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Anotace

Byla vypracovana literarni reSerSe zabyvajici satyteekotoxicity, biodostupnosti
a bioakumulaci kav v organismech. Jsou shrnuty informace o testokaociganismech
(zizaly, roupice) a metodach prvkové analyzy poartyeh pro tyto testy. Byla vytvena
rychla a spolehliva metoda pro stanoveni zinku veorsich pochazejicich
z ekotoxikologickych pokus tedy ve vzorcich testovacich organisfnoupice Enchytraeus
crypticug a agarovych géljakozto testového prasdi. Kron€ zinku byly pomoci ICP-OES
analyzovany i dalsi prvky vyskytujici se v biomdsstovanych Ziv&icht, pomoci kterych
bylo mozné sledovat zejména opakovatelnost postRpupice byly vyjmuty z agarového
gelu, proplachnuty vodou, vazeny a nakonec roZpysSt hydroxidu tetramethylamonném.
Agarovy gel byl rozpoush v kyselire dustné. Detekni limit tohoto postupu pro zinek
v roupicich je 0,83 mg.kba pro zinek v agarovém gelu 0,0018 mg.kBouZitelnost metody
pro ely ekotoxikologickych testbyla owtfena i stanoveni bioakumuéaich faktofi pro
ZnCl, (BAF 57 — 180) a pro ZnO ve foemmanaastic (BAF 23 — 65). Pomoci ICP-MS bylo
provedeno stanoveni pafavych koncentraci zinku i dalSich koYAg, Au, Hg, Pb, Sn, Cd)
v roupicich. Pro stanoveni zlata byla vyuZzita ICB-Me spojeni s elektrotermickym

vyparovanim, ktera umaitlje analyzu velmi malych vzoiik

Kli éova slova
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bioakumulaceEnchytraeus crypticysagarovy gel



Annotation

The literary research on ecotoxicity, bioavailapiliand bioaccumulation of metals in
organisms has been worked. Information on testrisgas (earthworms, enchytraeids) and
methods of analysis of elements used for thess test summarized. A rapid and reliable
method for determining zinc in samples from ecatobagical experiments, thus in test
specimens (enchytraeiinchytraeus crypticjsand agar gel as a test medium, has been
developed. In addition to zinc, other elements tbimthe biomass of the test animals were
analyzed using ICP-OES to monitor, in particularpeaability of the procedure.
The enchytraeids were removed from the agar gedhad with water, weighed, and finally
dissolved in tetramethylammonium hydroxide. Therageal was dissolved in nitric acid.
The detection limit of procedure for zinc in theckytraeids was 0.83 mg.K@nd for zinc in
the agar gel 0.0018 mg.kgThe applicability of the method for ecotoxicolcgii testing was
verified in the determination of the bioaccumulati@actors for ZnGl (BAF 57 — 180) and
ZnO in the form of nanoparticles (BAF 23 — 65). iggiCP-MS, background concentrations
of zinc and other metals (Ag, Au, Hg, Pb, Sn, Gdjhe enchytraeids were determined. For
the determination of gold, ICP-MS was used in corabon with the electrothermal

vaporization, which allows the analysis of very §reamples.
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Uvod

Zivotni prostedi a jeho ochrana je dlouhodobktualni téma. Existujgada latek,
které mohou Zivotni prosdi nepiznivé ovlivnit. Nebezpeéné latky jiz nejsou spojovany
pouze s chemickymi tovarnami a vyrobnimi provodg, sialecastji také s nezodpadnym
piistupem ¢i neznalosti jednotliit Riziko mohou pedstavovat &né pouzivané &ci,
napiklad hygienické fipravky, léky, plasty, pesticidy, dale kovové &astky a jejich Spatna
likvidace ¢i spalovani odpadu. Toxick&gobeni latek ma vliv na zdravy rozvoj a rovnovahu
piirodnich ekosystétn a proto je ekotoxicitacasto skl@ované téma. Pro ziskani
dostaténého mnozstvi informaci slouZi ekotoxikologické tyeskteré sleduji vliv latek
piedevSim nai@zivani a reprodukci testovanych organismna bioakumulaci latek v nich.
Z pokusi Ize usuzovat na miru nebezpétky nebo na mechanismus jejihispbeni, a tim
ziskat zaklady pro nalezeni vhodnéhdsgbuieSenici prevence kontaminace. V poslednich
letech je stale vice zimvano roz§ujici se vyuZziti nanotechnologii a n&astic. Zastoupeny
jsou v elektronice, automobilovém gpnyslu, v medicid pii cilené dopra¥y I&Civ ¢i pfi
transplantacich tkani, nalezneme je v textiinim pamyslu nebo pedmétech denni
potreby, jako jsowistici prostedky, zubni pasty, kosmetika apod. S rostoucimtugrian
nanomateridl se jejich riziko na zdravi ekosystérdostava do pdedi zajmu. Nkteré teorie
hovai o vaznych zdravotnich rizicich, informace o naatamidlech jsou vSakiad pripadi
nedostaténé. Ekotoxikologické testy jsou nedilnou &asti testovani latek fed jejich
uvedenim na trh, jsou préstlkem pro sledovani stavu Zivotniho predt a jsou kifové pro
ziskani informaci, poebnych pro zavedeni regaklich mechanisin pro rekteré latky.
Pokusy jsou provasy na organismech, které jsou vhodnymi bioindikatptirodniho
znetisténi, a kazdé zjednoduSeni pracovnich pastuize vést ke zvySeni efektivitgdhto
testi.
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1 Literarni reSerse

1.1 Ekotoxicita

Ekotoxicita je vlastnost daného materialu, ktezp gharakterizuje z hlediska jeho
toxickych vlivi na Zivotni prosedi a Zivé organismy a kterd vypovida o jeho k¥alit
Predmétem zajmu je najklad ekotoxicita chemickych latek, odpgadkontaminovaného
horninového progedi, odpadnich vod, stavebnich hmot, sedithaptPro zjis&ni ekotoxicity
jsou vyuzivany ekotoxikologické testy, vyzugici se pesré definovanymi podminkami, za
kterych je testovany organismus vystaversgbeni testované latky. Reakci organismu na
testované latky rize byt smrt, genetické poskozeni, inhibice nebgakarychleni pohybu,
rastu, reprodukce apod., tyto reakce se pak poroyinas&ontrolnim stanovenim
neobsahujicim testovanou latku (Laboratenitoring Praha, 2017; Mg, 2009; Holoubek,
2011). Testy ekotoxicity jsou uziieym nastrojem pro aktivni monitoring Zivotniho piesli,
sdruzuji zaznamydinku latek na Zivé organismy s metodami chemické agalyimoziu;ji
sledovat chovani latek wipodk s naslednym vyhodnocenim jejich nebeéryyeh viastnosti.
Diky t¢tmto cennym znalostem lIze zabranit vstupu Skodlivecmebezpmych latek do

ekosystému (Havranek, 2009).

Prakticky se testy provadi ve vodném predi, kam pat aquatické testy, slouzici
piedevsim ke stanoveni toxicity vodnych vzgrk testy s vyluhy pevnych matetiaDruhou
moznosti jsou testy v pevnych matricich, kteryroujserestrické neboli kontaktni testy. Zde
probihaji biochemické pochody vyhradw padé. DalSi variantou jsou mikrobidlni testy
(Laboratd monitoring Praha, 2017; Mgfi, 2009; Holoubek, 2011). Dle doby expozice se
testy @&li na akutni testy, kdy je organismus exponovargiou 4 — 24 hodin acinek latek
se projevuje velmi rychle, dale na testy chronid&éré trvaji gkolik mésiai az rekolik let.
Zatimco u akutni toxicity pozorujemeiaky na daném organismu, u chronické toxicity lze
pozorovat jeji projevy i na dalSich generacich Ifjfgmy s plodnosti, degenerace potdink
Prechodnou kategorii twd testy subchronické s vyhodnocenim vystedikhem 5 — 7 dni.
Ty se zamiiuji predevSim na hodnocenistu a fyziologické projevy (Sladkova a Sladeek,
1995; Knejzlik a Ruml, 1999).

V laboratdich se BzZn¢ kombinuji izné druhy test zahrnujici vice bioindikatér
z odlisnych trofickych drovni. Sady tésby mely zahrnovat organismy nejmé&ree fti
trofickych drovni, a to jak pro kontaktni testyk igoro vodné vyluhy, pokud je jejichriprava

mozna. Ve vodném prasdi se vyuZivaji ndjklad rostliny (hdcice bild), fasy, korySi
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(perloatky), ryby nebo bioluminiscemi bakterie Yibrio fisher). Kontaktnim testm mohou
byt podrobeny rostliny salatu setého nebo &stwove, nap roupice, Zizaly a chvostoskoci.
(Laboratd monitoring Praha, 2017; Mafi, 2009). Omezujicim faktorem jsou fyzikéin
chemické vlastnosti latek, u pevnych se jednad @ustnost, u kapalnych pak misitelnost
a reaktivita s vodou. Testované latky by s vodomndhe vytvéret pny, gely ani emulze. Pro
zlepSeni podminek Ize pouzit rozp@d$d v koncentraci tolerované systémem (Knejzlik
a Ruml, 1999).

1.2 Biodostupnost kovi

Pripadné riziko kou v padé pro organismy a pragdi je zavislé fedevSim na jejich
biodostupnosti (angl. bioavailability). Jedna skaici kontaminantu, ktera ide byt nebo je
zpistupréna pro gijem, diky éemuz niize vyvolavat reakci organismu (van Gestel, 2008).
Frakce kovu je jedincemiifimana pasiva i aktivné z vrgjSiho prostedi, coZ pimo souvisi
s toxicitou, kterd se neime projevit, pokud neni latka organismu biodostuphaktéz
existuje termin vztahujici se pouze kingesci (afmbaccessibility), ktery zaujiméast
kontaminantu rozpu&ou z mdy Zaludénimi &avami,¢imz definuje maximalni mnozstvi

latky, které je dostupné prdgiem skrze sevni stnu (Smith et al., 2010).

Biodostupnost je ovlivnafadou faktoii. Zasadni je sorpce kdycoz je schopnost
vazat se na pevnéastice id a sedimentu. Rozhodujici je sila, kterou jsouykeszany
sloZzkami @mdni matrice, ta je vyraznodliSna v iznychcéstech fidy v disledku rozdilnych
pudnich vlastnosti. Je rozliSovana adsorpce a absofutsorpce je spojena s vazbou latek na
povrch¢astic, zatimco u absorpce dochazi kngku latky do vnitnich pof ¢astic. Tyto dva
druhy sorpce snizuji dostupnost kopro gijem rostlinami, Zivéichy i mikroorganismy.
Riziko kovi je dané jejich schopnostigthazet z pevné faze do rozpustné formy, ve které

maji moznost vazat se na receptory a reagovatis(Aiten, 2002).

