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petra.kosubova@ukzuz.cz

1 Souhrn

Bromované zpomalovace hoteni (BFR = brominated flame retardants) jsou latky, které jsou
kvili svym environmentalnim vlastnostem, vyskytu a celosvétové produkci doporucovany
ke sledovani v rdmci riznych monitorovacich programi. V soucasnosti se piipravuji podklady
pro zatazeni vybranych BFR mezi persistentni organické polutanty (POP) v ramci
Stockholmské umluvy. Cilem prace bylo shromézdit informace o vyskytu, analytickém
stanoveni a legislativnich podkladech tykajici se BFR. V zavéru prace byly zhodnoceny

testovaci vzorky pro vybér GC-MS piistroje vhodného pro analyzu zastupci BFR.

2  Teoreticka ¢ast
2.1 Uvod

Zpomalovace hoteni jsou antropogenni latky, které se pouzivaji pfi vyrobé riiznych materialt
pro elektrické zafizeni, nabytek a textilie pro zvySeni jejich odolnosti vii¢i hotfeni. Celkovée
predstavuji bromované latky (BFR). Podle soucasné produkce existuji tii hlavni skupiny BFR:
1. tetrabromobisphenol A (TBBPA) a jeho derivaty,

2. polybromované difenylethery (PBDE),

3. hexabromocyklododekan (HBCD) (obr. €.1).

Dalsimi zastupci jsou polybromované fenoly a ftalaty (1). V minulosti se pouzivaly jako BFR
také polybromované bifenyly (PBB), které se vyrabély ve tiech formach (hexabromobifenyl,
oktabromobifenyl a decabromobifenyl), pfi¢emz hexabromobifenyl ptedstavoval témét 100 %
produkce. Vyroba PBB byla zastavena v USA v roce 1975, kratce po pfipadu netmyslné

kontaminace krmiva, kdy doSlo k velkym ztratdm hospodaiskych zvifat a dlouhodobym



vlivim na zdravi zemédélskych rodin v Michiganu. Nasledn¢ doslo k zastaveni vyroby PBB
také v Evropé (2).

BFR se podle zptisobu spojeni s danou polymerni latkou déli na latky aditivni a reaktivni.
TBBPA se primarné¢ fadi kreaktivnim BFR, zatimco PBDE a HBCD se pouzivaji
jako aditivni BFR. TBBPA se kovalentné¢ vaze prostiednictvim fenolické hydroxy skupiny
na polymer na rozdil od aditivnich BFR, které jsou s polymerem spojeny pouze fyzikalnimi
silami. Kovalentni spojeni reaktivnich BFR pak snizuje jejich unik do okolniho prostiedi

oproti aditivnim BFR (1).
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Obrazek €. 1. Strukturni vzorce PBB (A), PBDE (B), HBCD (C) a TBBPA (D).

2.2 Tetrabromobisfenol A

TBBPA je celosvétove nejrozsitenéjsi BFR, ktery se primarné pouziva v tiSténych zakladnich
pocitacovych deskach. V porovnani s ostatnimi BFR jsou hladiny TBBPA v environmen-
talnich slozkach nizsi diky kovalentnimu navazani TBBPA v polymeru. Jedna se o fenolickou
slouceninu, kterd mulze vykazovat nepfiznivé uCinky v zivych organismech a kterd
se oznacuje za potencialni endokrinni disruptor. Informace o vyskytu a hladinach v biotickych
slozkach zivotniho prostfedi jsou velice omezené. Vzhledem k nizké rozpustnosti ve vodé
a hodnotam rozdélovacich koeficienti se TBBPA kumuluje v sedimentech a pudach (3).
TBBPA byl také stanoven v odpadnich kalech, ve kterych podléhd anaerobni degradaci (4).
Vyznamné hladiny TBBPA byly stanoveny ve vzorcich pracovniho ovzdusi odebranych
z recyklacnich zavodu elektronickych zatizeni. Tyto hladiny byly nékolikrat vyssi nez hladiny
ve vzorcich zostatnich pracovist vybavenych elektronickymi zafizenimi, napiiklad

z kancelafi nebo montaznich hal pro obvodové desky (5).



TBBPA se stanovi pomoci plynové chromatografie s hmotnostné-spektrometrickou detekci
(GC-MS) nebo kapalinové chromatografie s hmotnostné-spektrometrickou detekci (LC-MS).
Pii GC-MS analyze je nezbytnd derivatizace, napiiklad pomoci acetanhydridu nebo
diazomethanu. M¢feni probiha nejcastéji v rezimu negativni chemické ionizace (NCI), kdy
se sleduji dva ionty, m/z 79 a 81, odpovidajici atomu bromu (Br’). GC-NCI-MS poskytuje
nizké detekeni limity, ale zaroven vykazuje nizsi selektivitu. Pti pouziti GC-NCI-MS neni
mozné odstranit interference dal§ich bromovanych sloucenin a nelze pro kvantifikaci vyuzit
metodu isotopového fedéni (5, 6). V ptipad¢ vyuziti LC-MS pfistupu neni nutna derivatizace
pred finalni analyzou a lze pfidat *C-TBBPA jako vnitini standard. J. Tollback vypracovala
LC-MS/MS metodu s vyuzitim trojnasobného kvadrup6lu pro stanoveni vzorkli ovzdusi
s nizkymi detek¢nimi limity. Hlavni pozornost byla zamétena na studium chovani TBBPA
za ruznych ionizacnich a fragmentacnich podminek (6). P. Guerra vyuzila pro stanoveni BFR
syst¢tmu LC-QqLIT-MS s linearni iontovou pasti a studovala citlivost riznych rezimu

nastaveni, kter¢ tento systém umoznuje (7).

2.3 Hexabromocyklododekan

HBCD je nearomaticky bromovany cykloalkan pouZzivany primarn¢ jako aditivni BFR
v termoplastickych polystyrenovych materidlech pouzivanych pifi tepelné izolaci budov.
Nejvyssi produkce a pouziti HBCD je zaznamenana v Evropé. V zévislosti na podminkach
bromace cyklododeka-1,5,9-trienu muze technickd smés HBCD teoreticky obsahovat
16 stereoisomerti, avSak v praxi byly identifikovany 3 diastereoamery ( -, B-, y-)
a 2 mesoformy (0-, €-). Pomoci chirélni kolony s B-cyklodextrinovou fazi lze a.-, B-, y-HBCD
rozdélit na 6 enantiomerti. Hlavni sloZzkou technické smésiye -HBCD, ktery je zaroven
dominantni v abiotickych slozkach. V biotickych slozkdch je diky transformacnim
mechanismiim dominantnét -isomer. Informace o toxicit¢ HBCD jsou v souasnosti
nekompletni a rozporuplné. Hlavnimi sledovanymi efekty HBCD v organismech
je neurotoxicita, endokrinni disrupce a karcinogenita indukovand nemutagennim
mechanismem (8).

HBCD lze stanovit s vyuzitim obou chromatografickych pfistupid, pomoci LC-MS 1 GC-MS.
V soucasnosti se vSak piednostné pouzivaji LC-MS metody, které umoziuji stanoveni
jednotlivych isomerd HBCD (9). M¢éiit lze v obou ionizacnich modech, s negativni
chemickou ionizaci za atmosférického tlaku (~APCI) (10) nebo s negativnim elektrosprejem
(=ESI) (11, 12). V piipad¢ pouziti MS s trojndsobnym kvadrupolem lze pracovat v rezimu

sledovani vybranych ionti (SIM) nebo v rezimu sledovani vybraného reakéniho piechodu



(SRM). U obou ionizacnich technik se v SIM sleduje m/z 641 odpovidajici [M—H] a v SRM
ptechod m/z 641 — 79 a 641 — 81 odpovidajici [M—H] — Br". Podobn¢ jako pfi stanoveni
TBBPA lze vyuzit ke kvantifikaci metodu izotopového fedéni a sledovat vnitini standard
pomoci piechodu m/z 653 — 79 a 653 — 81 (10, 11, 12). Pro stanoveni celkového obsahu
HBCD lze vyuzit GC-MS techniky, které neumoziuji dostatenou chromatografickou
separaci jednotlivych isomerti a poskytuji Siroky, nerozdéleny, diftzni pik. Pfi¢inami jsou
rozklad HBCD pfi teplotach vysSich nez 230 °C a termalni izomerizace pii teploté vyssi
nez 160 °C. Stanoveni metodou GC-NCI-MS vykazuje stejné nedostatky jako v piipadé
TBBPA (9).

2.4 Polybromované difenylethery

2.4.1 Charakteristika

PBDE piedstavuji skupinu 209 kongeneri s analogickym oznacenim jako PCB. Avsak diky
sklonu k debromaci obsahuji komeréni smési vyrazné nizsi pocet kongenert nez je teoreticky
mozné. Hlavnim komer¢nim produktem je Dekabromodifenylether, ktery obsahuje vice nez
97 % BDE 209, méné€ nez 3 % nona-BDE (NBDE) a stopy okta-BDE (OBDE). Nejcast¢ji
je Oktabromodifenylether, ktery obsahuje vice nez 40 % heptabromodifenyletherd (HpBDE)
a ttmét 35 % OBDE. Pouzivd se pifi vyrobé malych plastovych soucastek, napiiklad
kancelarskych potieb. Tteti smés, Pentabromodifenylether, se pouziva predevsim v textiliich
a polyuretanovych pénach a obsahuje téméi 60 % penta-BDE (PeBDE) a témét 40 % tetra-
BDE (TBDE). Ve smési jsou hlavné zastoupeny kongenery BDE 47, 99, 100, 153, 154,
piicemz obsah BDE 99 je dvojnasobny oproti BDE 47, zatimco BDE 153 a 154 jsou

zastoupeny rovnocenn¢ (1).

Tabulka ¢&. 1. Charakteristiky komercnich produkti.

, Pentabromodifenyl Oktabromodifenyl Dekabromodifenyl
Nazev
ether ether ether
Molekulova hmotnost 564.66 801.5 959,22
(g/mol)
Sumarni vzorec C12H5BI‘5O CnHzBI‘gO C12Bl‘100
Log Kow 6,46 — 6,97 6,29 — 8,90 9,97




Diky fyzikalné-chemickym vlastnostem fadime PBDE k persistentnim environmentalnim
kontaminantim jako jsou PCB, PCDD/F, aj. PBDE jsou vysoce hydrofobni latky, u nichz
se vzrlstajicim stupném bromace klesa rozpustnost ve vodé a v plynné fazi. Nasledkem je
silngjsi sorpce vySe bromovanych PBDE na pevné Castice v ovzdusi, v sedimentech a pudach.
Délkovy transport ovzdusSim je typicky pro nize bromované PBDE (1).

PBDE jsou stabilni latky, av§ak u n€kterych vySe bromovanych kongeneri byla zaznamenéana
fotodegradace plisobenim UV zafeni vedouci k nizebromovanym PBDE a bromovanym
dibenzofuranim. V laboratornich podminkach bylo zjisténo, Ze rychlost fotodegradace PBDE
je vyrazné niz8i v ptidach, sedimentech a pisku nez v organickych rozpoustédlech a zavisi
na stupni bromace (1).

Akutni toxicita PBDE je relativné nizkd, pfi¢emz niZebromované kongenery vykazuji vyssi
toxicitu nez vyse bromované. Z hlediska chronické expozice PBDE byla u mysi prokazana
vyvojova neurotoxicita. PBDE ovliviiuji produkci hormona Stitné zlazy a povazuji

se za potencidlni endokrinni disruptory (1).

2.4.2 Vyskyt

PBDE se siln¢ adsorbuji na pidni matrice a sedimenty. Jejich profily v téchto matricich
odpovidaji profilim PBDE v komerc¢nich smésich. V kalech dochazi ke zménadm profilt
PBDE, av$ak zavéry autort o transformacich PBDE v kalech jsou rozporuplné. Zastoupeni
PBDE v biotickych slozkach je odlisné oproti komerénim smésim diky rozdilné metabolizaci
jednotlivych kongenerii. V organismech se nachazeji pievazné tetra- az hexabromované
kongenery, konkrétné BDE 47, 99, 100, 153 a 154. Hladiny PBDE v riiznych

environmentalnich matricich se podle fady autorii exponencialné zvysuji (1, 13, 14).

2.4.3 Legislativa

Vyroba, nakladani a zachazeni s PBDE jsou v soucasnosti upravovany v ramci Evropského
spolecenstvi pouze Smérnici Evropského parlamentu a Rady 2003/11/ES, ktera méni smérnici
Rady 76/769/EHS tykajici se omezeni uvadéni na trh a pouzivani nékterych nebezpecnych
latek a ptipravki. Pentabromodifenylether a oktabromodifenylether se nemohou uvadét na trh
a pouzivat jako latka ¢i ptipravek s koncentraci vyssi nez je 0,1 hmot % (15).

PBDE vykazuji vlastnosti a environmentalni chovani POP. V sou€asnosti se zpracovavaji
navrhy na jejich zafazeni do seznamii POP dvou mezinarodnim tmluv, do Protokolu
o POP kUmluvé o dalkovém zneGistovani ovzdusi presahujicim hranice statu

a do Stockholmské umluvy o POP. Opatieni vyplyvajici z Protokolu o POP pro latky uvedené



v ptiloze I se v soucasnosti vztahuji pouze na jediny BFR, hexabromobifenyl (16). Dalsimi
kandidaty jsou oktabromodifenylether pro zatfazeni do seznamu Protokolu POP
a hexabromobifenyl, pentabromodifenylether a oktabromodifenylether do seznamu POP
Stockholmské konvence (17).

Déle Evropsky urad pro bezpecnost potravin (EFSA) zpracoval ndvrh na sledovani vybranych
BFR v ramci evropského monitorovaciho programu pro potraviny a krmiva. Hlavni skupinu
BFR ptedstavuji PBDE (BDE kongenery 28, 47, 99, 100, 153, 154, 183 a 209), HBCD
a PBB 153. EFSA dale doporuCuje sledovat vramci monitoringu nasledujici BFR,
oznaCované¢ jako volitelné: dalsi PBDE, dekabromodifenyl ethan, hexabromobenzen

a bis(2,4,6-tribromofenoxy)ethan (18).

2.44 Analyza

PBDE vykazuji podobné fyzikdlné-chemické vlastnosti jako ostatni persistentni
organohalogenové slouceniny, a proto 1ze vyuzit principidlné stejnych extrakénich a cisticich
postupil, které se pouzivaji v ptipad¢ analyzy organochlorovych pesticidi (OCP) a PCB (19).
Hlavnimi tuskalimi pfi stanoveni PBDE jsou degradace vyse bromovanych difenylethert
(zvlasté BDE 209) ptisobenim vysokych teplot a UV zéfeni, interference pii chromatografické
separaci a nedostatek standardu a referencnich materialt (20). Pfi analyze BDE 209 je nutné
pfijmout v laboratofi specidlni opatieni, tj. instalovat UV filtry, pouZivat elektrostatické
Cistice vzduchu pro odstranéni prachovych ¢astic aj. (21).

V soucasnosti existuji dva oficialni postupy pro stanoveni PBDE. ISO 22032:2006 zahrnuje
metodu pro stanoveni vybranych PBDE v sedimentech a odpadnich kalech pomoci
nizkorozliSovaci GC-MS v rezimu elektronové (EI) a negativni chemické ionizace (NCI) (22).
EPA 1614 popisuje stanoveni PBDE ve vodnych a pevnych vzorcich, tkanich a ostatnich
komplexnich matrici metodou vysokorozliSovaci GC-MS (HRGC-HRMS). Metoda
je zaloZzend na EPA metodé 1668A a byla revidovana v roce 2007 (23).

2.4.4.1 Priprava vzorku

K extrakci PBDE se nejCastéji pouzivaji smési nepolarniho a polarniho rozpoustédla (hexan-
aceton), pfipadné toluen nebo dichlormethan. Klasickou metodou vyuzivanou pro extrakci
pud, sedimentt, kald a biotickych vzorkil je Soxhletova extrakce. Dale lze vyuzit tlakovou
extrakci rozpoustédlem (PLE), superkritickou fluidni extrakci (SFE), ptipadné mikroextrakci

pomoci pevné faze (SPME) aj. Vhodnost zvolené extrakéni techniky je nutné ovéfit hlavné



pro vySebromované PBDE s tendenci degradovat za vysokych teplot a ptisobeni UV zareni
(21, 24).

Rusivé koextrakty (lipidy, vysoce polarni intereferenty, huminové kyseliny, sira)
se nejcastéji odstrani pomoci adsorpcni kolonové chromatografie pomoci raznych sorbenti
(silikagel, florisil, alumina), pomoci gelové permeacni chromatografie (GPC), koncentrované
kyseliny sirové, saponifikaci hydroxidem draselnym aj. Frakcionaci lze provést pomoci
silikagelu. PCB, PBB a BDE 209 se eluuji v prvni nepolarni frakci a PBDE v druhé polarné;si
frakci spolu s pesticidy. Pii zpracovani vzorku dochdzi k adsorpci PBDE na laboratorni sklo
mnohem intenzivnéji nez u PCB a v pfipadé odpatfeni extraktu do sucha nemusi dojit

k uplnému zpétnému rozpusténi BDE 209 ani pouzitim toluenu (21, 24).

2.4.4.2 Finalni stanoveni

PBDE se témét vyhradné stanovuji pomoci GC-MS technik. Okrajové se vyuzivaji GC-ECD
(detektor elektronového zachytu), GC x GC s MS-TOF (dvourozmérmda GC s MS detekci
zalozenou na méfeni doby letu), nebo LC-MS/MS metody (20, 25, 26).

Pii GC-MS stanoveni je nej€astéji pouzivanou nastfikovou technikou splitless (nastfik bez
délice toku) a on-column (pfimy nastiik na kolonu). Splitless nésttik se provadi pii teplotach
(250 — 300) °C. S prodluzujici se dobou setrvani v injektoru mohou okta- az dekaBDE
podléhat degradaci, proto by méla byt doba setrvani v injektoru co nejnizsi, idealn¢ zkracena
tlakovym pulsem. Pfi piimém nastfiku na kolonu nebyly pozorovany zddné vyznamné ztraty
u vysSebromovanych PBDE, vcetné BDE 209. Avsak tato technika je vhodna pouze pro velmi
Cisté vzorky, v opatném piipadé¢ dochazi ke znecisténi GC kolony a nésledné degradaci
PBDE v této ¢asti kolony (20, 21).

GC separace PBDE (BDE 28, 47, 99, 100, 153, 154 a 183) se nejcastéji provadi na kolonach
s nepolarni nebo stiedné polarni fazi (DB-1, DB-5, DB-XLB) o délce 25 m az 60 m, které¢
umoznuji dostate¢né chromatografické rozliSeni téchto kongenerii. Nejmén¢ koeluci bylo
zaznamenano u kolony DB-XLB, ktera je vSak zcela nevhodna pro stanoveni BDE 209 kvuli
delSim retencnim ¢asim. BDE 209 se musi stanovit zvIast’ za specidlnich chromatografickych
podminek (kratka kolona, tenky film aj.), aby byla doba setrvani na koloné za vysoké teploty
co nejkratsi (21). Optimalizaci GC nastaveni prezentoval Dr. Krumwiede (Thermo, Brémy,
Némecko) (27). Avsak selektivita stanoveni daného BDE a troven koeluci jsou vysledkem
kombinace vice faktora (pfeciSténi vzorku, stupenn celkové kontaminace vzorku,

chromatografické podminky, detekéni metoda). Chromatografické koeluce PBDE s nejcastéji



stanovovanymi polutanty jsou v soucasnosti identifikovany a popsany pro jednotlivé
chromatografické faze (20).

GC-MS stanoveni PBDE miize probihat pomoci vysokorozliSovacich (HR) i nizkorozli-
Sovacich (LR) piistroji. HRMS detekce probiha vyhradné v rezimu elektronové ionizace (EI).
Pti LRMS detekci se vyuzivaji oba rezimy, EI a NCI (20, 21). Pfi EI-MS vznikaji hlavné
ionty M" a [M—2Br]’, které se vyuzivaji pii identifikaci a kvantifikaci PBDE (28). Dalsi
vyhodou této techniky je moznost pouzit izotopové znacenych standardl pro zajiSténi
kontroly celého stanoveni sledovanim jejich vytéznosti. V LRMS uspotadani je NCI citlivejsi
metodou oproti El, ale neposkytuje dostatecnou selektivitu. U vSech tri- az nonabromovych
kongenert se pii pouziti NCI sleduje Br” a u BDE 209 fragment [C¢BrsO]". Zaroven pii NCI
nelze ke kvantifikaci pouzit metodu izotopového fedéni. Vysokou selektivitu a citlivost
poskytuje EI-HRMS detekce, avsak jedna se o metodu vSestranné nakladnou (20, 21).
Zajimavou alternativou pro selektivni a citlivou detekci PBDE je vyuziti tandemovych
technik (MS/MS), které umoznuji MS s analyzatorem typu iontové pasti nebo trojndsobného
kvadrupélu. Pfi MS/MS experimentu se jako prekursor vyuZzivaji ionty M a [M—2Br]’, které
pii nasledné disociaci poskytuji fragment odpovidajici ztrat¢ COBr nebo Br. Prekursor
M" poskytuje ptednostné fragment odpovidajici ztraté dvou a vice Br a v pfipadé fragmentace

prekursoru [M—2Br]" dochazi prednostné ke ztraté COBr (29-33).

2.4.5 Mezilaboratorni studie

Prvni mezilaboratorni porovnavaci studii zaméfenou na stanoveni PBDE potadal holandsky
institut RIVO (Netherlands Institute for Fisheries Research) na ptelomu roku 1999 a 2000.
Cilem studie bylo porovnat instrumentalni techniky pomoci kalibra¢nich parametrti a zaroven
porovnat metody pro stanoveni PBDE pomoci 7 vzorkii zahrnujici biologické matrice
a sedimenty. Méfici metody zalozené na vysokorozliSovaci (HR) MS nebo nizkorozliSovaci
(LR) MS poskytovaly porovnatelné vysledky vyzadujici zlepSeni kalibracnich parametrd.
Vzhledem k hladinam v testovanych vzorcich byly uspokojivé vysledky dosazeny u BDE 47,
100, 153 a 154. Nejproblematictéjsim BDE je kongener 209, u n¢hoz byl pozorovan nejvétsi
rozptyl vysledki kviili nestabilit¢ za zvySenych teplot a plisobeni svétla. BDE 209 vyzaduje
prob&hly dalsi mezilaboratorni studie pofadané v Japonsku, Norsku a UK. Jejich cilem bylo

zlepsit spolehlivost stanoveni PBDE v environmentalnich matricich (35-37).



3 Prakticka ¢ast

Byl navrZen test pro porovnani riznych GC-MS systémi s cilem zakoupeni vhodného
pfistroje pro stopovou analyzu PBDE a dal§ich kontaminanti v krmivech a abiotickych

matricich.

3.1 Material a metody

Pro porovnani byl vybran vzorek rybi moucky a pfipraven podle postupu SOP 30 (38), ktery
zahrnoval extrakci tfepanim do ethylacetatu, ¢isténi pomoci gelové permeacni chromatografie
(GPC) a pomoci adsorpéni chromatografie na silikagelu. Kone¢ny obsah matrice
v testovacich vzorcich matricovych standardd byl 20 %. Zaroven byly pfipraveny
rozpousStédlové standardy o stejné koncentraci kongenert PBDE (5/25 ng/ml isooktanu)
pro semikvantitativni stanoveni v matricovych standardech.

Pouzity smésny standard BDE-MXF a DBE-209 (Wellington Laboratories, Kanada)
obsahoval 10 PBDE kongeneri (28, 47, 66, 85, 99, 100, 153, 154, 183, 209).

3.2 Vysledky a diskuse
V tomto testu byli osloveni 3 dodavatel¢é GC-MS piistrojii, Amedis, HPST a Pragolab.

Ukolem bylo kvalitativni stanoveni dvou vzorkii a semi-kvantitativni stanoveni

identifikovanych PBDE.



Tabulka €. 1 Porovnani GC-MS systému pii analyze matricovych standardi

Predlosena ¢ Zm¢éfena ¢ Zméfena ¢ Zm¢éfena ¢

PBDE (ng/ml) (r}g/ml) (ng/ml) ' (r}g/ml)
Varian 4000 Thermo PolarisQ Varian 1200
28 5 7,2 3.9 4,9
47 5 9,6 4,9 5,2
66 5 10,8 5,0 5,8
84 5 14,4 - 4,4
99 5 17,6 3.9 4,5
100 5 21,4 3,0 5,0
153 5 24,1 4,7 4,4
154 5 27,3 4,2 53
183 5 38,8 3,8 5,7
209 25 - - -

Vysledky dodaly pouze firmy Amedis (Varian 4000) a Pragolab (Thermo PolarisQ), viz. tab.
¢.1. V tabulce €.1 jsou zaroven uvedeny vysledky méteni téchto vzorkt v laboratofi NRL-RO
Brno pomoci GC-MS/MS systému Varian 1200.

Nejproblematictéjsi analytem této skupiny je PBDE 209, ktery vyzaduje specifické podminky
meéfeni pro spravnou kvantifikaci, tj. kratkou chromatografickou kolonu, optimalizovany
nastfik a spravné naladéni hmotnostniho spektrometru s moznosti méfeni v rozsahu m/z
do 1000. V opacném piipad¢ dochézi k jeho degradaci a k vyraznému zhorSeni detek¢nich
limitd.

Me¢éteni pomoci pfistroje Varian 4000 bylo probihalo za podminek uvedenych v aplika¢nim
listu Varian ¢. 75 s vyjimkou rezimu ionizace (33). Z vysledkl je zfejmy vliv matricovych
efektll pfi méfeni v rezimu interni ionizace, ktera byla pouzita pfi tomto experimentu a ktera
je nastavena v primarni konfiguraci pfistroje. Koncentrace PBDE v matricovém standardu
byly vyrazn€ nadhodnocené pfi porovnani s rozpoustédlovym standardem. Pro tyto analyzy je
vhodnéjsi méfeni v rezimu externi ionizace, ktery nebyl pro tyto vzorky testovan.