Mezi vlastnosti pdy ovlivaujici sor@ni procesy pét kationova vymdnna kapacita,
redoxni podminky, pH d@iniho roztoku, obsah organické hmoty a komplexativoinitelé
(Hund-Rinke a Kordel, 2003). Velkou roli hraje p¢dozpustnost, ktera je vyragovlivnéna
hodnotou pH. Nizké pH podporuje vznik jednoduchyadvovych ionfi, oproti tomu pi
vySSim pH se ve vadvylucuji nerozpustné srazeniny. Obeécize fici, Ze jsou kovy
v kyselych podminkach pohybtijgi nez v alkalickém prostdi, ve kterém se jejich
pohyblivost sniZzujegimz se snizuje i jejich biodostupnost (Pavli§, 2005ieni tiznych
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forem kowvi neni konstantni a souvisi také s dobou, po ktgdwov v mdé piitomen.Cim
kratSi dobu se kov vijlé vyskytuje, tim byva pohybliSi a dostupsi. Stejri tak je rozdil,
zda je kontaminantilavan ve form vysoce rozpustnych soli nebo spolu s komplexotorn
matrici s velkou sofmi kapacitou (Allen, 2002). Vedle vlastnosti ptedi zavisi
biodostupnost samégjm¢ také na expozni cest kovu a fyziologii organismu, proto se
u jednotlivych bioindikéatar liSi (van Gestel, 2008).

1.3 Bioakumulace kowi

Pri bioakumulaci se jedna o vzestup koncentrace lat@gganismu, ktera se vztahuje
ke koncentraci latky v okolnim médiu. Léatky prorjikao organismu, kde se ukladaji
v riznych formach. Bioakumulace je vysledkem biokon@nich a biomagnifikénich
procesi.. Biokoncentrace ifedstavuje zvySeni koncentrace latky v organismuracit
z okolniho média povrchengla a ingesci fidy. U biomagnifikace neboli bioobohacovani je
vzrast koncentrace latky v organismu zajistpredevSim fjmem kontaminované potravy.
Tento zmisob akumulace pak e vést k pestupu latek mezi potravniniettzci. Souhrn
interakci mezi kovovymi kontaminujicimi latkamiigou a zZizalami je vyobrazen na

obrazku 1.

U kowvi je bioakumulace zavisla na foémve které se kov vyskytuje, a na jeho
koncentraci, dale na fyzikalrchemickych vlastnostechi@y ovliviwujici biodostupnost a na
metabolické aktivit organismu, ktera je druh®specificka. Bioakumulaci Ize kvantitatign
vyjadiit pomoci bioakumukniho faktoru (BAF). Pokud fkvka piijmu zkousSené latky
vykazuje rovnovazny stav, mluvime o bioakuntnian faktoru v ustaleném stavu (Bid;
téZ BARss z angl. steady state), ten se rovna podilu koneemtatky v testovaném organismu

(cy) a koncentrace latky vipé (cs), jak je uvedeno v nasledujici rovnici.

BAF = = [Rovnice 1]

Cs
Neni-li dosazeno rovnovazného stavu, pak je star@vdineticky bioakumulmi faktor

(BAFk), ktery ve vypotu zahrnuje powrr rychlostni konstanty ifimu (k) k rychlostni
konstant eliminace (k).

Pro mdy lze koncentraci latek v organismu standardizgvet rovnice 2) na frakci
lipida v organismu () a koncentraci organického uhliku &dgé (foc), pak hovéime o BSAF

(z angl. biota-soil accumulation factor) (OECD, @1

15



BSAF = BAF - ]f— [Rovnice 2]
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Obrazek 1: Interakce kovovych kontaminanti spuadou a Zizalot

Prevzato a upraveno z: Langdon et al., 2003

1.3.1 Organismy ovliviiujici biodostupnost a bioakumulaci

Mezi organismy naruSujicitgni rovnovahu pat mikroorganismy, jejichz aktivit
meéni podobu a dostupnost kibvSvymi metabolickymi proce, nagiklad exkrec, modifikuji
své okoli. Je znama oxidace suifidovii nebovytvareni kyselin, které lokatsnizuji pH,
¢imz, jak jiz bylo zmirgng, je zvySena rozpustnost kipa tim i biodostupnost. Naopak
sniZzeni biodostupnosti kdwpro jiné organismy dochazipiipadech, kdy mikroorganisn
Zijici v koloniich vytvai biofilm, ktery vaze kovy ve forghkomplexi. Houby také snizuji
biodostupnost kay v pudé tim, Ze je akumuluji burgcné stné (Allen, 2002). Snizen
dostupnost yrostedi je vSak vyvazena o toétéi expozici organisfim, jako jsou
chvostoskoci a roztd, ktefi se houbami Zivi. DalSinmechanismem, ktery ma vyznam

dopad na organismye biomethylace, coje biogenni proces, kterym bakterigepenu;ji
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toxické kovy z anorganickych forem na perzistematrganokovové slateniny. ¥j je spojen
s nafistem toxicity a probiha jak v aerobnimidmim prostedi, tak i v anaerobnim prosti
traviciho traktu obratlovic(Pavlis, 2005).

Suchozemské rostliny také&ijimaji kovy z pidy zejména kieny ve fornd volnych
ionta nebo chelatovych kompléx Jako prvnic¢lanek potravnihotettzce tak rostliny
predstavuji expozni cestu do vysSich trofickych drovni (Allen, 200Rostliny gijimaji
fadu potebnych esencialnich stopovych pivkPro zvySeni jejich biodostupnosti maji
vyvinuté strategie usnadjici prostup latek do keni pro zajiS¢ni dostaténého pijmu. Diky
témto postupm v8ak mohou analogickyipmat i toxické tzké kovy. Rijimané latky mohou
byt potencialg fytotoxické, proto rostliny disponuji toler&amimi mechanismy
a fyziologickymi regulacemi, které rozhoduji o uboi nebo nefjeti kovu. (Hund-Rinke
a Kordel, 2003). Rostliny mohou zabranitijmu latky nebo omezi jeji transport do

nadzemnickasti, opakem je akumulace (Soudek et al., 2006).

1.3.2 Bioindikatory bioakumulace

Pro suchozemské systémy je spravné fungoviéay pezbytné, stefntak pro lidskou
¢innost. Rizika poskozeni funkcaigy by tak ngla byt @ijimana velmi vaza. ProieSeni
piipadnych problérn je tteba poznat vliv ekologickych stfesChemicky stres vznika
zvySenou koncentraci latek oprogZnym mistnim hodnotam. Kii slozZitosti pidy a jeji
prostorové heterogesiitby bylo naréné vyhodnocovani systému jako celku, proto je
vénovana zvySena pozornost ¥yb indikatorovych organisty které mohou hodnotit kvalitu

pudniho systému (Didden a Rombke, 2001). Potencddtyanismy by raly:

1) byt klicové pro fungovéani jmniho ekosystému, aby podavaly relevantni odgoma
otazky na systémové arovni,

2) byt zastoupeny v Siroké Skale ekosysigo umozgni porovnavani systaim

3) byt zastoupeny hogn aby byly Siroce dostupné a jejich reakce bylalanehodnotitelna,

4) byt snadno pouzitelné wipodnich i laboratornich podminkach, tedy i snadno
shromazditelné a kultivovatelné,

5) piijit do kontaktu s odliSnymi podobami faktostresu (roztok fdy, pevné a plynné faze
pady),

6) byt dostaténé citlivé na rozsahlé vlastnosti Zivotniho ptesti, ale zarove ne natolik

citlivé, aby v blizké dobdoslo k jejich vyhynuti.
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Tato kritéria spluje fada taxonomickych skupirmignich zvfat, z nichZ kazda skupina
mé& své vyhody i nevyhody (Edward et al., 1996). iNdg@d z&stupci mikrofauny, prvoci
a hlistice, jsou hofhzastoupeny ve vSech typech ekosysiédsou citlivé na mnohé faktory
stresu, avSak pouze kontaktemudslm@im roztokem, navic praci s nimi¢atije nesnadna
manipulace (Didden a Rémbke, 2001). Déle jgasto vyuzivani najiklad stejnonoZci, plzi,

roupice a zizaly.

1.3.2.1 Zizaly

Padni bezobratli, kterymi jsou zizaly a roupice, giojpko potrava mnoha savc
a ptaki, proto se také uphahji jako pgenasei latek do vysSich stujhi potravnihoietzce
(Cortet et al., 1999; Fisher a Koszorus, 1992).alfizati stejrt jako roupice doifdy
maloSttinatal a doceledi ziZzalovitych pak spada vice diulviz tabulka 1). Jsou zodpé&iné
za promichavani a provzdigvani midy, coz zvysuje jeji Urodnost, zardvpohlcujicaste&ns
rozloZzeny odpad z povrchuagy a dopravuji ho do hlubSichagnich vrstev (Fisher
a Koszorus, 1992). Existuji dwskupiny zizal — povrchové a hlubinné. Hlubinnégizsou
oproti povrchovym ¥tSi, mnozi se pomaleji a doZivaji s&kolik desitek let v hloubce az dva

metry, proto jsou pro testovani nevhodné.

Tabulka 1: Taxonomické za&azeni roupic a zizal

Taxonomie Roupice Zizaly
Rise Animalia Zivatichové Animalia Ziv@ichové
Kmen Annelida Krouzkovci Annelida Krouzkovci
Podkmen Clitellata Opaskovci Clitellata Opaskovci
Trida Oligocheata Malostinatci Oligocheata Malo&tinatci
Podtrida Tubificata Nitnkovci Diplotesticulata -
Réad Tubificata - Ophistopora -
Celed Enchytraeidae Roupicoviti Lumbricidae Zizaloviti
Rod Enchytraues Roupice Lumbricus
Eisenia Zizaly
aj.

Prevzato a upraveno z: BioLib, 2017

Podle OECD (2010) jsou pro ekotoxikologické tesppariurenymi druhyEisenia
fetida (zizala hojni) aEisenia andrei(neoficialre Zizala kalifornska) p#ti do celedi
Lumbricidae. Eisenia fetidase odliSuje jash Zlutymi intersegmentalnimi pruhy, oproti

Eisenia andreiktera ma jednotnou tmavcervenou barvu. Qb se dnes uplauji pfi
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kompostovani (Jaenike, 1982). PouZivaji se také® jalbi navnady, dikyéemuz jsou
komekn¢ dostupné. Maji relativnkratky Zivotni cyklus, kdy { pokojoveé teplat dosahuji
dosglosti za 2 — 3 rsice.