V NRL-RO Brno probéhlo pouze orientatni méfeni PBDE pomoci pfistroje Varian 1200.
Vysledky byly uspokojivé, avsak pro spolehlivé vystupy bude nutné metodu optimalizovat
a ovefit.

Na pfistroji PolarisQ méfila zvolena zkuSebni laboratof a méfeni prob&hlo za podminek

optimalizovanych a validovanych v této laboratofi. Dodané¢ vysledky odpovidaly
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piredpokladanym hodnotdm. PolarisQ byl zvolen jako vyhovujici pfistroj nejen pro tyto

analyzy, ale také jako novy GC-MS systém vhodny pro ostatni ukoly feSené v NRL-RO Brno.

4  Zavér

BFR jsou latky pouzivané pfi vyrobé raznych materiali pro elektrické zafizeni, nabytek
a textilie pro zvysSeni jejich odolnosti vii¢i hoteni. Jednim z hlavnich ptedstaviteld BFR jsou
PBDE. V soucasnosti probihd posuzovani navrhli pro zafazeni vybranych zastupci PBDE
do seznamu POP Stockholmské tmluvy. EFSA vydala doporu¢eni o sledovani PBDE
v potravinach a krmivech. Tyto latky se v porovnani s ostatnimi BFR stanovuji vyluéné
pomoci GC-MS technik.

Pfi porovnani riznych GC-MS systémi byly nejlepsi vysledky naméteny na pfistroji PolarisQ
firmy Thermo. Na zékladé vysledkli testu a naSich pozadavkd byl vybran a zakoupen
do NRL-RO Brno novy model GC-MS systému s iontovou pasti firmy Thermo, TraceGC-
ITQ1100. Jednim zprvnich ukoli feSenych pomoci TraceGC-ITQ1100 bude analyza
vybranych kongenertt PBDE v krmivech.
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1 Souhrn

V navaznosti na literdrni reSerSi ,,Stanoveni polybromovanych POP metodou GC-MS*
a na projekt twinning-light ,,Strengthening of the official control in the field of soil
protection® (CZ06/IB/AG/04-TL) bylo optimalizovano a validovano stanoveni PBDE
s vyuzitim GC-MS/MS systému Varian 1200. Vzhledem k fyzikalné-chemickym vlastnostem
PBDE a jejich nizkym obsahiim v redlnych matricich byly pfi stanoveni vybranych kongenerti
PBDE vyuzity nasledujici metody: nizkotlakd plynova chromatografie (LPGC), tandemova

hmotnostni spektrometrie (MS/MS) a metoda isotopového fedéni (ID).

2  Teoreticka c¢ast
2.1 Uvod

Polybromované difenylethery (PBDE) jsou latky ze skupiny bromovanych zpomalovaca
hoteni (BFR), které se pro svoje fyzikalné-chemické a environmentéalni vlastnosti, vyskyt
a celosvétovou produkci fadi mezi persistentni organické polutanty (POP). Komeréné
vyrabéné¢ smési Pentabromodifenyletheru a Oktabromodifenyletheru byly zafazeny
do seznamu POP Stockholmské umluvy o perzistentnich organickych polutantech béhem
4. zasedani Konference smluvnich stran Umluvy, které probshlo 4. az 8.kvétna 2009
v Zenevé (1).

PBDE piedstavuji skupinu 209 kongeneri s analogickym oznacenim jako PCB. Avsak diky
sklonu k debromaci obsahuji komeréni smési vyrazné nizsi pocet kongenerii nez je teoreticky
mozné. Hlavnim komercénim produktem je Dekabromodifenylether, Oktabromodifenylether
a Pentabromodifenylether. Zastoupeni PBDE v téchto smésich se nachazi také v abiotickych

matricich (sediment, ptda), ve kterych dochéazi k silné sorpci PBDE. V kalech dochazi
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ke zménam profildt PBDE. Zastoupeni PBDE v biotickych slozkach je odlisné oproti
komerénim smésim kviili rozdilné metabolizaci jednotlivych kongener. V organismech
se nachazeji pirevazné tetra- az hexabromované kongenery, konkrétné BDE 47, 99, 100, 153
a 154. Hladiny PBDE v ruznych environmentdlnich matricich se podle tady autort
exponencialné zvysuji (2). Podrobné informace o vlastnostech, toxicité, vyskytu a pouziti

PBDE jsou zpracovany ve vyse uvedené literarni resersi (3).

2.2 Analyza

V soucasnosti existuji dva oficialni postupy pro stanoveni PBDE. ISO 22032:2006 zahrnuje
metodu pro stanoveni vybranych PBDE v sedimentech a odpadnich kalech pomoci
nizkorozliSovaci GC-MS v rezimu elektronové ionizace (EI) a negativni chemické ionizace
(NCI) (4). EPA 1614 popisuje stanoveni PBDE ve vodnych a pevnych vzorcich, tkanich
a ostatnich komplexnich matricich metodou vysokorozlisSovaci GC-MS (HRGC-HRMS) (5).
Pti ptipravé vzorku k analyze PBDE lze vyuzit principidlné stejné extrakéni metody a Cistici
postupy, které se pouzivaji v pfipad¢ analyzy persistentnich organochlorovych sloucenin.
PBDE se v soucasnosti t¢émét vyhradné stanovuji pomoci GC-MS technik (6).

Ke GC separaci kongenerit PBDE prioritné¢ zastoupenych v technickych smésich
a sledovanych v environmentéalnich matricich s vyjimkou BDE 209 (BDE 28, 47, 99, 100,
153, 154 a 183) se nejcastéji pouzivaji kolony s nepolarni nebo stfedné polarni fazi (DB-1,
DB-5, DB-XLB) o délce 25 m az 60 m. Stanoveni BDE 209 musi probihat za specialnich
chromatografickych podminek (kratkd kolona, tenky film aj.), aby cas setrvani na koloné
za vysoké teploty byl co nejkratsi a snizila se tim pravdépodobnost degradace BDE 209 (7).
Pro stanoveni vSech prioritnich kongenerii byla uspé$né aplikovdna metoda nizkotlaké
chromatografie (LPGC). Tato technika umoziuje zrychleni analyzy, snizeni elu¢ni teploty
a zvySeni kapacity kolony, coz souvisi se zlepSenim detekénich limitli. Nevyhodou
je niz8i separacni G€innost v porovnani s konvenéni GC. LPGC se piedev§im vyuziva pro
analyzu termolabilnich latek a/nebo latek s dlouhymi reten¢nimi Casy, jakymi jsou PBDE
a také napftiklad polycyklické aromatické uhlovodiky (PAH) (8).

MS detekce PBDE miize probihat pomoci vysokorozliSovacich (HR) i nizkorozliSovacich
(LR) pfistroji. Z mezilaboratornich studii vyplynulo, Ze méfici metody zalozené
na vysokorozliSovaci HRMS nebo nizkorozliSovaci LRMS poskytuji porovnatelné vysledky.
Nejveétsi rozptyl vysledkti byl pozorovan u BDE 209, u kterého za zvySenych teplot

a pusobenim svétla dochazi k degradaci (9). Zajimavou alternativou pro selektivni a citlivou
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detekci PBDE je vyuziti tandemovych technik (MS/MS), které umoznuji LRMS
s analyzatorem typu iontové pasti nebo trojnasobného kvadrupdlu. Pti MS/MS experimentu
se jako prekursor vyuzivaji ionty M™ a [M—2Br]", které pii nasledné disociaci poskytuji
specificky fragment odpovidajici ztrat¢ COBr nebo Br (10-14).

Cilem této prace bylo optimalizovat detekci PBDE s vyuzitim GC-MS/MS systému Varian
1200, dale optimalizovat postupy pfipravy vzorku k analyze pro jednotlivé materiadly

a validovat sestavené metody pomoci referencnich materiali.

3 Prakticka ¢ast

3.1 Material a metody
PBDE byly analyzovany podle postupu, ktery je detailné popsan v SOP ¢. 40 (NRL-RO Brno)

(15).

3.1.1 Standardy a referen¢ni materialy

3.1.1.1 Smésny standard nativnich PBDE (BDE-MXF) pro kvantifikaci:
2000 ng/ml nonan (Wellington, Kanada).

3.1.1.2 Smésny standard izotopov¢ znacenych PBDE (MBDE-MXFS), surrogate:
2000 ng/ml nonan (Wellington, Kanada).

3.1.1.3 Smésny standard izotopové znacenych PBDE (MBDE-MXFR), recovery:
2000 ng/ml nonan (Wellington, Kanada).

3.1.1.4 BDE 209: 50 pg/ml toluenu (AccuStandard, USA).
3.1.1.5 Izotopovée znaceny BDE209 (MBDE-209): (25 £ 1,2) ug/ml (Wellington, Kanada).
3.1.1.6 SRM 2585 Organic Contaminants in House Dust (NIST, USA).

3.1.1.7 WMF-01 Reference Fish Tissue for Organic Contaminant Analysis (Wellington,
Kanada).
3.1.1.8 Interni RM: Kompost 3232 (SYKE, Helsinky, Finsko).

3.1.1.9 Interni RM: Cistirensky kal 3316 (UKZUZ, Brno, CR).

3.1.2 Pristroje

3.1.2.1 Plynovy chromatograf s hmotnostnim detektorem GC-MS/MS: CP-3800GC-1200MS
Varian, vybaveny kapilarni kolonou Rapid-MS (10 m x 0,25 mm x 0,25 pm, Varian),
pfipadné DB-XLB (30 m x 0,25mm x 0,25 um, J&W Scientific), fizeny SW
Workstation MS 6.4.1.
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3.1.2.2 Extraktory ASE 100 (Dionex) s pfislusenstvim (nerezové cely o objemu 11 ml
a celulézové filtry) nebo Buchi B-811 pro Soxhletovu extrakeci horkym

rozpoustédlem (Buchi).

3.1.3 Pracovni postupy

3.1.3.1 Zrychleny postup pripravy vzorki pid, sedimenti a krmiv Zivoc¢iSného pivodi
PBDE se z ptfedupravené¢ho vzorku extrahuji do dichlorometanu metodou Soxhletovy
extrakce horkym rozpoustédlem pomoci Buchi B-811. Extrakt se obohati pfidavkem vnitiniho
standardu s isotopové znaCenymi PBDE (13C-PBDE), pievede se do hexanu, ptecisti
se tfepanim s koncentrovanou kyselinou sirovou. Po odstiedéni se hexanova faze dodisti
pomoci silikagelu modifikovanym kyselinou sirovou, ptfevede se do isooktanu a analyzuje
metodou plynové chromatografie s hmotnostné selektivni detekci (GC-MS). Obsahy PBDE
se vyhodnoti z kalibracni zavislosti plochy diagnostického iontu jednotlivych analyti
na koncentraci pfisluSného analytu v roztoku smésného standardu, obsahujici vSechny

pozadované latky a vnitini standardy (15, 16).

3.1.3.2 Postup pro pripravu vzorki Ccdistirenskych kali, komposti, primyslovych
sedimentt a prachu

PBDE se z piedupraveného vzorku extrahuji do dichlorometanu metodou tlakové extrakce
rozpouStédlem (PLE). Extrakt se obohati ptfidavkem wvnitiniho standardu s isotopovée
znacenymi PBDE (13C-PBDE) a pifevede se do hexanu. Extrakt se precisti pomoci
miniaturizované kombinované silikagelové kolony. Pro odstranéni minerdlnich oleju
z extraktu se provede frakcionace extraktu pomoci adsorpcni kolonové chromatografie
na aluminé. Polarni frakce se prfevede se do isooktanu a zanalyzuje metodou plynové
chromatografie s hmotnostné selektivni detekci (GC-MS). Obsahy PBDE se vyhodnoti
z kalibra¢ni zavislosti stejnym zplisobem jako v ptipadé postupu 3.1.3.1 (15).

3.1.3.3 Minerdlni oleje byly analyzovany na pracovisti SYKE (Helsinky, Finsko)
dle akreditovaného postupu K391 (17).

3.1.3.4 Sira ve vzorcich Cdistirenskych kali a kompostu byla analyzovdna podle

akreditovaného postupu SOP 4A (18).
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3.2 Vysledky a diskuse

3.2.1 Optimalizace MS/MS

Pii MS/MS experimentu se jako prekursor vyuzivaji ionty M™ a [M—2Br]", které pii nasledné
disociaci poskytuji fragment odpovidajici ztraté COBr nebo Br. Prekursor M’ poskytuje
pfednostné fragment odpovidajici ztrat¢ dvou Br a v pfipadé¢ fragmentace prekursoru
[M—2Br]" dochézi pfednostné ke ztraté COBr (viz. obrazky ¢. 1 a 2). Vzhledem k omezenému
skenovacimu rozsahu MS Varian 1200 (m/z 10-800) nebylo mozné zahrnout detekci
BDE 209, ktery poskytuje vyznamné ptechody m/z 959 -> 799, m/z 799 -> 692 a m/z 799 ->
640. Pfechod z prekursoru m/z 799 byl detekovatelny, ale vykazoval nizkou stabilitu.

Spectrum 1A o
BP 403.7 (3.141e+7=100%) _ 13.322 min. Scans: 1391-1401 Channel: 1 lon: NA RIC: 2.572e+8
404 :
100% 9.14fl e+7 -
; M2B1] <& :
N -2Br
. 106
] 6.9[13e+7
75% % -
Iy s0% -
i M
] L 564
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] A 2.445e+7
25% 2.285a+7 ¢ -
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] 1.0398+47
0% ul : L
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Obrazek €. 1. Produktové spektrum molekulového iontu BDE 100.

Pro kazdy BDE kongener byla optimalizovéana kolizni energie pfi tlaku argonu v kolizni cele
2,2 mTorr, coz je hodnota tlaku argonu optimalizovana a pouzivand pro analyzy ostatnich
POP. Optimalni kolizni energie byla takova, pii které byl zaznamenan maximalni vytézek
produktovych iontll a vyznamny pokles intenzity prekursoru. Na obrazku ¢. 3 jsou uvedeny
ptiklady optimalizace kolizni energie BDE28 a BDE100. Souhrn optimalizovanych MS/MS

parametrl véetné koliznich energii pro vSechny sledované BDE je uveden v tabulkach ¢.1 a 2.
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Spectrum 1A [a]
BP 297 (5.828e+7=100%) 13.321 min. Scans: 1871-1881 Channel: 1 lon: NA RIC: 1.465e+8
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Obrazek €. 2. Produktové spektrum fragmentového iontu [M-2Br|" BDE 100.
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Obrazek ¢. 3. Zavislost vytéZku produktovych ionti a poklesu prekursoru BDE 28
a BDE 100 na kolizni energii.
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Tabulka €. 1. Parametry pro MS/MS stanoveni nativnich BDE.

BDE Prekursor 1 Produkt 1 Kolizni E1 | Prekursor 2 Produkt 2 Kolizni E2 Pomér
M [M-2Br] V) [M-2Br] [M-CO3Br] V) produktt

3 Br 406 246 —-15 248 139 -25 2,6
4 Br 486 326 —-15 326 217 -25 0,60/0,80
5 Br 564 404 - 18 404 297 —-28 0,50/0,50/0,52
6 Br 644 484 -22 484 375 -35 0,46/0,39
7 Br 722 562 -25 562 455 -33 0,47
Tabulka €. 2. Parametry pro MS/MS stanoveni zna¢enych BDE.

Prekursor 1 Produkt 1 Kolizni E1 Prekursor 2 Produkt 2 Kolizni E2 Pomér
BbE M [M-2Br] %) [M-2Br] [M-CO3Br] V) produktt
3 Br 418 258 —-15 260 150 —28 2,2
4 Br 498 338 —-15 338 228 —28 0,62/0,39
5Br 576 416 -20 416 308 —28 0,46
6 Br 656 496 -22 496 386 -30 0,43/0,35/0,29
7 Br 734 574 -25 574 466 —-33 0,45

20




H Q1-Q3:3-1 B Q1-Q3:5-1 0 Q1-Q3:5-5

4000000 -
3500000 ]
3000000

2500000
2000000
1500000
1000000

Plocha piku

500000 -
o 1 T T T T T I—l

28 47 66 100 99 85 154 153 183
BDE

Obrazek ¢. 4. Zavislost odezvy detektoru na nastaveni rozliSeni MS.

LRMS standardné pracuji s jednotkovym hmotnostnim rozliSenim. Avsak pii analyze PBDE
1ze pracovat s rozliSenim horSim za ucelem zvyseni citlivosti detekce. Tento ustupek je mozné
si dovolit diky vysoké molekulové hmotnosti PBDE (m/z 406-959) a vysoké selektivité
MS/MS ptechodu PBDE (ztrata 2Br a COBr). Pfi hmotnostnim rozliSeni 5 kvadrupdl
nefiltruje jeden izotop ziontového klastru BDE, které jsou v ptfipadé vySebromovanych
difenylethert velice bohaté, ale separuje tii1 izotopy najednou, které v kolizni cele fragmentu;i
a ze vzniklého klastru produktovych iontl separuje tieti kvadrupol tfi ionty, které jsou
propoustény na detektor. Pfi hmotnostnim rozliSeni 5 bylo pozorovéano primérné 20% zvySeni

odezvy kongeneri BDE oproti standardnimu nastaveni (viz. obrazek ¢. 4).

3.2.2 Nizkotlaka GC

Nizkotlakd (LPGC) nebo také vakuova plynova chromatografie je jeden z pfistupli umoznujici
zrychleni GC analyz kontaminantli v environmentdlnich matricich a potravinach.
Tento chromatograficky systém se sklada z kratké predkolony (0,5 m — 1 m x 0,10 mm i.d.),
ktera se instaluje do injektoru. Predkolona je spojena s kratkou analytickou kolonou
(10 m x 0,53 mm i.d.), ktera umoziiuje vyssi linedrni rychlost nosného plynu a je spojena

s MS detektorem (8).
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Obrazek ¢. 5. Porovnani chromatografické separace PBDE na konvencni (DB-XLB)
a LPGC koloné (RapidMS).

Prestoze dochdzi ke snizeni separacni ucinnosti GC, vyznacuje se tato technika fadou
vyhodnych aspektl. Diky zvySené linedrni rychlosti nosného plynu a kratké kolon¢ je mozné
zkratit dobu analyzy 3 X% az 5 x pfi teplotné programované eluci. Technika je vhodna
pro teplotné labilni latky (BDE 209), nebot’ umoziiuje snizeni elucnich teplot o (30 — 60) °C.
Vzhledem ke zlepSeni tvaru piku pti LPGC oproti konvencni GC dochézi ke zvyseni citlivosti
stanoveni a zaroven ke snizeni detek¢nich limiti (8).

V laboratoti UKZUZ byla pouzita komeréné dostupna kolona RapidMS (Varian). Vyznamné
sniZzeni retenénich ¢ast lze pozorovat zejména pro vysSe vrouci slouceniny. Celkova doba
analyzy 9 sledovanych kongenertit BDE pfi pratoku 1,2 ml/min je 25 min (viz. obrazek €. 5).
Zaroven doslo pii tomto nastaveni ke zvySeni citlivosti stanoveni téchto latek (viz. kapitola
¢. 3.2.3). Prttok nosného plynu ovliviiuje vyznamné tlak v MS. Pfi vyrazném zvyseni prutoku
(> 5 ml/min) dochézi k ptekroceni Cerpaci kapacity pumpy a vyznamné se snizuje zivotnost
filamentu. Pfi optimdlnim nastaveni LPGC-MS systému je vhodné pracovat s pritoky

do 2 ml/min.
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3.2.3 Limity metody

Za optimalizovanych podminek LPGC-MS/MS byly stanoveny rGznymi piistupy detekcni
a kvantifika¢ni limity metody stanoveni PBDE (viz. tabulka €. 3). Z poméru signlu k Sumu
odectené¢ho ze standardniho roztoku o koncentraci 1 ng/ml byly ziskdny nadhodnocené limity.
Analyzou procesnich blankl byly ziskany hodnoty LOD (0,034 — 0,085) ng/g a LOQ (0,05 —
0,10) ng/g. V LIMS byla nastavena mez stanovitelnosti 0,1 ng/g pro vS§echny BDE kongenery

v

Tabulka €. 3. Souhrn detekénich a kvantifika¢nich limita pro stanoveni BDE kongener.

LOQ LOD LOQ LOD LOQ MS
BDE S/N IUPAC-3s- | ITUPAC-10s- | ITUPAC-3s- | IUPAC-6s- | LIMS

1 ng/ml Effi Effi EN 15741 | EN 15741 ng/g
28 0,0008 0,041 0,10 0,041 0,07 0,10
47 0,0004 0,081 0,14 0,081 0,10 0,10
66 0,0013 0,044 0,11 0,044 0,07 0,10
100 0,0010 0,041 0,09 0,042 0,06 0,10
99 0,0012 0,085 0,11 0,085 0,10 0,10
85 0,0014 0,041 0,10 0,041 0,07 0,10
154 0,0007 0,034 0,06 0,034 0,05 0,10
153 0,0011 0,044 0,10 0,044 0,07 0,10
183 0,0012 0,038 0,08 0,038 0,06 0,10

3.2.4 Analyza zrychlenym postupem

Zrychleny postup (3.1.3.1) byl ovéfen pomoci certifikovaného referenéniho materidlu
WMF-01(lyofilizovanad rybi tkai). Tento postup byl porovndn se standardnim postupem
zahrnujicim kombinovanou silikagelovou kolonu. Oba postupy ptipravy poskytovaly shodné

W

vysledky (viz. tabulka ¢. 4). K vyhodnoceni spravnosti a nejistot metody byla pouzita
vicendsobnd méteni WMF-01 (viz. tabulka ¢. 5). Metoda poskytovala spravné vysledky
s relativni rozsifenou nejistotou (3,81 — 8,49) %. V LIMS byla pro analyzu PBDE v krmivech
nastavena roz$ifena nejistota 20 % popisujici zvySenou odchylku paralelnich stanoveni

realnych vzork.
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Tabulka €. 4. Porovnani dvou metod pripravy pomoci WMF-01.

Spravnost metody
1 — tirepani s H,SOy, 2 —silikagelova kolona
Naméiena Namérena Hvootéza
BDE hodnota 1 hodnota 2 t-vypocteny t-kriticky P .
0 spravnosti
(ppb) (ppb)
28 3,298 3,303 0,060 2,776 Ptijata
47 145,96 142,93 0,728 2,776 Ptijata
100 36,22 36,20 0,042 2,776 Ptijata
99 39,19 37,52 2,050 2,776 Ptijata
154 20,73 20,38 1,196 2,776 Ptijata
153 16,05 15,65 1,184 2,776 Ptijata
183 0,469 0,458 0,722 2,776 Ptijata
Tabulka €. 5. Statistické vyhodnoceni spravnosti metody pomoci WMF-01.
Spravnost metody Hypotéza o
Referen¢ni material WMF-01
BDE Namérena | Presnost | Referenc. | Presnost | VytéZnost | Spravnosti | Piesnosti
hodnota hodnota
(ppb) (ppb) (ppb) (ppb) ()
28 3,34 0,12 3,124 0,145 108 Ptijata Ptijata
47 145,4 4,8 123,2 12,4 118 Ptijata Ptijata
100 36,42 0,66 35,87 7,25 102 Ptijata Ptijata
99 38,4 1,3 37,50 2,11 102 Ptijata Ptijata
154 20,39 0,44 19,79 1,44 103 Ptijata Ptijata
153 15,78 0,37 17,04 4,00 93 Ptijata Ptijata
183 0,449 0,019 0,532 0,200 84 Ptijata Ptijata
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3.2.5 Analyza komplexnich matric

Postup pro komplexni matrice je popsan v metodé ISO 22032 a zahrnuje kombinovanou
silikagelovou a aluminiovou kolonu. Diky citlivosti MS/MS detekce nebylo nutné vychazet
z (5 — 10)g navazek jak doporucuje ISO norma, ale postup byl optimalizovan na navazku 1 g.
Nasledné byly miniaturizovany Cdistici kroky, coz mélo za duasledek tsporu chemikalii
a rozpoustédel pii zachovani Gcinnosti Cisticitho postupu. Navazky sorbentl pro silikagelovou
kombinovanou kolonu byly polovi¢ni (18 g) oproti koloné navrzené v ISO 22 032 a stejné
také objemy elucnich rozpoustédel. Pro aluminiovou kolonu byla navazka sorbentu 5 g, tj. 1/5
oproti ISO postupu a stejn¢ byly zmenseny také objemy eluc¢nich rozpoustédel. Sorbetem byl
zasadity Al,Os 90, aktivita Super I (0,063 — 0,200) mm, aktivovany pii 600 °C/24 h
a uchovavany pii 130 °C. VytéZnost miniaturizovaného postupu byla ovéfena pomoci

standardd a referen¢nich materiala.

Kal bez ¢isténi na aluminé

! TSNS

BDE 47 Kal po cisténi na aluminé
11,3 ppb
BDE 154
1,6 ppb
L —— N
Tt [ v et ——r——————
12 13 14 15 18 _
min_|

Obrazek €. 6. Vliv mineralnich oleji na chromatografickou separaci PBDE.

Vyznamny interferent pfi analyze Cistirenskych kali je frakce mineralnich olejt, ktera
negativné ovlivituje chromatografickou separaci PBDE a zaroven snizuje ioniza¢ni ¢innost
pii MS detekci (viz. obrazek €. 6). Pro odstranéni této frakce se pouziva naptiklad adsorpéni

kolonova chromatografie na aluming€. Ucinnost Cisticiho kroku separace na aluminé byla
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stanovena technikou GC-FID zalozenou na ISO CD16703:2000 ve spolupraci s Finskym
environmentalnim institutem (SYKE) v Helsinkach. Pomoci 5 g bazické aluminy bylo mozné
odstranit 98 % minerdlnich oleji pfi navazce 1 g vzorku. Zbyvajici 2% podil obsahoval
pievazné vyssi alifatické uhlovodiky, coz bylo patrné z chromatografickych zdznamu extrakta

oSetfenych riiznymi Cisticimi postupy (obrazek €. 7).