Oba druhy upednostiuji kultivaci ve vihkém substratu s tém neutralnim pH
a vysokym obsahem organickych latek. Optimalniaipthovu je 20 — 24 °C. Lze je chovat
v Sirokém rozmezi zicich odpail (Venter a Reinecke, 1988; OECD, 1984). Dle I1SO
11268-2 (1998) je pro chov dopdamna smis kaiského nebo statkového hnoje a raSeliny
v poneru 50:50. Médium s nizkou iontovou vodivosti je aygno uhkiitanem vapenatym na
hodnotu pH 6 — 7 a netlo by byt nadmirné kontaminovano amoniakefi zvireci mai.
TaktéZ je mozné vyuzit kom@r zahradnické {dy nebo unilé pady (OECD, 1984). Pro
ziskanic¢ervi standardniho &ku i hmotnosti se vyuziva kultury s kokony, jejichiorba je
podpdena cerstvym substratem. Idealni hustota pro dobry whyeni vysledek je 100
dosglych jedindi na kilogram mokré vahy substratu. Dél$pcervi jsou po 28 dnech
odstrarni a pro testovani jsou pouzity Zizaly vylihlé xkai ve wku 2 — 12 nisiai. Pohyb
jedinai skrz pidu je znamkou jejich zdravi, substrat je vSakiglmd ngnit diive nez dojde
k vycerpani zivin (OECD, 2010).

1.3.2.2 Roupice

Roupice jsou zastupdiitly malosttinatal, ¢eledi roupicovitych (viz tabulka 1). Hraji
dulezitou roli @i rozkladu organické hmoty a bioturbaci (Didden énibke, 2001). Jsou
roz8tené v mnoha typechigd a jsou v kontaktu s pérovou vodou.i8pby expozice zahrnuji
dermalni, devni i respirani cestu (Rombke, 2003). Roupice jsou dostupné av\clize

uspokojiv udrzovat v laboratornich podminkach.

Doporwenym zkuSebnim druhem [enchytraeus albidugroupice Klava), ktery je
jednim z nejé¢tSich drult (az 15 mm). Naléza se v is@ém, sladkovodnim i suchozemském
biotopu, gedevSim v rozkladajicich se organickych latkachigkérasy, kompost) aridka
v loukach (Kaspzak, 1982). Druh roupicddvé je komefné k dostani a Ize ho zakoupit jako
potravu pro ryby, avSakasto je smiSeny s jinymi, obvykle menSimi druhyr(fée a Moser,
1999). V ipadt zaneseni jinymi druhy by #y byt vSechny roupice promyty vodou
v Petriho misce a pomoci stereomikroskopu vybrasspglci druhu E. albidus ¢imz je

zalozena nova kultura. Zivotnost tohoto druhu jéthd, dosplosti je dosazeno za 33 dnii p
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18 °C a 74 dni ip 12 °C. Pro test jsou vyuzity kultury, které v tabtai preZivaji bez
problémi po dobu 5 tydé (OECD, 2010).

DalSim pouzitelnym druhemime bytE. luxuriosus diive znamy jakde. ,minutus®.
Objeven byl v Nmecku a dosahujeriplizné poloviny velikostiE. albidus(Smelz a Collado,
1999). Znamym druhem je tak&. buchholzi u kterého je obtizné jedince morfologicky
rozliSit. Nedoportuje se ho proto pouzivat pro pety test, pokud nelze jedince s jistotou
identifikovat. Vyskytuje se na loukach, ale takgilmic. Ve srovnani s jinymi malymi druhy
je relativre snadno identifikovatelnje. bulbosusBézrne se vyskytuje v mineralnichagach
Némecka a Spattska. Neni v3ak ptznamo jeho chovani v laborétmebo jeho citlivost
vici chemikaliim (OECD, 2004).

V poslednich letech je statasgji vyuzivan druhE. crypticus ktery pati do stejné
skupiny jakoE. luxuriosus Jeho ekologické poZzadavky nejsdege zname a péit k malym
druhim roupic (3 — 12 mm, v gméru 7 mm) (Westheide a Mduller, 1996), co&zsije
manipulaci s jedinci oprotE. albidus | pres mensi velikost je plnohodnotnou alternativou
k E. albidusnavic sfadou vyhod. Pro porovnani I crypticussnadsji kultivovat v agaru,
vykazuje vySSi reproduki rychlost, kratSi generai dobu, kratSi periodu tési{Rombke
a Moser, 2002) a vysSi tolerancitkenym typim pady (Rémbke a Moser, 2002; Jansh et al.,
2005). Genermi doba druhu se pohybuje pod 20 drty 20 +2 °C (Achazi et al., 1999),
Westheide a Graefe (1992) udava 18 dnf °C. Jelikoz je jeho genera doba kratSi nez
u E. albidus Ize také zkratit dobu reprodirkich test z 6 tydri nagiklad na 4 tydny (OECD,
2004) nebo az na 3 tydny bez snizeni kvality tdsterypticussnasi rozsahlé vlastnosftigqy,
kterymi jsou pH (4,4 — 8,2), obsah jilu (1 — 29 &)bsah organické hmoty (1,2 — 42 %) (Van
Gestel et al., 2011).

Kultivace druhuE. albidusstejré tak i jinych druli miZze byt provedena ve velkych
plastovych boxech (n&p30 x 60 x 10 cm nebo 20 x 12 x 8 cm) n&plrch snési untlé
a pirodni nekontaminované zahradni zeminy v pauil:1. Dirazre se nedoportuje pouZziti
kompostované oy kvili moznému obsahu toxickych chemikalii, nidgad €zkych kow.
Pred pouzitim zeminy jef¢ba z ni odstranit doprovodnou faunu, co#Zenbyt provedeno
jejim opakovanym hlubokym zmrazenim. Lze vyuZitubstraty obsahujici pouze diou
pudu, ve které je vSakipdpoklad nizSi miry reprodukce oproti smiSenymgm. Substrat by
mél mit hodnotu pH 6+0,5 a mél by byt dostatené vlihky, ne vSak mokry. Dobrym
ukazatelem je jemné stleni pidy mezi prsty, kdy spravnou vihkost indikuje vzmitalych
kapek vody na ¥&i. Chov je udrzovan v inkubatoru bez &deni. Podle OECD (2010) je
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tieba nepekratit teplotu 23 °C a dodrZzet dop@anou teplotu 152 °C. Dostaténa vynena
plyna je zajiStna potebnym mnozstvim otvérve viku nadoby a opatrnym provzdosanim
substratu jeho promichanim jednou tyd@ECD, 2004; 2010).

Roupice lze krmit ovesnymi vitami, které by raly byt skladovany v uzaenych
nadobach afed pouzitim oSéeny vysokou teplotou v autoklavu, aby se zabraralmdaeni
roztati. Po dezinfekci jsou viky rozmelnény pro jejich snadné davkovani na povrdiuy
Pokud chceme stimulovat reprodukci Ize datelopidavat kazdé dva tydny vitaminy, mléko
¢i rybi tuk. DalSimi vhodnymi potravinami jsou pégké drozdi nebo krmeni pro ryby.
Krmeni probih& jednou az dvakréat tgdiMnoZstvi potravy zavisi na mnoZstvi roupic. Pokud
je krmivo do jednoho dne sgebovano, jeho davka bydha byt zvySena, naopak pokud ani

po tydnu krmivo spd@ebovano neni, jgd¢ba jeho davku snizit (OECD, 2004).

Po tech ngsicich by mily byt roupice pevedeny doterstvého kultivéniho nebo
chovatelského substratu. Vyhovujici kuldwd podminky se vyzraji relativre rychlym
pohybem roupic, které se viditélnesnazi substrat opustit. Dale véicenére bélavou barvou
Zivocichu s lesklym povrchem, na kterém neulpivafstice fdy. V posledni fad
uspokojivou reprodukci roupic, kdy jsou v chovuteapeny izné ¥kové kategorie (OECD,
2004; 2010).

1.4 Testy bioakumulace v suchozemskych malaginatcich

Testy jsou vyuzivany pro sledovani bioakumulaggkytch kowi ¢i persistentnich
organickych latek. Testovanymi organickymi latkajsou nap. povrcho¥ aktivni nebo
vysoce adsokmi latky, o kterych je znamo, Ze maji potencial aiamulace v Zivych
organismech, dale pak pro analogy z&ngcth latek, jejichz bioakumutai potencial je
piedpokladan v @kledku strukturnich vlastnosti. Pouzity mohou bypro radioaktive
znaené latky (OECD, 2010).iPhodnoceni vlivu latek jef¢ba zminit, Ze Ize rozliitifme
a negimé efekty. Fimé &inky jsou zpisobeny chemickymi interakcemiagobicimi na
fyziologii zvitat, zatimco negmé &inky nastavaji progednictvim zmdn v prostedi (Didden
a Rombke, 2001).

Testy bioakumulace zahrnuji &iVaze, fazi expozice a elimitai fazi. Zviata jsou
rozdklena do dvou skupin, z nichZz prvni je vystaverisgbeni testované latky a druh&
skupina slouzi jako kontrolni, kter4 je chovanasteinych podminkéach, ale betigavku
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kontaminantu. V testovanych organismech kontrdtnpsy lze stanovit obsah suSiny atiuk
stejre tak analytické hodnoty pozadi, které jsou sledgviam padé (OECD, 2010). V prvni
etaE expozice je provasho mefeni po dobu 14 dnu roupicovitych a 21 dnu zizal, dokud
neni dosazeno rovnovazného stavu. Ustaleny stach@pan jako it po sok jdouci

koncentrace, kdy se jejich hodnoty navzjem &réno vice nez 20 % u vzatkodebranych
v intervalu nejmé&idvou drii (Sousa et al., 2000).

Pokud neni fliimana koncentrace sledované latky zanedbatetn@yjadovana druha
etapa v podabeliminace. Jedna se dgmos organisindo nadob obsahujicich stejny substrat,
ale bez pidavku testované latky. @p se provadi rieni koncentrace dané latky
snizeni koncentrace sledované latky v organismec®00%. MnoZstvi latky na konci
eliminani faze se povazuje za nevytitelné zbytky. Vyhodnocenim zavislosti je ziskana
rychlost, jakou jsou kontaminanty z organismylu¢ovany. V gipad, Ze v testu nebylo
dosaZzeno rovnovazneho stavu, nelze pouzit zaklsidakumul&ni faktor, ale je zaptgbi
urgit z dat rychlostni konstantufipnu a eliminace spolu s kinetickym bioakumtrian
faktorem na zaklad pacitatiovych modelovych rovnic (OECD, 2010). U latek sokeu
lipofilitou je pouzivan vztah pro BSAF pro snizerdriability vysledKi. Tento postup je
zaloZzen na vztahu potencidlu bioakumulace a lippfilktery existuje u &kterych tid
chemickych latek. Korelace stimto vztahem bylyemahy nafiklad u ryb, bentickych

organisnii i suchozemskych mala@$inatai (Connell a Markwell, 1990).