—— Standard alifatické frakce uhlovodikili C10-C40
—— Extrakt kalu bez ¢isténi na aluminé
—— Extrakt kalu po cisténi na aluminé

C-10
C-40

| A N
A e S p i s

Obrazek ¢. 7. Porovnani GC-FID chromatografickych zaznamu extrakti Kkali

oSetfenych ruznymi €isticimi postupy.

Dalsim kritickym interferentem pfi analyze Cistirenskych kald, komposti a kontaminovanych
sedimentli je elementdrni sira, kterou lze z extraktu odstranit riznymi zptsoby, napiiklad
reakci s elementarni médi nebo silikagelem modifikovanym AgNO;. Uinnost zmifiovanych
postupt byla vyhodnocena analyzou obsahu siry v riizné oSetienych extraktech metodou
OES-ICP (18). Znamétfenych dat vyplyva, Zze obsah sirnych sloucenin po selektivnich
oSetfeni extraktu (0,5 g elementarni médi nebo 2 g silikagelu modifikovaného AgNOs) klesl
pod hodnotu detek¢niho limitu metody stanoveni nebo odpovidal hodnoté slepého pokusu

(viz. tabulka €. 6).
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Tabulka €. 6. Analyza siry OES-ICP v extraktech pro PBDE stanoveni.

Vzorek 3232 3316 3331
Matrice Kompost Kal Kal
Celkovy obsah S (ppm) 5625 9009 15680
Obsah S pted selektivnim oSetienim (ppm) 153 2243 3871
Obsah S pred selektivnim oSetienim (%) 3 25 25
Obsah S po osetienim 2 g AgNOs/sil (ppm) <BL 5,4 3,7
Obsah S po sel. osetfenim 0,5 g Cu (ppm) <BL <BL 4,3

Blank = 5,2 ppm, MDL = 8,3 ppm, MQL = 27 ppm

K vyhodnoceni spravnosti metody stanoveni PBDE v komplexnich matricich byla pouzita
vicenasobnd meéfeni referenéniho materidlu SRM 2585 (domovni prach). Nejprve byly
s vyuzitim tohoto referencniho materidlu porovnadny postupy pfipravy (Cisténi
na kombinované silikagelové koloné a cisténi na kombinované silikagelové koloné
s naslednym ¢iSténim na aluminé). Z vyhodnoceni v programu Effivalidation vyplynula
shodnost vysledkii ziskanych obéma postupy pfipravy (viz. tabulka ¢. 7). Spravnost stanoveni
byla prokazana u vSech validovanych parametri (viz. tabulka ¢. 8). Pfesnost stanoveni byla
zamitnuta u BDE 85 a BDE 154 z divodu velice nizké standardni nejistoty SRM 2585,
pfestoZze dosaZend piesnost stanoveni BDE 85 6,0 % a BDE 154 1,5 % byla porovnatelna

s presnosti ostatnich validovanych BDE kongenert.
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Tabulka €. 7. Porovnani dvou metod piipravy SRM 258S.

Spravnost metody
1 — silikagelova kolona, 2 — silikagelova kolona + alumina
Namérena Nameérena Hvpotéza
BDE hodnota 1 hodnota2 | t-vypolteny | t-kriticky ypoteza
0 spravnosti
(ppb) (ppb)

28 46,64 46,16 1,780 2,776 Ptijata
47 521,08 521,08 0,000 2,776 Ptijata
66 35,14 34,53 0,346 2,776 Ptijata
100 151,54 154,23 0,727 2,776 Ptijata
99 880,08 889,22 0,779 2,776 Ptijata
85 40,54 41,53 0,449 2,776 Ptijata
154 81,77 81,54 1,886 2,776 Ptijata
153 128,11 126,74 1,446 2,776 Ptijata
183 45,78 44,99 1,237 2,776 Ptijata

Tabulka ¢. 8. Statistické vyhodnoceni metody pro komplexni matrice.

Spravnost metody Hypotéza o
Referen¢ni material SRM 2585
Namérena | Presnost | Referenc. | Piesnost | VytéZnost
BDE hodnota hodnota Spravnosti | Presnosti
(ppb) (ppb) (ppb) (ppb) (%)

28 46,40 0,40 46,9 2,2 99 Pfijata Pfijata
47 521,1 2,6 497 23 105 Ptijata Ptijata
66 34,8 1,9 29,5 3,1 118 Pfijata Pfijata
100 152,9 43 145,0 5,5 105 Ptijata Ptijata
99 885 14 892 27 99 Pfijata Pfijata
85 41,0 2,5 43,8 1,7 94 Ptijata Zamitnuta
154 81,7 1,2 83,5 1,0 98 Ptijata Zamitnuta
153 127,4 1,3 119,0 4.5 107 Ptijata Ptijata
183 45,38 0,82 43,0 1,8 106 Pfijata Pfijata

V posledni féazi testovani metody stanoveni PBDE v komplexnich matricich prob¢hlo
mezilaboratorni porovnani, kterého se ui¢astnila laboratot UKZUZ, NRL-RO Brno a laboratof

SYKE v Helsinkach. Pro porovnani byl zvolen vzorek kalu 3316/09 pfipraveny v laboratofi
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UKZUZ. Vysledky obou laboratoii byly vyhodnoceny t-testem v programu Effivalidation 3.0,
ktery potvrdil, Ze obé laboratofe poskytuji stejné vysledky (viz. tabulka ¢. 9). Vzorek kalu
bude dale v laboratofi veden jako IRM3316 pro kontrolu stanoveni PBDE.

Tabulka €. 9. Mezilaboratorni porovnani stanoveni PBDE ve vzorku kalu 3316/09.

Spravnost metody
1 - UKZUZ, 2 - SYKE
Namérena Namérena Hvpotéza
BDE hodnota 1 hodnota 2 | t-vypocteny t-kriticky P .
0 spravnosti
(ppb) (Ppb)

28 0,78 0,77 0,218 2,776 Ptijata
47 13,6 14,0 0,469 2,776 Ptijata
66 0,56 0,47 0,874 2,776 Ptijata
100 3,5 3,0 1,292 2,776 Ptijata
99 17,1 17,1 0,020 2,776 Ptijata
85 0,73 0,80 1,514 2,776 Ptijata
153 2.4 1,9 1,422 2,776 Ptijata
183 4,7 3.9 1,256 2,776 Ptijata

4 Zaveér

V laboratoti UKZUZ, NRL-RO Brno byla v ramci této prace Gsp&$né optimalizovana metoda
LPGC-MS/MS pro stanoveni vybranych kongenertt BDE. Pii optimalizaci MS/MS podminek
byly nejprve vybrany charakteristické fragmentace pro PBDE, optimalizovana kolizni energie
sekundarni fragmentace a stanoveny poméry produktovych ionti. Nasledovalo stanoveni
limitd sledovanych PBDE pfi pouziti optimalizovan¢ LPGC-MS/MS metody. Déle byly
optimalizovany Cistici postupy pro jednotlivé matrice. V zavéru byly stanoveny validacni
parametry metody s vyuzitim certifikovanych referen¢nich materidlt a prob&hlo uspésné
mezilaboratorni porovnani stanoveni PBDE ve vzorku Cistirenského kalu. V budoucnu bude
metoda rozsifena také o stanoveni BDE 209, ktery bude nutné analyzovat pomoci GC-MS

systému s dostateCnym skenovacim rozsahem (Thermo ITQ 1100).
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Stanoveni obsahu 3-methylpyrazolu v hnojivech

Radmila VarmuZova, Pavel Sima, Iva Kiivankova

Usttedni kontrolni a zkuSebni tstav zemédelsky, NRL-RO Praha, Za opravnou 4,
150 06 Praha 5
radmila.varmuzova@ukzuz.cz

1 Uvod

Ztraty dusiku z pidy jsou vyznamnym faktorem, ktery ovliviiuje ekonomiku zemédélskych

podnikt a soucasné€ nepiiznivé zasahuje do kvality Zivotniho prostiedi (1).

Ptda je slozity komplex, v némz probihaji biochemické procesy tvorby riznych forem dusiku.
Nitrifikace je biochemicky proces oxidace mineralizaci vzniklého amonného dusiku NHy
na dusi¢nanovy iont NOs;. Dusi¢nanovy iont je pies kofeny a naslednou redukci preménovan
na dusik organicky, ale také muze byt za urcitych podminek snadno z pidy vyplavovan
a vyznamné tak poSkozovat zivotni prostfedi. V disledku rozvoje védeckotechnickych
poznatkll vznikalo mnoho agrotechnickych postupti a technologii, jak ztraty dusiku
minimalizovat. Jednou z moznosti bylo posunout prubéh nitrifikace ve prospéch tvorby
amonné¢ho dusiku a snizit tak moznost vyplaveni dusi¢nanového dusiku z pudy, nebot’
amonny dusik je pevnéji vazan do sorpcéniho ptidniho komplexu. Tak byly vyvinuty inhibitory
nitrifikace, které snizuji ztraty dusiku pfedevS§im z organickych i anorganickych hnojiv.
Jednou z téchto latek je 3-methylpyrazol (2) a cilem této prace bylo ovéfit jeho kvantitativni

stanoveni metodou HPLC (3).

2 Uéel a rozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni 3-methylpyrazolu v hnojivech, zejméma

v mocovin¢ a ptipravcich s obsahem mocoviny.

CHa
[ N“"N

I
H
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3  Princip

Vzorek hnojiva se rozpusti ve vodé a stanovi metodou HPLC na reverzni fazi s UV detekci.

4 Chemikalie

4.1 Acetonitril, HPLC grade.

4.2  Methanol, HPLC grade.

4.3  Destilovana voda.

4.4  Standard 3-methylpyrazolu PIESTERITZ.

4.5  Mobilni faze: 80 % slozky A + 20 % slozky B.
Slozka A: destilovana voda (4.3).
Slozka B: acetonitryl (4.1).

S  Pristroje a pomiicky

5.1 Vysokoucinny kapalinovy chromatograf s UV detekci.
5.2 Analytické vahy s presnosti 0,1 mg.

5.3 Ultrazvukova lazen.

5.4 100ml a 50ml odmérné banky se zatkami.

6  Postup

6.1 Priprava vzorku
Do 100ml odmérné banky se odvazi asi 5 g zhomogenizovaného vzorku s ptesnosti 0,1 mg.
Ptridé se asi 80 ml vody, vzorek se rozpusti v ultrazvukové 1azni a doplni vodou po znacku.

Vzorek se 50 x ztedi, aby byl pfedpokladany obsah 3-methylpyrazolu asi 8 mg/l.
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6.2 Priprava kalibra¢nich roztoki
6.2.1 Zakladni standardni roztok
Do 100ml odmérné baiky se odvéazi 1 g spiesnosti 0,1 mg standardu 3-methylpyrazolu

a rozpusti se ve vod¢ (4.3).

6.2.2 Pracovni standardni roztok
Pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky se pouziva zékladni standardni roztok (6.2.1) zfedény 100 x

vodou (4.3), ktery obsahuje 0,01 mg/ml 3-methylpyrazolu.

6.2.3 Kalibracni roztoky

Do sady 100ml odmérnych banék se postupné pipetuje (0,25; 0,5; 1,25; 2,0; 2,5; 3,0; 4,0;
4,5) ml pracovniho roztoku (6.2.2) a doplni se po znacku vodou. Tyto kalibracni roztoky
odpovidaji koncentracim (1,0; 2,0; 5,0; 8,0; 10,0; 12,0; 16,0; 18,0) ng/ml 3-methylpyrazolu.
Kalibra¢ni roztoky se postupné nanaseji na chromatografickou kolonu. Z primérnych hodnot

ploch pikli odpovidajicich jednotlivych kalibra¢nim roztokiim se sestroji kalibra¢ni kiivka.

6.3 Chromatografické podminky HPLC stanoveni

Kalibracni roztoky i extrakty zkuSebnich vzorkii se méii za nasledujicich separacnich

podminek chromatografického systému

Kolona SYMMETRY SHIELD TM RP &, Sum,
150 mm % 3,9 mm, Waters

Mobilni faze Viz. 4.5

Pritok 1,0 ml/min

Teplota Laboratorni

Objem nastiiku 20 ul

Retencni ¢as 3-methylpyrazolu Pro uvedenou kolonu ~ 3 min

Doba analyzy Pro uvedenou kolonu 7,0 min

Detekce Uv detektor, vlnova délka 214 nm
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7  Vypocet

Obsah 3-methylpyrazolu (X) vyjadieny v mg/kg se vypocita podle vztahu

cxV xR
X=—"—
ma
C koncentrace 3-methylpyrazolu ve zkusebnim vzorku, zji$téna z kalibra¢niho grafu

(mg/l),
V  objem extrak¢niho ¢inidla (ml),

R fedéni vzorku,

m, hmotnost zkusebniho vzorku (g).

8 Interpretace valida¢nich parametri

Pro vyhodnoceni valida¢nich parametrti byl pouzit software Effivalidation 3,0.

8.1 Kiriteria separace

Dobra chromatograficka separace ma splitovat nasledujici kriteria:

Kapacitni faktor, ktery charakterizuje retenci analytu vzhledem k mrtvému objemu kolony

ma byt podle FDA vétsi nez 2.

Faktor asymetrie, ktery charakterizuje chvostovani pikti méa byt z diivodu spravné integrace

piku mensi nez 2.

Pocet teoretickych pater, ktery charakterizuje separatni schopnosti pouzité

chromatografické kolony ma byt vétsi nez 2000.

Za uvedenych chromatografickych podminek spliiuje separace vSechna tato kriteria a zjisténé

hodnoty jsou uvedené v tabulce €. 1.
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Tabulka €. 1. Chromatografické podminky.

Kriterium Teorie Experiment
Kapacitni faktor >2 8,921
Faktor symetrie <2,0 0,801
Pocet teoretickych pater > 2000 4154

8.2

Opakovatelnost - presnost

Opakovatelnost charakterizuje rozptyleni validované vlastnosti kolem stfedni hodnoty, které

zpusobuji nahodné chyby. Opakovatelnost byla stanovena z 18 navazek 1 vzorku hnojiva.

Naméfené hodnoty jsou uvedeny v tabulce €. 2.

Tabulka €. 2. Stanoveni opakovatelnosti.

Navazka 1. 2. 3. 4. S. 6. 7 8. 9
(mg/kg)| 16245 | 15922 | 16020 | 16308 | 16315 | 16228 | 15796 | 16089 | 15758
Navazka| 10. 11. 12. 13. 14. 15. 16. 17. 18.
(mg/kg)| 15773 | 15870 | 16136 | 15765 | 16194 | 15609 | 16143 | 16193 | 16138

Pro vsechny vysledky byla potvrzena hypotéza o normalit¢ dat a pouziti Cochranova,

Dixonova a Grubsova testu nepotvrdilo pfitomnost odlehlych bodu.

Tabulka ¢. 2a. Statistické parametry.

Obsah

3-methylpyrazolu (mg/kg)

Pramér méreni

Rel. opakovatelnost (%)

16028

1,37

8.3 Spravnost

Spravnost byla zjiSténa testem vytéznosti pfidanim zndmého mnozstvi stanovované latky

ke vzorku se zndmym obsahem (postup A) a dale ke slepému vzorku bez obsahu

stanovovaného analytu (Postup B).
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Vytéznost byla vypoctena podle vztahu

c

exp

teor

Re (%) =

Cexp

teor

x 100

vysledna hodnota obsahu analytu ziskana experimentem,

teoretickd hodnota obsahu analytu pfidaného do testovaciho vzorku.

8.3.1 Postup A

K pfesné zndmé navazce vzorku se zjiStenym obsahem urCované latky byl pfidan Cisty

standard stanovované latky v mnoZstvi odpovidajicimu (62; 78; 94) % obsahu analytu

v pivodnim vzorku. Na kazdé Grovni se méfilo 3 x. Mirou spravnosti je odchylka primeéru

nalezeného mnozstvi od teoretického mnozstvi ptidavku vyjadfend v procentech (vytéznost).

Vytéznost pro 3-methylpyrazolu byla urena jako primérnd vytéznost ze vSech tfi Urovni

(tab. 3a).

Tabulka €. 3al. Spravnost -pridavek ke vzorku se zjiSténym obsahem urcované latky.

) PiedloZeno Nalezeno Nalezeno Nalezeno
rope (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
Hladina 1 26033 26119 25793 25932
Hladina 2 28526 28590 28783 28675
Hladina 3 31067 30724 31455 31047
Tabulka €. 3a2. Statistické parametry.
PredloZeno | Nalezeno | VytéZnost
Hladina Presnost | n | t—vyp. | t — Kkrit. | Hypotéza
(mg/kg) | (mg/kg) (o)

1 26033 25948 99,67 163,6 | 3 0,90 4,303 Ptijata
2 28526 28683 100,55 96,7 3 2,81 4,303 Ptijata
3 31067 31075 100,03 366,3 | 3 0,04 4,303 Ptijata
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8.3.2 Postup B

Sravnost byla stanovena testem vytéznosti pridanim standardnich piidavki ke slepému
vzorku. Vytéznost pro 3-methylpyrazolu byla uréena jako primérna vytéznost ze vSech

pridavku ke slepému vzorku (tab. 3b).

Tabulka €. 3b1. Spravnost - pridavek ke slepému vzorku.

Hladina PredloZeno Nalezeno Nalezeno Nalezeno

(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)

1 1,0053 1,130 0,934 0,919

2 2,0106 1,994 2,013 1,940

3 5,0265 5,049 4,973 4,945

4 8,0424 8,339 7,954 8,022

5 10,053 10,345 10,009 9,947

6 12,0636 12,556 12,017 11,727

7 16,0848 16,318 16,116 15,688

8 18,0954 18,268 17,846 18,097

Tabulka €. 3b2. Statistické parametry.

Hladina Pl"(el(llllg/ile)no N?Ilrf;fll)m Vyzéo/iol;o“ Presnost | n | t— vyp. |t—krit.| Hypotéza
1 1,0053 0,99433 98,91 10,11773|3| 0,16134 | 4,303 | Priijata
2 2,0106 1,98233 98,59 10,03787|3 | 1,29274 | 4,303 | Priijata
3 5,0265 4,98900 99,25 10,05381 |3 | 1,20696 | 4,303 | Priijata
4 8,0424 8,10500 100,78 ]0,20548 | 3 | 0,52767 | 4,303 | Piijata
5 10,053 10,10033 100,47 |0,21414 | 3 | 0,38285 | 4,303 | Piyjata
6 12,0636 12,10000 100,30 |0,42069 | 3 | 0,14987 | 4,303 | Piijata
7 16,0848 16,04067 99,73 10,32169 | 3| 0,23763 | 4,303 | Piijata
8 18,0954 18,07033 99,86 |0,21226 | 3 | 0,20455 | 4,303 | Prijata
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8.4 Linearita a rozsah metody

Linearita byla urena z hodnot naméfenych v kalibracni pfimce uvedenych v tabulce €. 4.

Linearita kalibra¢ni kiivky byla ovéfena v rozsahu koncentraci (1 — 18) mg/l v 8 kalibrac¢nich

hladinach (1; 2; 5; 8; 10; 12; 16; 18) mg/l a kazdy kalibracni bod byl piipraven 3 x.

Pozadavek na linearitu kiivky je dan korela¢nim koeficientem s hodnotou od 0,99 do 1,0

a vyhodnocenim kalibra¢ni kiivky pomoci QC testu. Vypoctené hodnoty jsou uvedeny

v tabulce ¢. 4a.

Tabulka €. 4. Linearita stanoveni 3-methylpyrazolu.

Hladina K‘"Ef;;‘/tl;ace Plocha 1 Plocha 2 Plocha3 |Primér ploch
1 1,0053 82,27 69,23 68,24 73,25
2 2,0106 139,56 140,81 135,97 138,78
3 5,0265 342,15 337,12 335,26 338,17
4 8,0424 560,40 534,85 539,38 544,88
5 10,053 693,42 671,15 667,05 677,21
6 12,0636 840,11 804,34 785,08 809,84
7 16,0848 1089,61 1076,23 1047,80 1071,22
8 18,0954 1218,94 1190,94 1207,60 1205,83
Tabulka ¢. 4a. Statistické parametry.
Vypocteny Testovany VypoctenyQC Testovany QC Hypotéza
korelacni korelacni
koeficient koeficient
0,99998 0,99 0,46 5,00 Piijata

Na zaklad€ hodnot korela¢niho a QC koeficientu byla prokazana linearita metody.
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8.5 Citlivost

Citlivost metody je definovéana jako rozdil v koncentraci analytu, ktery odpovida nejmenSimu
rozdilu, jenzZ mtze byt detekovan pii odezvé instrumentace metody. Matematicky se jedna
o smérnici kalibra¢ni pfimky. V tabulce ¢. 4 jsou uvedeny naméfené hodnoty kalibracni

pfimky. Kalibracni pfimka je uvedena na obr. 1.

Citlivost analytické metody je dédna smérnici kalibra¢ni kiivky a pro 3-methylpyrazol

odpovida 66,325 (plocha/mg).

4 )
Stanoveni 3-methylpyrazolu - Agilent

1400,0000 -

1200,0000 -

y =66,325x + 7,3079

1000,0000 - RP=1

800,0000 -

plocha

600,0000 -

400,0000 +

200,0000 +

0,0000

mg/l
N J

Obr. ¢.1. Kalibra¢ni krivka.

8.6 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Mez detekce je trroven, nad kterou lze odezvu vzorku odlisit od odezvy slepého pokusu. Mez
stanovitelnosti je uroven, nad kterou lze vérohodné provést kvantitativni stanoveni. Tyto

hodnoty byly vypocteny z hodnot uvedenych v tabulce €. 5.

Tabulka ¢. 5. Mez detekce a mez stanovitelnosti.

Parametr Hodnota (mg/kg)
Mez detekce 0,194
Mez stanovitelnosti 0,397
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9 Souhrn statistickych udaji metody
Valida¢ni parametr Valida¢ni hodnota
Opakovatelnost 1,37 % relativnich
Reprodukovatelnost 2,72 % relativnich
Spravnost Spravnost metody prokazana
Linearita Linearita metody prokdzéana
Rozsah (0,4 — 18) mg/kg
Mez detekce 0,194
Mez stanovitelnosti 0,397
Citlivost (plocha/mg) 66,325
10 Zavér

Vramci prace bylo vypracovano SOP a byly stanoveny tyto validacni parametry:

opakovatelnost, spravnost, linearita, citlivost, mez stanovitelnosti. Pro ovéfeni metody

se laboratof zii¢astnila mezinarodni validace metody pro ucely normalizace. Zjisténé validacni

parametry prokazaly zpusobilost ovéfované metody k pouzivani v NRL a k jejimu zahrnuti

do zkuSebnich metod UKZUZ.

11
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Zavedeni metod pro stanoveni aktivit pidnich enzymu dle
ISO/TS 22939 pomoci fluorogennich substratu

Stanislav Maly

Usttedni kontrolni a zkugebni ustav zemédélsky, NRL-OMB, Hroznova 2, 656 06 Brno
stanislav.maly@ukzuz.cz

1 Uvod

V biologickych systémech jsou téméf vSechny reakce katalyzovany enzymy. Jako indikatory

kvality ptidy byly navrZzeny rizné enzymatické aktivity, nebot’ uzce souviseji s klicovymi

pudnimi vlastnostmi a procesy jako je obsah a slozeni organické hmoty, dekompozice

polymerti rostlinného plivodu a kolobéh zivin. V soufasné¢ dobé se v laboratofi pidni

mikrobiologie NRL-OMB pouzivaji metody pro stanoveni aktivity B-glukosiddzy a uredzy

pomoci chromogennich substratti. Zavedeni metody pro stanoveni dalSich enzymatickych

aktivit pomoci fluorogennich substrati umozni S§irSi hodnoceni schopnosti pldnich

mikrobidlnich spoleCenstev zajistovat vybrané procesy nutné pro fungovani plidniho

ekosystému.

Cilem prace bylo zavedeni a optimalizace metody pro stanoveni sady enzymatickych aktivit

dle ISO/TS 2239 pomoci nasledujicich krokii:

(1) optimalizace nastaveni zesileni na detektoru pfitroje (gain),

(i)  porovnani pufrii acetditového, MES a MUB z hlediska stability fluorescence standardt
behem inkubace pidni suspenze,

(ii1))  optimalizace doby inkubace ptidni suspenze a ¢asu odectu fluorescence,

(iv)  stanoveni opakovatelnosti metody,

(v) aplikace metody na 12 vzorkl lesnich pid horizonti F, H a mineralniho horizontu
a na 27 zemédélskych pid z registru kontaminovanych ploch. Pomoci mnohorozmérné
analyzy charakterizovat schopnost metody rozlisit jednotlivé horizonty lesnich pid,

pudy travni a orné.
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2 Princip

Uvedena metoda popisuje simultanni stanoveni enzymatickych aktivit v pidnich vzorcich.
Pidni suspenze pfipravend v acetitovém pufru je po piidavku fluorogenniho substratu
inkubovana 3 h pfi 30 °C v 96-jamkové mikrodestiCce. Enzymatické aktivity jsou
stanovovany méfenim narastu fluorescence. Fluorescence se méii po 1 h, 2 h a 3 h. Po odectu
z kalibra¢ni kiivky jsou aktivity vyjadieny jako mnozstvi uvolnéného 4-methylumbeliferonu

danym mnozstvim pudy za jednotku Casu.

3 Pidy

Padni vzorky museji byt po proseti ihned zpracovany nebo zamrazeny.