Podminky test by mgly byt velmi podobné&m pro chov. Nafiklad teplota, substrat
a mnozstvi potravy, které byado byt p‘ed zahajenim testu smichano se substratem. Igealni
provest zkousku alespore tech replikach. Aby mohl byt test povazovan za vdlitiengla
by celkova mortalita na konci testu po obou etapdelsahovat 10 % z celkovéhodho u
Zizal a 20 % u roupicovitych. Bisenia fetidaa Eisenia andreiby pak nemdly primérné
hmotnostni ztraty na konci testiegrasit 20 % ve srovnani sipodni hmotnosti na Zatku
kazdé faze (OECD, 2010).

1.4.1 Testovaci pidy

Pro roupicovité bylo vyvinuto gkolik odliSnych laboratornich testovacich sysiém
které mohou byt rozdeny do dvou kategorii. Prvni jsou kratkodobé tesgy vodnim

prostedi¢i agaru (Rombke a Knacker, 1989), druhé jsou kdikeé aZz sedre dlouhé testy
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v homogenizovanéifrodni pidé nebo v doke definované uiié (artificialni) pidé (Ré6mbke,
1988). Gekava se, ze ve vodnim priasti bude latka nejvice dostupna, a proto budeaiti
organismu v tomto prosdi vySSi, coz potvrzuji Rombke a Knacker (1988 lporovnavali
toxické &inky latek ve vod a v pidé dle OECD né&t. albidus Testy v fidnich médiich vSak
vlastnosti, kterymi jsou rozpustnost, adsorgceanterakce se sloZzkami potravy. &hto
davodi je ale také obtizné napodobit v labotatpiirodni podminky, ke kterym pat
i chemické a biologickétuini vlastnosti (Didden a R6mbke, 2001).

Provedeni zkousky ve vodnim priesti mohou dogilovat testy v pevnych substratech
a ugresnit tak zpsob misobeni latky v pdé. V pripad vodniho prosedi jde o pimy efekt
kontaminani, kdy Ize pd@itat se stejnou reakci v pevnyciddch. Existuji ale situace, kdy se
piimy toxicky efekt ve vodnim prastdi neobjevi, ale ip testech v substratu je efekt na
biomasu viditelny pravtpodobré z divodu nedostatku potrav§i jinych negimych vlivi.
Zaradit sem |ze sekundérni otravy presinictvim potravni sita fyzikalré-chemické zrany
Zivotniho progtedi (Rombke et al., 1994). Stockinger a kol. (1999Yai také o nefimych
efektech v dsledku nedostatku potravyipestovani smsi kowi (Cu, Zn, Ni, Cd a V) na
druhuE. buchholzi

Pokus je provath zpravidla sjednou koncentraci testované latkypz@rstné
testované latky by #hy byt pred smisenim siplou zcela rozpudhy ve vod. Roztok Ize
vmichat do pdy nebo ho Ize vyuZit pro nadeni rekteré slozky pdy, nagiklad ¢ast
kiemenného pisku, kdy je roztok naslégomalu odpi#en do sucha a suchydmenny pisek
je vmichan do vihkéijay. Pro fife rozpustné latky Ize pouZzit vhodné rozpédist, které by
melo byt misitelné s vodou nebo takove, které Izeatitipaby byla v idé zanechana pouze
testovana latka. Mo by byt také o¥teno, zda je distribuce testované latkyiddphomogenni
(OECD, 2010).

Je nutné, aby tmla nela dostaténou kvalitu umo#ujici preziti a reprodukci
organisnii jak po dobu aklimatizace, tak po dobu iesaniz by zuata vykazovala
abnormalni vzhled nebo chovani. U substr@ dobré znat iigd zahajenim pokusu jejich
puvod, pH, obsah organického uhliku, velikogtistic (zastoupeni pisku, bahna a jilu)
a retedni vodni kapacitu (RVK, WHC z angl. water holdingpecity). Rirodni zeminy
nemusi byt dostupné po cely rok a mohou obsahorganesmy a stopové kontaminanty
ovlivaujici test (OECD, 2010). OECD (1984) dopasje pouZivat uglou padu, kterou Ize

pied pouzitim uchovavat vysuSenail pokojové teplot. Ta obsahuje:
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raselinu 10 % raSeliny z raSeliniku dle pak@ECD (1984)
kiemenny pisek 70 % pmyslového kemenného pisku suSeného na vzduchu,

vSechnycastice by nily mit velikost< 2 mm, z toho vice nez
50 % by nglo byt v rozmezi 50 — 200 um

kaolinovy jil 20 %, obsah kaolinita 30 %

- CaCQg <1 %, praskovy, chemiclkgisty

Obsah organického uhlikutie byt upraven snizenim mnozstvi raSeliny na 4% 5
ve prosgch k'emenného pisku.i3ledkem je snizeni adsorpce testované latkyudy,@imz
se mize zvySit dostupnost latky organism (Van Gestel, 1992). Hodnota pH byl byt
6 +0,5 a je upravovana pomoci Cag®ro stanoveni hodnoty pH je pouzivardpi vyluh
v 1M roztoku KCI nebo 0,01M Cag(OECD, 2004). Suché slozky san jsou promichany
v predstihu alespbjednoho tydnei@d zahajenim testu a alesptB8 hodin ped aplikaci latky
je substrat naviten deionizovanou vodou pro ustaleni podminek. Obgalkosti je
stanovovan na zatku a na konci testuipl05 °C a ndl by se pohybovat v rozsahu 40 — 60 %
(OECD, 2010).

Mnoho studii vyuziva nekontaminovanotirpdni pidu, kterou je LUFA 2.2 od
némecké firmy Speyer (Bicho et al., 2016). Jeji pHpj& (utené ve vyluhu 0,01M roztokem
CaCl), obsahuje 1,77 % organické hmoty a jeji WHC jelokd1,8 %. Sokasti fidy je jil
(7,3 %), kal (13,8 %) a pisek (78,9 %).

Dalsi mozZnosti je uda agarova fda, u které se ipdpoklada minimalizace
aglomerace narastic,¢imz jsou potlaeny dopady tohoto jevu na vysledky teddiky tomu
lze svyhodou rozliSovat a porovnavatinky nanaastic s dinky ionti uvolnénych
z rozpustnych soli (Hrda et al., 2016). Testovaalapje fipravovana z deionizované vody
s obsahem ijfrodniho agaru vrozmezi 1,5 — 2 %. V chovn@gp mohou byt v malém
mnoZstvi zastoupeny i jiné slozky taplaHCQ, KCI, CaC}.2H,0, MgSQ. Maleri a kol.
(2007) v testech Bisenia fetidauvadi sloZeni roztoku, kteryirbe byt pouzit jako frodni
podzemni voda: v litru destilované vody je rozpnoét 100 mg NaHCg 20 mg KHCQ,
200 mg CaCGl2H,0 a 180 mg MgS©

Do roztoku je néslednpridano 15 g agar6zy pro vytieni pevné fidy. Arrate a kol.
(2002) pouzil pro sy test sE. coronatustaké 1,5% agar s nasledujicimi latkami v litru
destilované vody: 1g Ca(N®, 250 mg MgS@ 250 mg KNQ a 250 mg KHPO..
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1.4.2 Priprava vzorka k analyze

Odebiranymi vzorky prodely testi jsou jak organismy, takdpa, kterd by @a byt
odebrana fed zahajenim testu a viphu obou fazi testu. Ziwichové jsou odebirani
nejmeérk Sestkrat Bhem expozini i eliminani faze. Pokud je prokadzana stabilita testované
latky mize byt péet odkEra pady nizsi, kdy jsou odisy situovany na p&atek a konec faze
expozice. Jestlize se vSak koncentrace testovaky llai o vice nez 30 %, jedba provést
analyzu [idy ¢asgji (OECD, 2010).

Zivogichové jsou fi kazdém odbru vzork z dané repliky odstr&ni z pidy. Substrat
Ize rozprogiit na nélkou nddobu a organismy vybrat riggad klenotnickou pinzetou. Dale
jsou organismy rychle oplachnuty vodou na skhenii ocelové ploSe aipbyt&na voda je
odstragna jemnym dotykem jejichéta o okraj misky nebo opatrnym osusenim nésitou
papirovou uirkou. Zviata jsou pak ignesena doipdem zvazené nadoby a jsou ihned
zvazena i s obsahentest. U roupic je toto vazenitsinu finalni, jelikoz je technicky slozité
kvuli jejich malé velikosti vgkat na vyisténi stev. Oproti tomu u ZiZal by &o druhé vazeni
nasledovat po vyprazdni stev, které niZze probihat fes noc naipklad na vihkém filtr&nim
papiru v pekryté Petriho misce (OECD, 2010; Svobodova, 20fgst a kol. (2011) uvadi
u Lumbricus rubellusdobu vyprazdéni obsahu $ev po 4 dny fi denni vynén¢ filtracniho

papiru. Tento krok umakije posouzeniifpadného poklesu biomasy vipghu zkousSky.

Po stanoveni hmotnosti by & byt Zivocichové usmrceni rychlou a vhodnou
metodou, kterou je poteni do kapalného dusikiizmrazeni pod teplotou -18 °C. Bigorgne
a kol. (2011) udava teplotu -20 °C. Odebrané wnknely byt analyzovany co nejitve po
piipraw, tj. béhem 1 — 2 di, aby bylo zabr&mno degradaci nebo jinym ztratam. Ypack,

Ze analyzu nelze provést, Ize vzorky uchovavit tpplog < -18 °C (OECD, 2010;
Svobodova, 2011).

Pro ziskani suché hmotnosti Zéidha je Ize vysusit lyofilizaci. Jde o metodu
vymrazovani, kdy jsou organismy nejprve hluboceazeny na -80 °C a nasledse voda ve
form¢ ledu necha sublimovat za kontrolované teploty aokgho podtlaku v lyofilizatoru.
Vzorky jsou gikryté vrstvou buniiny a u zizal mze trvat pevedeni vody do plynného
skupenstvi zhruba dva dny. Po tomto kroku nasledpjovné vazeni (Svobodova, 2011).
VysuSeni zizal ize byt provedeno také za vysokych teplot,ifidgd v peci pi 80 °C po
24 hodin (West et al., 2001), zatimco roupicim kyanposté&ovat teplota 40 °C po 24 hodin
(Bigorgne et al., 2011). Arrate a kol. (2002) megoumistil Ziv@&ichy druhuE. cronatusdo
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vody z vodovodu zbavené chloru (pH = 7,19; 411 mS;c42 mg.l' CaCQ) po dobu
2 hodin, aby se Zivichové zbavili obsahu igtv a @istili se od agaru. Po té umistil roupice
na gedem umyte, vysusené a zvazené filtry ze skigch mikroviaken (Whatman; fmer
2,5cm), na kterych byly suSeny 12 hodifi P00 °C. Nasled& filtry se vzorky umistil do
exsikatoru na &olik hodin, po ustaleni pokojové teploty byly fiftopst vazeny.