Metoda byla optimalizovdna na vzorcich puad pozorovacich ploch 5018, 7013 a 7021
bazalniho monitoringu UKZUZ. Zakladni pedologické charakteristiky shrnuje tabulka 1. Data
jsou pfevzata z analyz provedenych v roce 2008. V rdmci monitoringu piidnich mikrobidlnich
parametrii byla metoda aplikovana na 27 ptd z registru kontaminovanych ploch a na 6 lesnich
pud odebranych v obdobi duben az kvéten 2009. Pudy z registru kontaminovanych ploch byly
odebirdny z hornich 15 cm. Ve tfech ptipadech lesnich pid (30901, 16901, 16902) byly
zvlast odebirany horizonty F, H a minerdlni horizont (10 cm). Zbyvajici tfi pady (35901,
35902, 35903) mély velmi malo vyvinuty organicky horizont, pro analyzu byl proto odebran
vzorek z hornich 10 cm. Deskriptivni statistika zédkladnich pedologickych charakteristik pad
z registru kontaminovanych ploch je uvedena vtab. 2, data jsou vypoctena z vysledkl
ziskanych z odbéru vroce 2007. V piipad¢ lesnich pid byly v dobé pripravy zavéreéné

zpravy k dispozici pouze obsahy oxidovatelného uhliku (tab. 3).

Tabulka 1. Zakladni pedologické charakteristiky pid, které byly pouzZity

pro optimalizaci metody, TTP — trvaly travni porost.

Pida | Obhospodaiovani| Typ (FAO) |pH (KCI) |Obsah jilovitych &astic ' | Coy (%)

5018 TTP Kambisol 4,6 7,9 3,36
7013 Orna Cernozem 7,6 26,4 1,66
7021 Orna Luvizem 7,2 23,8 1,20

'_ procentuélni obsah &stic mensich nez 0.002 mm
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Tabulka 2. Zakladni pedologické charakteristiky pud z reistru kontaminovanych ploch.

Obhospodaiovani| Parametr | pH (KCl) | Obsah jilovitych &astic ' Cox (%)

Orna (22) Median 6,3 13,1 1,87

Orna Minimum 4,0 6,05 1,28

Orna Maximum 7,6 34,7 3,66

TTP (5) Median 5,6 9,8 2,24

TTP Minimum 5,2 8,5 1,53

TTP Maximum 7,3 294 4,59

'_ procentuélni obsah &stic mensich nez 0.002 mm

Tabulka 3. Obsah C, (%) v lesnich pidach.

30901 |30901 | 30901 | 16901 | 16901 | 16901 | 16902 [ 16902 | 16902 | 35901 |35902 | 35903

F H A F H A F H A

15,9 |8,56 2,54 |38,6 |18,5 |3,88 [379 [19,0 |[5,58 (9,09 4,52 |4,68

4  Material a metody

4.1 Pristroje a pomiicky

4.1.1 Mikrodestickovy fluorimetr Chameleon I1 (Hidex, Finsko) s filtry 355 nm/460 nm,
teplota pfi métfeni nastavena na 30 °C.

4.1.2 Dilutor Gilson 401C (Francie).

4.1.3 Termostat s nastavitelnou teplotou na (30 & 2) °C se zasuvkou na pfipojeni tfepacky.

4.1.4 Trepacka mikrodesticek.

4.1.5 Mikrodesticky, 96 jamek, prisvitné.

4.1.6 Ultrazvukova lazen.

4.1.7 Erlenmeyrovy banky, 250 ml.

4.2 Chemikalie

4.2.1 4-methylumbeliferon (MUF).

4.2.2 Dimethylsulfoxid (DMSO).
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4.2.3 Methanol.

4.2.4 Fluorogenni substraty (Glycosynth, UK, tab 4).
4.2.5 Octan sodny trihydrat.

4.2.6 Kyselina octova, > 99,8%.

4.2.7 Kyselina maleinova.

4.2.8 Kyselina borita.

4.2.9 Kyselina citronovd, monohydrat.

4.2.10 2-[N-morpholino]ethanesulfonova kyselina.
4.2.10 Sterilni voda, (121 + 3) °C, 20 min.

Tabulka 4. Fluorogenni substraty pro stanoveni enzymatickych aktivit.

MUF = 4-methylumbeliferon.

Enzym Substrat Prvek Cilova
makromolekula
Arylsulfatéza MUPF-sulfat Sira Mmer.ahz’ac’e
organické siry
- a-D- hlik Skr lyk
o-Glukosidaza MUF- a-D ' Uhli Skrob a glykogen
glukopyranosid
Celobiosidza MUFTB-D— . Uhlik Celuloza
celobiopyranosid
B- Xylosidaza MUF-B-D- ' Uhlik Xylan, xylobioza
xylopyranosid
-B-D- hlik lulé
B- Glukosidaza MUEF-B-D . Unhli Celuloza
glulopyranosid
Fosfodiesterdza bis-(MUF)- fosfat Fosfor Hyd,rolyz’a . 0
fosfatovych diestert
MUF-N-acetyl-B-D- | Uhlik Stépeni B-1-4-
Chitinaza glukosaminid glykosidickych vazeb
v chitinu a chitobioze

4.3 Roztoky

Hydroxid sodny, ¢(NaOH) = 1 mol/l.

Ptiprava: 10,0 g NaOH se rozpusti ve vod¢ a po prevedeni do 250 ml odmérné baiky
se banka doplni vodou po znacku.

Kyselina chlorovodikova, c(HCI) = 0,1 mol/l.
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Ptiprava: 8,77 ml 35% HCI se ptidd do vody a roztok se doplni vodou na celkovy objem
1000 ml.

Acetatovy pufr, ¢ = 0,5 mol/l, pH 5,5

Ptiprava: V 600 ml vody se rozpusti 68,0 g trihydratu octanu sodného a pH se upravi
kyselinou octovou na hodnotu 5,5. Roztok se doplni vodou na 1000 ml. Pufr se 20 min
sterilizuje v autoklavu pfti (121 £ 3) °C. Skladuje se v lednicce nejvyse 2 tydny. V ptipadé, ze
se pred analyzou pfipravuje Cerstvy, nesterilizuje se.

MES pufr

Ptiprava: Ve vodé se rozpusti 22,1 g 2-[N-morpholino]ethanesulfonové kyseliny, pH
se upravi na hodnotu 6,1 a roztok se doplni vodou na celkovy objem 1000 ml.

MUB (modified universal buffer), zasobni roztok

Ptiprava: V ptiblizn€ 250 ml roztoku NaOH se rozpusti 6,05 g Tris, 5,8 g kyseliny maleinové,
7,66 g monohydratu kyseliny citronové, 3,15 g kyseliny borité. Roztok se doplni vodou
na celkovy objem 500 ml.

MUB pufr, pracovni, pH 6,0

Ptiprava: 100 ml zasobniho MUB pufru se titruje za konstantniho michani HCI1 (0,1 mol/l)
na pH 6,0. Poté se roztok se doplni vodou na celkovy objem 500 ml.

Standardni roztok MUF, ¢ = 6,67 mmol/l (S_MUF)

Ptiprava: 0,0294 g MUF se rozpusti v DMSO a doplni na celkovy objem 25 ml. Pfipravuje
se vzdy cCerstvy. Dana navazka plati pro bezvody MUF (Sigma, k.¢. M1381-25G, m.h.
176,17).

Poznamka
Na trhu se prodava i monohydrat (Fluka, k.¢. 69580, M, = 194,18 g/mol), v tomto pripadé

navazka cini 0,0324 g. Skutecnost, zZe se jedna o monohydrat, neni uvedena v nazvu produktu.

Slozeni standardu je treba ovérit pomoci molekulové hmotnosti a ve vzorci.

Roztoky substrati

Rozpusténim navazek dle tabulky 5 ve 300 ul DMSO a doplnénim na celkovy objem 10 ml
sterilni vodou se pfipravi roztoky o koncentraci 10 mmol/l. Pracovni roztok se piipravi
fedénim zasobniho roztoku, k 0,80 ml substratu se ptida 11,2 ml acetatového pufru. Findlni
koncentrace substratu v jamce je 0,5 mmol/l. Pro piipravu roztokii se pouzivaji hnédé
odmérné banky a béhem celého procesu je tieba maximalné dbat o co nejmensi expozici
roztokli pfimym slunecnim svétlem. Roztoky jsou pii skladovani v lednicce stalé piiblizné

2 tydny. Pfed kazdou analyzou se zmé&ii fluorescence substrati (150 pl substratu, 50 ul pufru)

45



a oveéii se, ze nedoslo k jejich rozkladu. Nékteré substraty se pii skladovani v ledniccce

vysrazi, pii fedéni na pracovni roztok se ale rozpusti.

Tabulka 5. Fluorogenni substraty pro stanoveni enzymatickych aktivit.

MUF = 4-methylumbeliferon.

Substrat Navazka (g) Zkratka '
MUF-sulfat 0,0294 SUL
MUF- a-D-glukopyranosid 0,0338 AGL
MUF-B-D-celobiopyranosid 0,0501 DCB
MUF-B-D-xylopyranosid 0,0308 XPN
MUPF-B-D-glukopyranosid 0,0338 BGL
bis-(MUF)- fosfat 0,0414 B4F
MUEF-N-acetyl=-f—D- 0,0379 AGM
glucosaminide

' _uvedené zkratky jsou pouZity v nasledujicim textu a grafech

4.4 Statistické vyhodnoceni a grafické zpracovani dat

Data byla statistiky vyhodnocena a graficky zpracovana pomoci programu R 2.9
(R Development Core Team (2009). R: A language and environment for statistical computing.
R Foundation for Statistical Computing, Viden, Rakousko), mnohorozmérnd analyza
programem Canoco 4.5 (Centre for biometry, Wageningen, Nizozemi). Hlavni komponenty
(PCA) byly analyzovany na datech standardizovanych v ramci jednotlivych vzorkl a bez

standardizace enzymatickych aktivit.

4.5 Pracovni postup
Postup je zalozen na standardizované metod¢ ISO/TS 22939 (2009), ktera vychazi z praci
Marxe et al. (2001) a Niemi a Vepséldinena (2005).

4.5.1 Kalibraéni krivka
Kalibrac¢ni kiivka se pfipravuje pro kazdy vzorek zvlast. Standardni roztoky MUF se pfipravi
tak, aby findlni koncentrace v jamkach mikrodesticky byly (0; 0,1; 0,5; 1,0; 2,5; 3,5

4,0) umol/l. Postup fedéni pracovnim acetitovym pufrem udava tabulka 6. Pro fedéni
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se pouziva autosampler, rychlost pipetovani se nastavi na 1 ml/min. Kalibrac¢ni kiivka se vzdy
pfipravuje Cerstva. Pfi pipetovani je tieba zabranit pfimé expozici roztoki dennim svétlem,
zkumavky jsou proto obaleny alobalem. Do mikrodesticky se pipetuje 50 pl pidni suspenze
(viz nize) a 150 pl daného standardu, vSe 1 x pro kazdé ze 4 opakovani dan¢ho vzorku. Pred

napipetovanim ptdni suspenze se se suspenzi dikladn¢ zakrouzi a ihned provede odbér.

Tabulka 6. Priprava standardid pro stanoveni enzymatickych aktivit. Pouzité
koncentrace (0; 0,1; 0,5; 1,0; 1,5, 2,5. 3,5; 4,0) umol MUF/I, uvedené koncentrace

odpovidaji findlnim koncentracim v jamce mikrodesticky.

Pipet;)vany roztok Standard Pufr kxis:ﬁ(ti:aie
pmol/l) (1) (u) (nmol/l)
S_MUF' 100 1900 250
250 160 3840 10
10 1600 2400 4
10 1400 2600 3,5
10 1000 3000 25
10 600 3400 1,5
10 400 3600 1
10 200 3800 0,5
10 40 3960 0,1

' _ viz 4.3 Roztoky

4.5.2 Priprava pidni suspenze a inkubace vzorki

Navazi se 1 g pudy ve 4 opakovanich, pfida se 100 ml pufru a suspenze se vlozi na 120 s
na ultrazvukovou lazen. Pti porovnévani riiznych pufri byla suspenze ptipravovana ve vodé,
aby se snizila variabilita mezi navazkami. Do mikrodesticky se pipetuje 50 pl ptidni suspenze
a 150 pl roztoku substratu. Z kazdého opakovéni se pipetuje pro kazdy enzym dvakrat.
Pokud vzorky obsahuji rostlinné zbytky (napt. vzorky F horizontu lesnich ptd), je tfeba
kontrolovat, ze béhem pipetovani nedoslo k ucpéni Spicky a napipetovani mensiho objemu.
Vzorky se inkubuji 3 h pti 30 °C. Pfed napipetovanim plidni suspenze se se suspenzi dikladné
zakrouzi a ihned provede odbér. Béhem inkubace se mikrodesticky tfepaji pfi frekvenci

500/min.
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4.5.3 Posloupnost jednotlivych kroki

Vzhledem k citlivosti standardl a substratii na svétlo a skutecnosti, Ze pidni suspenze by méla
byt co nejdiive napipetovana do jamek, je dulezité potadi jednotlivych krokl analyzy.
Doporucené potadi krokti:

Ptiprava kalibracni kfivky,

Ptiprava pracovnich roztokl substrati,

Ptiprava ptudni suspenze,

Pipetovani roztokii do jamek.

4.5.4 Méreni
Méfi se fluorescence standardii a vzorkii v ¢asech 1 h, 2 h a 3 h. Excita¢ni vlnova délka
je nastavena na 355 nm, emisni na 460 nm. Na pfistroji Chameleon II se méfi pfi nastavené

hodnot¢ zesileni (gain) 1.