Prevedeni vzork ZiZzal do roztoku je pakasto prova&ho pomoci mikrovinného
rozkladu. Svobodova (2011) do teflonovych nadobaziavala 200 mg homogenniho suchého
vzorku. Po fdani 4 ml podvarové HN{a 2 ml HO, byly patrony uzakeny a umisiny do
mikrovinného z#zeni. Po ukoeni programu rozkladu byly vychlazeny ve studendévo
a jejich obsah je kvantitati¢npireveden do 50ml odémych bawrk, ve kterych byl vzorek
doplrén deionizovanou vodou po rysku. Roztoky Ize dal awélvat v plastovych
dekontaminovanych lahtkach. Stejnym zjsobem byly zpracovany i slepé vzorky. Zheng
a kolektiv (1997) provedli rozklad ve g8 3 ml HNG + 0,5 ml HO,. Kviili nizSi hmotnosti
roupic uvadi Cedergreen (2013) jen 1 — 20 mg such&orku roupic, ktery je rozlozen
rovnéz v mikrovinném z#eni po pidani 250 pl koncentrované HN@ 125 pl 30% kD.,. Po
stanoveni suché hmotnosti lze roupice rozmichaé tak300 pl smsi HCIO, s HNGy
v objemovém porru 1:7 (Van Straalen a Van Wensem, 1986). Bigoragkel. (2011) uvadi
odliSnou metodu rozpousti zizal gidanim 2 ml 68% HN@ kdy je po 2 hodinach zvySena
teplota z laboratorni na 80 °C na dalSich 20 hddovychladnuti vzorku jsouripany 2 ml
30% HO,. Po dvou a vice hodinach je vzorekefitrovan a konény objem upraven

deionizovanou vodou na 10 ml.

Zizaly Ize pro prvkovou analyziripravit také nestandardraZ po rozdleni nagasti.
Jedna se aitfrakce, kdy prvni z nich jefpdnicast, kam pat bukalni hmota, jicen spojeny
s vapennymi zlazami, volatko a Zaludek. Do drutdnizéasti pati steva a chloragenni tkan
Posledni frakci tvid téIni stny, reprodukni tkare a metanefridie, viz obrazek 2. UsuSené
tkarg jsou pak rozpushy v koncentrované HN$ Vapenné Zlazy totiz le udrzuji
homeostazu Ca, dikiemuz mohou ZiZzaly druHwmbricusobyvat fidy s Sirokym rozsahem
koncentraci Ca. Diky roZteni na frakce, Ize detadji zkoumat misobeni bioakumulace
v odliSnych tkanich (West et al., 2001).

Pro vypa@et bioakumulanich faktofi je ftreba znat nejen koncentrace latek
v bioindikatorech, ale také v chovnych a testovagidach. Stanoveni kdvv pidach se
provadi nejastji v jejich extraktech. Existuje velmi Siroka Skaatralkénich postup, nag.

Caetano a kol. (2012) odebirali 1 gdy do teflonovych kadinek se zavitovym uzém, do
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kterych gidavali luavku kralovskou (3 ml 37% HCI + 1 ml 65% HI;). Smés mirre
zalhrivali na plotynce $ 100 °C do vysuSeni. Nasledmo nadob filili 10 ml HNO3 a roztok
filtrovali pies 0,2 mm filtry pro odstr&ni hrubSichtastic a ped vlastni analyzou doplnili

vysledny objem 25 ml.

Pro spravnou interpretaci vysladje dobré owtit homogenitupudy analyzou vzornk
pad odebranych miznych mist a hloubek testovaci nadoby. #ildad u agarovych {ul
v Petriho miskach, seida odebira jak ze d misky, tak i zejiho vicka. Homogenita jdy je

pak statisticky hodnocer(Hrda et al., 2016).

Chloragenni
tkan

Volatko a Zaludek
Aortdlni oblouky Hibetni céva Télni sténa
(srdce)

Stieva

Semenné vacky

Metanefridie

Samici a sam&i
pohlavni orgény

/ \7,-‘ Semenné Vapenné
Bukalni schranky  Zlazy
hmota

Ustni dutina

Obrazek 2: Vnit ¥ni stavba predni ¢éasti zizaly druhu Lumbricusterrestris
Prevzato a upraveno z: Wikimedia commons, 2016

1.5 Metody vhodné pro prvkovou analyzu malych vzork

Elementarni analyza malych vzérke predmétem neustalého vyzkumu, nebgro
mnoho analytickych aplikaci je veliko&tobjem vzorku limitujicim faktorenmPro sledovani
stopovych koncentragrvki v malém mnoZstvi vzorku jsou nu velice citlivé techniky,
mezi které bezesporu patomova absotmi spektrometrie s elektrotermicu atomizaci
(ET-AAS) nebo hmotnostni spektrometrie s ionizaci vukith¢ vazaném plazmatu (I¢-

MS). Témito technikami jsou &n¢ analyzovany vzorky v kapalném stavui Bbvyklém
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zpisobu rozkladu vzorfk o nizké hmotnosti ndp mikrovinnou mineralizaci dochéazi
k vysokému #edini pavodniho materialu a det&ki schopnosti celého analytického postupu
jsou tak velmi omezeny. Samotna Uprava malych zpikd analyzou je z&aou vyzvou,
jelikoz malé mnozstvi vzorku navic zvySuje rizikbrdt a kontaminace cilového analytu
(Takasaki a kol, 2011; Todoli a Mermet, 2005, TodoMermet, 2006). ifiprava takovych
vzorki klade extrémni naroky nastotu prostedi, ¢istotu pouzivanyckinidel, laboratorniho
nadobi a na manipulaci se vzorky (Pettersson a00|sk998). Kromi dostupného mnozstvi
vzorku je i volbé vhodné analytické techniky nutné brat v ivahundentrace sledovaného
analytu. V pgipadt vysSich nikoliv stopovych koncentraci je moZnéitvkbmpromis mezi
stuprém naedini vzorku i jeho prevedeni do roztoku a vyslednou koncentraci a vyléé
nag. optickou emisni spektrometrii s buzenim v inthékvazaném plazmatu (ICP-OES)
¢i atomovou absokmi spektrometrii s atomizaci v plameni (F-AAS). Valyze malych
vzorki se mohou uplatnit i dalSi specialni techniky jatag@. ICP-MS s elektrotermickym
vypatovanim (ETV-ICP-MS), ktera podobrjako ET-AAS umo#uje analyzu vzork i ve
formé suspenzei piimo pevnych materiél (Takasaki a kol, 2011; Todoli a Mermet, 2005,
Todoli a Mermet, 2006; Pettersson a Olsson, 1998).

Pri vyvoji analytického postupu musi byt zvazenyppavné kroky a jejich isledky,
napg. nacedni vzorku g rozkladuci pouzité chemikalie, které mohou owiiwat nasledné
analytické stanoveni (vlivy matrice, spektralni enfiérence). Musi byt respektovany
i fyzikalné-chemické vlastnosti analytu, aby byly eliminovampzné ztraty analytu ve fazi
piipravy vzorku. B téchto specialnich aplikacich musi byt zvazeny i néoZresty
kontaminace vzorku. Pokud je koncentrace analytpraveném vzorku pod detgkmi
schopnostmi dostupné instrumentalni techniky, j;néwahrnout i prekoncentira kroky,

které mohou zaroveseparovat analyt od matrice vzorku.

Limitujici maze byt i objem pdebny pro promyti systému a pro analyzu dany pouzito
technikou i potem sledovanych anafyt U ICP technik jec¢as potebny k provedeni
kompletni analyzy standardnim systémem vnaSenikuz@mlZzova& a mlzna komora) 1 az
5 minut v zavislosti na @tu analyzovanych prik a zvoleném systému detekce. Objem
davkovaného vzorku pro ET-AA8 ETV-ICP-MS jetadow v jednotkach az desitkagh,

v pripadt pevnych vzork navazky i vug (Todoli a Mermet, 2005, Todoli a Mermet, 2006).

Opticka emisni spektrometrie s buzenim v indukné vazaném plazmatuumo#iuje
elementarni analyzu v Siroké Skale vZork/zorek je peveden do formy aerosolu ve

zmlzovai a pres mlznou komoru je veden do plazmové hlavice. Aogé plazma je
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vhodnym budicim (excitamim) zdrojem, ve kterém je vzorek atomizovamigadré z¢asti
ionizovan). Jednotlivé atomy nebo ionty emituji idideristickécarové spektrumiznych
vinovych délek, které je detekovano. Intenzita $@dkich ¢ar je ungrnd obsahu prvku.
(Koplik, 2017; Airproducts, 201 ernohorsky a Jandera, 1997).

Metoda dosahuje det&kich limith viadu 1 — 10 pgd az k sub-ppb koncentracim,
pro nskteré prvky je citlivost horsi 10 — 100 py.(Tyler, 2017;Cernohorsky a Jandera,
1997). Nevyhodou techniky mohou byt vysoké provoméklady kwili vysoké spatebs
argonu. Spektralni interference jsou odsirgainy odétem hodnot pozadii vybérem jiné
spektralni c¢ary, kterd neni ruSena jinym prvkem. Nespektralnierference jsou
kompenzovany iitomnosti porovnavaciho prvku nebo kalibraci stashoian gidavkem.
(Koplik, 2017). Problém fd¥e nastat vippadd malého mnozstvi vzorku. Vzhledem
k rychlosti dodavani vzorku okolo 0,5 — 2 ml.fMira dol analyzy okolo 1— 5 min
v zavislosti na pé&tu stanovovanych vzoik je poZzadovany objem vzorku v rozmezi od 1 do
10 ml. Tato skut&nost mize byt komplikaci pro analyzu mikrovzdrlo objemu niz8im nez
1 ml nagiklad @i forenznich, biologickych a klinickych analyzadize pouZzit zmlZzovée
s piitokem analytu pod 100 pl.min coZz v8ak mZe byt spojeno s degradacfepnosti
metody. Z ¥chto divodi jsou stale vyvijeny nové systémy vnaseni viiofBeauchemin,
2002).

ICP-MS je dalSi metodou vyuZivajici indéké vazané plazma. Plazma slouzi jako
zdroj ionfi, které jsou vedeny do hmotnostniho spektrometie, jkou dleny podle pordru
jejich hmotnosti a ndboje m/z. Expanzni komorgpjoje prostedi atmosférického tlaku, ve
kterém se nachazi plazmovythk, s progedim vysokého vakua, ve kterém je umrist
detektor ioni. Vakuum je patbné pro pohyb vzniklych ioitz plazmy do analyzatoru
tlakovym gradientem a zarovezajif'uje prostedi neruSeng€asticemi vzduchu. Nosnym
plynem je opt argon, jehoZz nastoty mohou zfisobovat vice nezanedbatelnych prohiém
oproti ICP-OES, v tisledku vyssi citlivosti metody ICP-MS, ktera se ylolje az doradi
ng.I*. Argon samotnyi jako sowast polyatomickych iofitmize byt zdrojem spektralnich
interferenci (Tyler, 2017Cernohorsky a Jandera, 1997; Airproducts, 2017; M,
2004).

Zakladnim vybavenim MS technik je kvadrupdlovy smator, ktery propousti jen
ionty s ugitym pomérem m/z a ostatni jsou nattgh zachyceny. Rbetovy analyzator (TOF
z angl. time of flight) umakuje o rekolik radi vysSi rychlost zaznamu a pokryva cely rozsah

hmot. Principem analyzatoru je¢teni doby, za kterou iontyigkonaji uéitou drahu. lonty
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urychlené vysokonajovym pulzem vstupuji ortogon&indo pfiletové trubice, ve které
nepisobi elektrické pole. VSechny ionty ziskavaji stejnenergii, ale diky odliSnym
poneram m/z vyvinou fiznou rychlost, ktera je detekovana. Eielonty putuji rychleji nez ty
t828i (Cvaka, 2016 Cernohorsky a Jandera, 1997).

Vyhodou ICP-MS oproti ICP-OES, je niZSi sfmita vzorku a vySSi rychlost
multielementarni analyzy s moznosti stanoveni goigch pondra véetnd moznosti pouZiti
techniky izotopového ied'ovani. Mezi nevyhody p#t vysoké naklady spojené s cenou
piistroje a nezbytnosti klimatizované laboratcs vysokymi naroky naistotu prostedi
(Koplik, 2017). Vzorek ma omezenytgob gipravy, kdy je k jeho Gpravzadouci pouzivat
nejlépe jen HN@ ale ne v fliS vysoké koncentraci, aby nammbovala korozicasti
pristroje. MnoZstvi tuhych latek jeeba sniZitredsnim alespa na 1 — 2 gif, z divodu
zanaseni fistroje solemi. Obeenplati, Ze se lépe analyzuji iontyZke, protoZe snaze
prolétnou pistrojem az k detektoru. Spektralni i nespektralterference jsou daima
metodam spolmé (Mihajlevi, 2004;Cernohorsky a Jandera, 1997).

Atomova absorpéni spektrometrie (AAS) je zaloZena na specifické absorpciera
rezonakini spektralnicary volnymi atomy mireného prvku v zakladnim energetickém stavu
(Koplik, 2017). Zdroj primarniha@drového z#eni miZze tvdit vybojka s dutou katodou,
bezelektrodova vybojka nebo tzv. superlampa. Velikyz&ené energie neovliwije velikost
absorbance, ale oviiuje velikost rozdilu signalu od Sum&imz je ovlivrena mez detekce.
Paprsek z&ni je veden od zdroje iani skrz absokmi prostedi az do detektoru. Vysledny
signdl je dale vyhodnocovan po korekci pozadi. @noa rezervoarem volnych aténje
atomizator, ktery zpravidla slouzi i jako absorp prostedi. Podle typu atomizéatoru
a zmsobu vnadeni analytu jsou rozlideny jednotlivé drétAS (Cernohorsky a Jandera,
1997).

F-AAS vyuziva atomizaci v plameni. Jejim principem feyedeni roztoku na aerosol,
ktery je smichan se s oxidovadla a paliva a veden do plamene. Metedehpdna pro
stanoveni vy$Sich koncentracitadu desetin a? desitek my.| Fristroje umo#uji

automatizaci a jsou cendwprijatelné s nizkymi provoznimi naklady.

Citlivost F-AAS je ovlivrena (&innosti zmlZzovani vzorkdi ionizaci analytu (analyt
v ionizované formy neabsorbuje Zéni). Tzv. ioniz&énim pufrem byva slatenina snadno
ionizovatelného prvku, n#@p CsCl nebo KCI, pdavana v nadbytku. Wezitym krokem

ovliviiujicim citlivost n&éteni je optimalizace slozeni palivové &n Negastji pouzivanym
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palivem je acetylén, vyjim@¢ pak propan/butan nebo vodik, jako oxidovadlo slaziuch
nebo oxid dusny({ernohorsky a Jandera, 1997; Koplik, 2017).

Pfi AAS s elektrotermickou atomizaci je nejl&znéjSim atomizatorem vylivana
grafitova picka, odkud pochazi jiné zeai metody GF-AAS (graphite furnance). Pomoci
ET-AAS Ize stanovit stopové a7 ultrastopové konweg viddech setin aZ desitek .l
Vyhodou i analyze mikrovzork je velmi mala spdeba analytu pohybujici se v rozmezi
10 — 50 pl. Cely objem se n#ktije jednordzo¥ do atomizatoru, kde je vzorek termicky
zpracovan a atomizovan. Grafitova kyveta je elekyrivyhrivana a proplachovana inertnim
plynem (Ar nebo B). Po nagiku vzorku do kyvety je odgano rozpougdlo. V dalSim
kroku pyrolyzy dochézi k termickému rozkladu madrica plynné produkty. Po odstéai
produkti matrice proudem inertniho plynu nasleduje velnahty ohev na teploty 1400 —
2700 °C, ktery ma za ukol odifiaanalyt a roz&fpit ho na atomy. Po tomto procesu je

zaznamendavana celkova absorbance a signal pozadi.

Je dilezité korigovat nespecifickou absorpci a optimnahat vSechny kroky
termického zpracovani roztoku v analyzatoru. Gidiv metody lze ovlivnit i vyérem
vhodného modifikatoru matrice, ktera ma zWagET-AAS vliv na spravnost analyzy. Mez
detekce ET-AAS je o 2 — Rady nizsi nez u F-AASCernohorsky a Jandera, 1997; Koplik,
2017).

Elektrotermické vyparovani (ETV) je systém zpracovani vzorkurepzaty
Z elektrotermické atomizace a vyuziva se zejménapggeni s ICP-MSi ICP-OES. Mala
¢ast kapalného, ale i suspenznitigpevného vzorkurfdow g ¢i jednotky ul) je zavéagha
do grafitové (pipadré wolframové) picky. Vzorek je termicky zpracovaryrmé produkty
jsou vedeny do plazmatu a nasledmnalyzovany. Vyhodou systému je vyrazné snizeni
spoteby vzorku a optimalizovany teplotni program dokatkstranit mattini vlivy, coz
prispiva ke snizeni detékich limiti. Reprodukovatelnost &eni je zavisla fedevsim na

geometrii davkovani vzorku do kyvety a na jeho nateiz(Mihajlevic, 2004).

1.6 Prvkovéa analyza vzorki z ekotoxikologickych pokug

Cedergreen a kol. (2013) zkoumali korelaci mezi astm biomasy a obsahem
elemend v organismech z bioakumulaich test se zamifenim naEnchytraeus crypticus

aCaenorhabditis elegansledinci druhtEnchytraeus crypticubyli shromézdni z kontrolni
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pady LUFA 2.2, oplachnuti a vysuSeni v pedi B0 °C. Revedeni organistndo roztoku
bylo zajis€no mikrovinnou mineralizaci s koncentrovanou HNO30% HO,. Pomoci ICP-
MS bylo sledovano 40 prik(Ag, Al, As, Ba, Be, Ce, Co, Cr, Cs, Cu, Dy, Eu,Fe, Gd, Ho,
K, La, Li, Lu, Mg, Mn, Mo, Nd, Ni, P, Pb, Pr, Sb¢SSe, Sm, Th, Th, Tm, U, V, Y, Yb a Zn).
Pro stanoveni Cd byla pouzita ET-AAS s 0,1 % Pd2a% Mg pouzitymi jako modifikator.
V piipact nizkych koncentraci byly metodou ET-AAS stanovejigé elementy. Cilem bylo
najit prvky, které budou doe reprezentovat mnozstvi biomasy. Podminkou bhilga
prvki a jejich koncentrace nad detekm limitem metod, kterd nebude ovliéma zachazenim
s organismy &hem experimentu. Mezi prvky spljici tato kritéria pro oba testované
organismy pat K, Mg a P, které vykazuji spojeni mezi obsahenkpra mnozstvim suché
biomasy. V tabulce 2 jsou uvedeny koncentrace deatklnych prvi v mg.kg' vztahujici

se k suché hmotnosti roupic.