4.4.5 Vypocet

Pro vypocet se pouziji hodnoty namétené po 1 h a 3 h. V ptipadé, Ze hodnota namétend po 3 h
je vyssi nez odpovida koncentraci standardu 3,5 mol/l, pro vypocet se pouziji hodnoty ziskané

po 1 h a2 h inkubace.
Pro zavislost fluorescence na koncentraci standardu plati vztah

Fluor = a + b x MUF + ¢ x MUF?

kde

Fluor je fluorescence,

MUF koncentrace MUF (umol/l),
a,b,c parametry regresni kiivky.

Koncentrace uvolnéného MUF znaméfenych hodnot fluorescenci standardii a vzorki

se vypoctou v ovladacim programu fluorimetru MikroWin.

MUF; — MUFp w + 100
A= x 400 x
t 100

48



kde

A je enzymaticka aktivita, nmol MUF/g/h,

MUFy koncentrace MUF (pumol/l) na konci méfent,

MUFp koncentrace MUF (umol/l) na poc¢atku métenti,

t doba mezi méfenimi (h),

w obsah vody vyjadreny jako procentualni pomér hmotnosti vody k hmotnosti
suché puidy.

5  Vysledky a diskuse

5.1 Optimalizace nastaveni zesileni detektoru pristroje

Klicovy parametr fluorimetru, ktery ovliviiuje citlivost stanoveni a dynamicky rozsah
kalibra¢ni kiivky, je zesileni na detektoru. Fluorimetr Chameleon II je konstruovan tak,
(2009) pritom doporucuje maximalni koncentraci standardu 6,0 pmol MUF/l. Porovnéni
kalibra¢nich kiivek pfi nastaveném zesileni 1, 5 a 10 v acetatovém pufru ukazuje obrazek 1.

Pro dalsi praci bylo méfeni provadéno pii hodnote zesileni 1.

5e+05

5018

3e+05 4e+05

fluorescence

2e+05

1e+05

° Gain1
A Gain5
+ Gain 10
T T T T T T T T

0.0 0.5 1.0 15 2.0 25 3.0 3.5

0e+00

pmol_MUF.I""

Obr. 1. Porovnani fluorescenci kalibrac¢ni kiivky v acetitovém pufru pfi riznych

hodnotach zesileni detektoru pristroje-
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5.2 Porovnani pufri acetatového, MES a MUB

Aktivity enzymu obecné zaviseji na hodnoté¢ pH prostfedi s odezvou ve tvaru zvonovité
kiivky. Postup ISO/TS 2239 doporucuje pro stanoveni aktivit sedmi uvedenych enzymt MES
pufr s hodnotou pH 6.1. Jako dalsi moznosti jsou uvedeny acetatovy pufr (pH 5.5) a MUB
pufr, ktery umoziuje nastaveni pH v daném rozmezi a provedeni analyzy pii pH pudy.
Z praktického hlediska je toto mozné pouze v ptipad¢, kdy se analyzuje vice vzorkl z jedné
lokality. Kinetickd méfeni béhem 6 h inkubace ukézala, Zze stabilita fluorescence zavisi

na druhu pufru a dané ptdy (obr. 2).

5018, Acetat 5018, MES 5018, MUB

X—M—X—’(‘b—x——x—xx—_x*x‘—”—”‘x——x——x—x
.+ ———

A A

o—"2 o—"5

% 7013, Acetat 7013, MES 7013, MUB
§ v/v——" v VTV V/v——‘?——V‘v—v—v——v—v__q V/v——V——Vﬂ—v—v——v—v__v
3 %@H %’Vm M
o———0 06— —o0—06—0—0—0o—"0 o oo PR —t
7021, Acetat 7021, MES 7021, MUB

0 60 120 180 240 0 60 120 180 240 0 60 120 180 240
t(min)
Obr. 2. Stabilita fluorescence v zavislosti na pouzitém pufru a daném pidnim vzorku.

Byly pouzity standardy MUF o koncentracich (0; 0,5; 1; 2; 2,5; 3) pmol/l.

V ptipadé¢ pad 7013 a 7021 byla na pocatku méieni tieba urcitd doba k ustdleni hodnot
fluorescence standardli, coz pravdépodobné souvisi s pH puady. Nejvétsi rozdily mezi
fluorescenci na pocatku a po 1 h inkubace byly nalezeny u ptidy 7013, kterd ma nejvyssi pH.
Fluorescence byla stabilni od pocatku inkubace u pidy 5018, jejiz pH je niz§i nez pH
pouzitych pufri. Rozdily v pH ptdy, obsahu jilovitych ¢astic a ptidni organické hmoty (SOM)
nemohou vysvétlit rozdilné trendy ve fluorescenci standardii o koncentracich 2 umol MUF/I
a 2,5 pumol MUF/l v pufrech MES a MUB béhem inkubace (obr. 2). Ukazuje se tak,

ze stabilita fluorescence standardi je ovliviiovdna i jinymi, neidentifikovanymi faktory.
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Pro dalsi praci byl zvolen acetatovy puftr. V ptipadé ptidy 5018 byl sice zaznamenan pokles
fluorescence s Casem, byl ale nizsi nez v ptipad¢€ ostatnich dvou pufra.

Kromé¢ stability fluorescence druh pufru ovliviluje i1 zakfiveni kalibracni kiivky (obr. 3).
Kalibra¢ni kfivka v acetdtovém pufru vykazuje pii vysSich koncentracich vétsi zaktiveni

v porovnani s kiivkami v MES a MUB pufru, coz vede ke snizeni pfesnosti stanoveni.
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Obr. 4. Porovnani enzymatickych aktivit naméfenych p¥i inkubaci vzorku v pufrech
acetatovém a MES.

5.3 Optimalizace doby inkubace pidni suspenze a casu odectu

fluorescence

Z dtivodu malého rozsahu kalibra¢ni kiivky bylo nutné optimalizovat ¢asovy interval vhodny
pro méieni. Podle metody ISO/TS 2239 jsou vzorky inkubovany 3 h a fluorescence
se odecita na pocatku a konci inkubace. VySe uvedené méteni standardl prokazalo, ze méieni
fluorescence ihned po napipetovani roztokli do jamek mikrodesticky zkresluje vysledné
hodnoty enzymatickych aktivit. Nartst koncentrace MUF béhem inkubace vzorki se substraty
byl linedrni od 1. hodiny po zahéjeni reakce do 6. hodiny (obr. 5). Pokles fluorescence

v jamkach s AGL béhem 1. hodiny inkubace ukazuje, Ze pocatecni nelinearita je artefakt.
Ptiblizné plati, Ze stanoveni koncentraci MUF v rozmezi 3,5 pmol/l az 4,0 pmol/l nejsou jiz
dostatecné presna z divodu nelinearity kalibra¢ni kiivky (obr. 6). Hodnoty odpovidajici
vy$$im hodnotdm nez 4,0 pmol/l mohou byt artefakty, pficemz se vzrustajici koncentraci
MUF dochézi ke snizeni fluorescence (data nejsou ukdzéna). To vysvétluje naméfeny pokles

koncentrace MUF v 6. hodin¢ v ptipadé¢ BGL (obr. 5).
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Obr. 5. Casovy priibéh sledovanych enzymatickych reakei, vzorek 5018. Hodnoty na ose

y udavaji mnoZstvi uvolnéného MUF v pmol/g.

Vzhledem k nizkym aktivitdm nékterych enzymt v urcitych ptidach byla stanoveni provedena
jak béhem casového intervalu (1 — 3) h, tak béhem intervalu (1 — 6) h. Pfedpokladalo se,
ze delsi doba analyzy povede k piesnéjsim vysledkiim a nizsi variabilité. Tento pfedpoklad
se nepotvrdil, primérny variacni koeficient se snizil z 24,5 % na 22,4 % (p < 0,001). Hlavni
zdroj variability je pravdépodobné nehomogenita pldni suspenze pipetovand do jamky
a nikoliv nepfesnost méfeni. Regresni analyza (obr. 7) ukézala té€sny vztah mezi vysledky

ziskanymi pii obou dobach inkubace. Interval spolehlivosti smérnice regresni piimky
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zéavislosti enzymatickych aktivit naméfenych béhem 4 h inkubace na hodnotach aktivit

naméienych
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Obr. 6. Kalibrac¢ni kiivka vzorku 5018 v acetatovém pufru.

Béhem 2 h inkubace zahrnoval hodnotu jedna, v pfipadé¢ tseku byl odliSny od nuly
(1,41 — 3,71). Nalezené mirné zvyseni hodnot enzymatickych aktivit pti delsi inkubaci miize
byt z praktického hlediska vyznamné pouze v piipadé velmi nizkych aktivit. Kazdopadné
je nutné provadet stanoveni ve vzorcich, které budou vzajemné porovnavany pfi stejné dobé
inkubace. V ptipad¢ ptid s nizkymi enzymatickymi aktivitami je mozno prodlouZzenim doby
inkubace az na 6 h zvysit citlivost stanoveni. DalSiho zvySeni citlivosti je mozno dosahnout

pravidelnym odectem fluorescence béhem inkubace, napt. po 30 min.
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Obr. 7. Porovnani enzymatickych aktivit stanovenych odectem fluorescence po 1 h a 3h

s hodnotami stanovenymi odeftem po 1 h a Sh. Hodnoty aktivit jsou uvedeny

v nmol MUF/g/h.

5.4 Stanoveni opakovatelnosti

Opakovatelnost byla stanovena jako varia¢ni koeficient opakovanych analyz vzorku 5018.

Vysledky shrnuje tabulka 7. Stanovené hodnoty varia¢nich koeficientii se pohybovaly

v rozmezi 7,89 % az 24,4 %.

Tabulka 7. Prumérné hodnoty a variaéni

enzymatickych aktivit (n = 4) ve vzorku 5018.

koeficieny opakovanych stanoveni

Substrat Priamér Variacni koeficient

(nmol MUF/g/h) (%)

AGL 14,3 27.1

AGM 221 20.8

B4F 268 126

BGL 414 7.89

DCB 86,0 24.4

SUL 131 16,39

XPN 83,3 12,2
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5.5 Stanoveni enzymatickych aktivit v pudach z registru kontaminovanych

ploch a v pidach lesnich

Uvedend sada enzymatickych aktivit byla stanovena v 27 pudnich vzorcich z registru
kontaminovanych ploch a v 6 lesnich piiddch. Vzhledem ke standardizaci dat v ramci vzorkt
odrazi PCA ordinacni diagram (obr. 8) relativni zastoupeni jednotlivych enzymatickych
aktivit v téchto vzorcich. Prvni osa vysvétlujici 75,1 % variability sleduje gradient obsahu
organické hmoty (tab. 2, 3). Ztetelnou vyjimku tvoii vzorky minerdlnich horizontd lesnich

pud nachazejici se pod humusovym horizontem.

- @ XPN o
<9 H++ o + N A
"- BoL e+ o ‘A
z ;PSS } O
@ T ++ +TAGL BAF A + om
2 DCB 4+ ™
A O A Les F
AGM A Les H
o ° O Les A
< SUL @ Lesap
-1.5 Axis 1 (75.1%) 2.0

Obr. 8. Ordinacni diagram PCA analyzy pudnich enzymatickych profili. Les F — lesni
puda, fermeta¢ni horizont, Les_H — lesni ptida, humusovy horizont, Les_A — lesni ptida,
mineralni horizont pod humusovym horizontem, Les AP — lesni ptuda, povrchovy

mineralni horizont.

V ptudach s nizSim obsahem SOM byla naméfena relativné vyssi hodnota B-glukosidazové
aktivity, kterd odrazi celkovou biomasu aktivnich mikrorganismi. Zvyseni xylosiddzové
aktivity v lesnich pidach zfejm¢ souvisi s vysokym obsahem xylanu, jedné ze soucésti
hemiceluldézy nachazejici se v bunéénych sténéch rostlin. DalSim charakteristickym jevem
je relativné vyssi aktivita fosfodiesterazy v lesnich ptadach. Ordina¢ni diagram ukazuje
schopnost rozliSeni zeméd¢lskych a lesnich pid na zdkladé profili enzymatickych aktivit.
Travni pldy tvoii homogenni skupinu, kterd se ¢astecné piekryva s piidami ornymi. Vzorky
organickych horizontli lesnich pad tvofi ohrani¢enou skupinu, podobné jako vzorky

mineralnich horizonti nachéazejici se pod humusovym horizontem. Vysoké variabilita byla
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typickd pro mineralni horizonty lesnich ptd, které se nachazely na povrchu ptidniho profilu.
Tato skute¢nost muze souviset se Sirokym spektrem organickych sloucenin pochézejicich

z rozlozenych rostlinnych zbytk.

6 Zavér
V ramci prace byla zavedena metoda pro stanoveni sedmi enzymatickych aktivit v ornych,
travnich a lesnich piidach. Metoda bude pouzita v rdmci monitoringu mikrobialnich parametra

piid CR a v ramci studii pro hodnoceni vlivu agrotechnickych zasahti na piidni mikrobialni

spolecenstva (aktualné stacionarni pokus v Zavising).
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