Tabulka 2: Koncentrace detekovanych prvia v suché biomasé. crypticus

Prvek ¢ [mg.kg?] Prvek c [mg.kg?] Prvek c [mg.kg?]
K 4308 +854 \/ 5620 Pr 0,29 £0,15
Co 0,50 0,11 Ba 16 +6 Y 0,86 +0,46
P 4722 £1,022 Sr 4,2 1,7 La 1,37 +0,73
Mg 543 £139 Mn 55 +23 Ce 25114
Zn 82 +23 Fe 855 +376 Nd 1,2 0,6
U 0,29 +0,08 Al 1504 +681 Sb 0,10 +0,06
Ca 1153 +382 Li 1,5+0,7 Ni 2,4+18
Pb 41+15 Th 0,36 0,18 Cr 3,9 £3,2

Upraveno a fevzato z: Cedergreen et al., 2013

Zhang a Van Gestel (2017) pozorovali toxickéky slowenin olova Pb(NQ)a PbC}
v padnich bezobratlyclk. crypticus Chovnou jidou bylo agarové médium, zkuSebridpu
standardni fida LUFA 2.2. Koncentrace Pb v roupicich rostla teeigajici koncentraci Pb
v padé. Zmrazené roupice byly po testu rozlozenysitHNG; a HCIQ, v pon€ru 7:1 fi
zahivani z 85 na 180 °C v intervalu dvou hodin. Obsklva byl sledovan pomoci ET-AAS.
Stredni letalni koncentrace (g}, pri které zentkelo 50 % jeding, byla pro Pb(NQ) 543
a pro PbGl 779 mg Pb.kJ suché pdy. Koncentrace v roupicich po testu s Pb(NByla
78,2 a pro PbGI81,1 mg Pb na kg mokré hmotnosti roupic. HodnoBgcLjsou pro ob
sledované latky ve stejnéfadu a koncentrace Pb v roupicich jsou podobné.kBinalace
| toxicita ®chto dvou slotenin je tedy podobna,fgme diky jejich podobné schopnosti

disociace.
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Svobodovéa (2011) pouzila zizaBjisenia fetidapii hodnoceni biodostupnosti arsenu
v praimyslovém kalu a po jeho Uprakompostovanim. Kontrolni chovnouigiou byla smis
hnoje, zahradniho substratu a raseliny v fom0:50:10 s 60 — 80% WHC a pH mezi 6 — 7.
Test trval 11 dni 20 2 °C. Po ukoteni testu byli Zivéichové vyjmuti z f@dy,
omyti a zvazeni. Po 24 hodinach na fiéném papiru byli znovu omyti, vysuSeni lyofilizaci
pii -80 °C a opt zvazeni. Fevedeni vzork ZiZzal do roztoku bylo provedeno mikrovinnym
rozkladem v prosedi kyseliny dusiné a peroxidu vodiku. V taktdipravenych vzorcich byl
meien obsah arsenu pomoci ICP-MS. Bylo it Ze bioakumulace arsenu souvisi s jeho
mobilitou, kterd je spjata sjeho biodostupnostkatalo se, Zze kompostovaniube byt
vhodnou metodou pro zpracovani kalelikoz tento zfisob sniZuje dostupnost arsenu
pravdEpodobré jeho vazbou na organickou hmotu. Bioakuninigfaktor arsenu ziskany pro

samotny kal bez Upravy byl vyrazmyssi.

West a kol. (2011) provedli stanoveni Ca a Sr wlztuhu Lumbricus rubellus
chovanych viiznych girodnich gidach. Poitech tydnech byly Zizalyfpneseny na filtkani
papir, ktery byl minén den po dobu 4 di. Zizaly byly usmrceny kapalnym dusikem
a ususeny v peciip80 °C. Vzorky byly analyzovany pomoci ICP-MS. Exipnent ukazal, ze
Zizaly pochazejici z kyselejSichig maji tendence akumulovat Sr a Ca efekdivoproti
Zivocichim ze zasadifSich mist. Analyza jednotlivych frakci (viz kaddo1.4.2) pak
potvrdila nejvyssi koncentrace Ca a Sr v prvni drakani obsahujici vapenné zlazy, které

udrzuji homeostazu Ca a hraji vyznamnou roli v kimaulaci prvk.

Bicho a kol. (2017) se zabyvaliciakem nanoastic nédi CuUONMs (nepotazené,
pramér asi 10 nm) a CuGl Testovanym organismem byly roupice druBachytraeus
crypticuschované na agarovém médiu. Reprathikest sitznymi koncentracemi sl@enin
medi byl proveden ve standardniigg LUFA 2.2. PouZzitou analytickou metodou byla ET-
stredni letalni koncentrace, byla okolo 303 mg Cu.kidy. M&d’ ve forme nandastic
pusobila stejny efekt aZ fp koncentraci okolo 2103 mg Cutg Hodnoty LGy pro
nana@astice, které jsou ¢ad vyssi, vypovidaji o nizSi dostupnosti a toxicltu v podoB
castic.

Bicho a kol. (2016) porovnavali . crypticustaké rozdily v dinku nan@astic stibra
AgNM300K (nepotazengrimeér asil5 nm) a AQNQ@. Roupice z chovu na agarovém médiu
byly pouzity pro reprodukni testy ve standardniig¢ LUFA 2.2. Na pezivani i reprodukci
mély vliv ob& formy Ag. LGy pro dusknan stibrny byla okolo 75 mg Ag.K§ oproti forms
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AgNM300K ktera fisobila stejny vysledekipkoncentraci 657 mg Ag.Kgy Kontrolni test
samotného rozpou&tla na organismy byl negativni. @pbylo potvrzeno, Ze forma

nana@astic je méa dostupna a toxicka pro organismy bez ohledu nalejmulaci.

Testem se #ibrnymi nangasticemi AQNM300K (nepotazené,tpnér asi 15 nm)
a AgNG; se zabyvali i Riberio a kol. (2015). Na jeho z&klahodnotili mechanismy
oxidativniho stresu. Padesat jedirte. crypticusz chovu na agarovém médiu bylepunuto
do testovaciho média LUFA 2.2 ®enymi koncentracemi AgNOa AgNM300K. Po
ukonieni reprodukniho testu byly roupice opatfrshromazdny, oplachnuty vodou, zvazeny
ve zkumavce, usmrceny tekutym dusikem a vysuS&mB8@°C. Roupice byly déle pouzity
pro analyzu biochemickych markeioxidativniho stresu, kterymi jsou enzymy kataldza,
glutation-peroxidaza, glutationtransferaza, lipidoperoxidaza aj. V ramci reproduriho
testu byly hodnocenyigdni &inné koncentrace Ag viple, pii kterych doslo k 50% inhibici
reprodukini schopnosti roupic. Pro AgNGe jednalo o 60 a pro AQNM300K 170 mg Ag'kg
suché fidy. Vysledky koreluji s toxicitou volnych Agonti, které jsou hojgi disociované
z AgNO; oproti mér disociované for nan@astic AQNM300K, u kterych jeréba vyssi

bioakumulace latky pro vyvolani srovnatelnyctinki na organismy.

Topuz a Van Gestel (2015) se regreangfili na kinetiku toxicity slodenin stibra,
konkrétre AgNOs; a nandastic potazenych citratem AgNP-Cit a polyvinylpyidonem
AgNP-PVP primér asi 25 nm). Roupice druhiEnchytraeus crypticubyly z chovného
agarového gelufpneseny do testovaciho inertnihferkenného pisku, ktery neobsahoval
organicky uhlik a ktery byl obohacen testovanymou&tninami stibra o fiznych
koncentracich. Roupice byly na konci tebtofilizovany, zvazeny afevedeny do zkumavek
s 300 ml HNQ + HCIO, v poreru 7:1. Déle byly zativany @i 85; 120 a 165 °C po dobu 30;
30 a 45 minut a nakonec byla &rplrg odpdena @i 180 °C. Red stanovenim Ag pomoci
ET-AAS byly usuSené vzorky rozpgdy v 1M HCI. Stedni letalni koncentrace byly
(v ug Ag.lY) pro AgNG; 81, AgNP-Cit 322 a AgNP-PVP 47. Pro dirsin a nangstice
potazené polyvinylpyrrolidonem je tato koncentraxgedeniad nizSi, jelikoz vykazuji
podobnou disociaci Agionti do roztoku. Nan&astice potazené citratem jsou nackjfn
k aglomeraci zvlast v piitomnosti C&', ¢imZ je sniZena jejich biologicka dostupnost
v télnich tekutinach. Tento fakt potvrzuje i nalezermandéentrace Ag v roupicich, ktera pro
dusitnan i AgNP-PVP dosahuje 21,8 a pro AgNP-Cit 57¢@ A&g.kg' suché vahy roupic.
Obsah AgNP-Cit v roupicich je tedy pro §fhejvysSi, avSak diky malé biodostupnosti Ag
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v této forn® je toto mnozstvi svymdinkem srovnatelné s mnohem nizSimi koncentracemi
ostatnich forem #ibra.

Hrda a kol. (2016) porovnavala vliv sknin zinku na organism.crypricus Pouzit
byl ZnChL a nandastice ZnO-NPs (nepotaZergiimér 10 nm) Test probihal v agarovém
médiu a nangastice byly pipraveny déma zmsoby. V prvnim pipact byl prasek
scésticemi kryogenh smichdn se suchym agarem a az poté bkilzapa voda. Druhym
zpisobem byla fiprava suspenzeéastic s vodou a dispergantem pyrofosfatem sodnym.
AZ takto gipraveny koloidni roztok byl vmichan do horkého my&ho gelu. Pouziti
kryogenri pripravenychc¢astic nevykazovalo umrtnost zavislou na jejich lemraci, oproti
koloidni suspenzi, kde byla tato zavislost pattkgiogenre piipravenécéstice vykazovaly
velmi vysokou aglomeractimZ byla Zejmé zpisobena nepravidelnd umrtnost orgarism
Pomoci ICP-OES byla &ena koncentrace zitwatych iontt pro ZnC} v pidé odpovidajici
LCso 37,2 mg.kg. Nanasastice i této koncentraci néobily Zadny efektizjms z divodi
nizZSi disociace slaeniny, a tim i jeji nizSi biodostupnosti pro organus.¢imz je zgisobena

i velmi mala toxicita&chto nangastic pro roupice.
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2 Experimentalni ¢ast
2.1 Chemikalie

- Deionizovana voda (Ultra Clear, SG¢Necko)

- 65% kyselina dugina (Lach-Ner s. r. 0., NeratovigeR)

- 25% hydroxid tetramethylamonny (TMAH) (Sigma-AldridJSA)

- Jednoprvkové kalibemi standardni roztoky: Ca, K, Mg, Mn, Na, P 1,0@0062 g.t*
(Analytika s. r. 0., Praha&R); Fe, S 1,000 +0,002 g.I(SPC Science, Kanada); Zn
1,000 +0,002 g} (CPI, Santa Rosa, USA); Au 1,000 +0,002'gVUK, CR); Ag,
Cd, Sn, Hg, Pb 1,000 +0,002 §(Analytika s. r. 0., Prah&R)

2.2 Laboratorni pomiuacky

- Plastové nadobky saly pro uchovavani vzotka standardnich rozték

- Plastova Spachtle

- Maly sgtec (Milan 121, vel. 2)

- Filtragni papiry (KA 4 pro kvantitativni analyzu, Papiierstejn s. r. oCR)

- Plastové k&dinky o objemu 25 a 50 ml

- Sklerené ka&dinky o objemu 50 ml

- Plastové odrrné baky 10, 25, 50, 100, 250 ml

- Sklergné odngrné baiky 10 ml

- Plastové zkumavky

- Automaticky davkova 100 — 1000 ul, 0,5 — 5 ml (Eppendorf research, blak
Némecko), 1 — 10 ml a 20 — 200 ul (Biohit proline |$#eky, Finsko)

- Plastoveé gtkacky 20 ml

- Stifkackové filtry (1,5 um, Nylon, Labicom s. r. GR)

Sklergné laboratorni nadobi uzivané proippavu vzork agarového gelu byloied
pouzitim dikladné vymyto deionizovanou vodou. Plastové laboratoradabi bylo ped
pouzitim 24 hod louzeno ve 2M HNQOnkolikrat vyplachnuto deionizovanou vodou

a vysuseno.
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2.3 Pristrojové vybaveni

- Zarizeni pro pipravu deionizované vody SG Ultra Clear (SG, HargbbEmecko)
- Podvarovy destilator BSB 939 IR (Berghotmiecko)

- Pristroj pro mikrovinny rozklad vzotkSpeedwave MWS 2 (Berghofghiecko)

- Elektronické laboratorni vahy Shinko Denshi Vibra 220E (Japonsko)

- Elektronické laboratorni vahy Mettler Toledo Nevagsic MS CR)

- Topna deska Stuart CB300 (UK)

- Ultrazvukovéa lazeé UCC1 (Notus — Powersonic s. r. 0., Slovensko)

- Opticky emisni spektrometr s buzenim v in¢hik vAzaném plazmatu GBC Integra
XL (GBC, Australie)

- Hmotnostni spektrometr s ionizaci v indok vazaném plazmatu TOF-ICP-MS GBC
Optimass 9500 (GBC, Australie)
- Zatizeni pro elektrotermické odfmvani GF 5000 (GBC, Australie)

2.4 Priprava roztoki

Pro ICP-OES byly fipraveny kalibrani roztoky obsahujici K, P, Ca, Mg a Zn
o koncentracich vhodnych pro analyzu praskovéhouageesnych vitek, agarového gelu
aroupic a standardni roztok pro metodu standandmiddavki (STP). Z komemé
dostupnych standalico koncentraci 1 gl byl pripraven multielementarni standard, ktery byl
dale fedn. Pro potebu metody standardnichigavki (STP) byl n&edéin zasobni roztok
s koncentracemi K, P 100, Zn 5, Ca a Mg 20 thgl0,65% HNQ (v/v). Kalibrasni
standardy byly fpraveny v deionizované védebo obsahovalyifilavek kyseliny dugnédi
TMAH podle typu analyzovaného vzorku. Teoretickéndentrace fidavki, koncentrace

piipravenych kalibrénich roztok pro ICP-OES a slozeni matrice jsou uvedeny v tzbal

Pro ICP-MS analyzu byly ze standardnich rofitak koncentraci 1 gl naedsny
z&sobni roztoky (ZR) a z nich pak déale jednoprvk&eébraini rady pro Ag, Au a Zn
a multiprvkova kalibrani fada pro Sn, Cd, Pb, a Hg v 0,65% HN@V) (tabulka 4).

Pro ETV-ICP-MS analyzu bylijpraven ZR zlata o koncentraci 100 [Tg.ze kterého
bylafedtnaiada kalibranich roztok o koncentracich 0,5; 0,05 a 0,01 [tql0,65% HNQ.
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Tabulka 3: Koncentrace kalibra¢nich roztoki a standardnich pidavki pro ICP-OES

Vzorky K P Zn 4 ca Mg Matrice
[mg.I"]
> g 100 50 1 10 10
2C 50 25 0,5 5 5
@ % 20 10 0,2 2 2 0,65% HNQ
g9 10 5 0.1 1 1
Oa 1 0,5 0,01 0,1 0,1
10 10 0,5 5 2
38 5 5 0,25 2,5 1 | 1. 065%HNQ
=3 2 2 0,1 1 0,4 2. 2,5% TMAH
& 1 1 0,05 05 02 |3 HO
0,1 0,1 0,005 0,05 0,02
10 10 0,5 5 2
5 5 0,25 2,5 1
5 2 2 0,1 1 0,4
\2 1 1 0,05 0,5 0,2
§ 0,1 0,1 0,005 0,05 0,02 13% HNG
S, 25 25
< 12,5 12,5
5 5
1 1
0 1 1 0,05 0,5 0,2
(I7) 2 2 0,1 1 0,4 0,65% HNQ
3 3 0,15 15 0,6
Tabulka 4: P¥iprava kalibra énich roztoki pro vzorky roupic pro ICP-MS
Prvek ZR S1 S2 S3 S4
[mg.I"] [ug.I]
Ag, Au 10 0,5 0,1 0,05 0,01
Zn 10 20 10 1
Sn, Cd, Pb, Hg 10 1 0,5 0,1 0,05

ZR — zasobni roztok, S1-S4ada kalibranich roztok

2.5 Chov roupic

Testovacim organismem byly roupice drubBochytraeus crypticusledinci k zaloZzeni
chovu byli ziskani z Centra pro vyzkum toxickycheld v prostedi (RECETOX, Brno).
Roupice jsou na Ustavu environmentalniho a cherhizkéZzenyrstvi chovany jizips rok

a jsou uchovavany v plastovych Petriho miskach zméoech 90 x 14,2 mm (aseptické,
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Fisherbrand, USA) s ventilaci. Jednou za 1 — &ioe jsou roupice pro udrZzeni chovu
pieneseny v hojném ptu do vychladléhaerstvého chovného agaru a misky jsou unist
do termoboxu (WTWTS 606 CZ/Z;R) pri teplot 21 °C do tmy. Dvakrat tydnprobiha
krmeni ovesnymi viékami (Globus), které jsou namleté a alespednou za dva #sice
sterilizované v suSaén(Memmert UN55 Single DISPLAY, #&necko) za teploty 160 —
180°C po dobu 2 — 6 hodin.iPekotoxikologickych testech je do kazdé testovaantrolni
misky s 55 ml agaru umisto 20 roupic a po dobu probihani testu, ktery ®8atlhod,
nejsou roupice krmeny. Nadoby jsoéhbm této doby uloZeny také v termoboxu ve i

21 °C.

2.6 Chovné a testovaci agary

Pro ely chovu roupic je pouzit agarovy gdiraveny z praSkového agarurifpdni
agar, Dr. HoffmannCR), destilované vody a vodnych roziokoli NaHCQ (Lach-ner,CR);
KCI (Lach-ner,CR); MgSQ, (Lach-ner,CR) a CaCi (PENTA, CR). Do 772 ml vody bylo
piidano 13,6 g praskového agaru, 6 ml 0,1M NaB@X ml 0,01M KCI, 8 ml 0,2M Cagl
a 8 ml 0,1M MgSQ@. Chovny agarovy gel je nutné sterilizovat za zwg® tlaku g 120 °C
po dobu alespp30 min (tlakovy hrnec Barazzoni 5 |, ltalie; jeghatnovy elektricky v
ETA 3109,CR). Je&t za horka je agar rozlévan v digestio Petrino misek.

Agar pro @el testi byl pripraven v Erlenmeyerovych tigach (250 ml), ve kterych byl
smichan pouze praskovy agar s vodou a bktam roztok ZnGl (PENTA, CR)
v odpovidajicim mnozZstvi. Kontrolni agary bylsigrzaveny stejnym zjsobem, bez fidavku
ZnCl,. VSechny takto fipravené srssi byly umisény na magnetické mictiey (IKA-RH
digital; VWR, VMS-C4; NNmecko) a po 30 min udrZzovanyi peplot 95 +5 °C pro ziskani

dostaténé tuhosti agaru.

Ve druhécasti testovacich agarbyly zastoupeny nepotazené né&miice ZnO-NPs
(Biochemie Group,CR; 95,5% ¢istota, praimér ¢astic 10 nm sozsahem 5- 50 nm).
Z celkového objemu pi#bné destilované vody byly 2/5 pouzity plidppavu vodné disperze
nana@astic. Nejprve bylo vtomto mnoZstvi vody rozgn$t polovini mnoZzstvi
dispergéniho c¢inidla pyrofosforénanu sodného a poté pethné mnozstvi ZnO-NPs.
Disperze byla umisha do ultrazvukové laznna 45 minut (Bandelin Sonorex Digitec,
Némecko). Mezitim byl v Erlenmeyerovych id@ch gipraven agar ve zbylém mnozZstvi

vody s druhou polovinou dispergdho ¢inidla. Agar byl zakén na 95 +5 °C za stalého
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michani a po 15 minutach byla dalSich 15 min pogtyo kapkach filévana disperze ZnO-
NPs. Nakonec byl horky agar rozlit do Petriho midek kontrolnich agdr byl také gidan

dispergant.

Kazda testovaci koncentrace byldippavena vzdy ve iéch opakovanich éetns
kontrolnich agar. Do vSech agér vtestu byly vytveéeny vrypy kopisti pro snadj$i

pronikani roupic do média.

2.7 Priprava praskového agaru a ovesnych viek k analyze

Pro ICP-OES analyzu bylyfipodni agar a krmné ovesné &y rozloZzeny mikrovinnou
mineralizaci. Bylo navazeno 200 mg vzorku, ktery pgveden do teflonovych patron, do
kterych bylo pidano 6 ml 65% kyseliny dusié. Po 10 min reagovéani za pokojové teploty
rozklad dale probihal v mikrovinnémizzeni Speedwave MWS-2 dle teplotniho programu.
Prvnim krokem bylo udrzovani teploty 160 °C po dd&min @i 80% vykonu. V druhém
kroku byla teplota zvySena na 200 °C po dobu 10piiistejném vykonu zézeni. Poslednim
krokem bylo ochlazeni na 20 °Gi10% vykonu pistroje, které trvalo 10 minu€iry roztok
mineralizatu byl kvantitativh preveden do 50ml odémé baiky a doplin deionizovanu
vodou po rysku. Vysledny roztok byligd analyzou uchovavan v polypropylenovych

oznaenych lahuwtkach i -20 °C. Stejnym zfisobem byly upraveny i slepé vzorky.

Speedwave MWS-2 (Berghof, ¢éfecko) je mikrovinné zézeni z nerezové oceli
o vykonu 1000 W umaidijici rutinni rozklady malych objein vzorki s minimalnimi
panttovymi efekty. Za&zeni je vybaveno @i patronami z inertnich polymi&rna bazi
teflonu a kemenného skla propustnych pro mikroviny (Bergh®172, Laboratory Journal,
2013).

2.8 Priprava roupic k analyze

Kazda testovaci Petriho miska, jako je na obrazkab3ahujici agarovy gel odite
koncentraci Zn obsahovala 20 jedindruhuE. crypticus Jeden vzorek roupic pro ICP-OES
tvorili vZzdy vSichni zivi jedinci z jedné misky; ti, &ti nereagovali na mechanickou stimulaci,
byli povazovani za mrtvé. Ziwichové byli z agaru opaténvyjmuti malym Sttcem (viz

obr. 4) a peneseni do kadinky s deionizovanou vodou. Pomegnéito Sttecku byl obsah
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kadinky mir® promicha. Pro dikladné @isténi roupic od zbytk pady byly roupice
Steteckem pgrenesenylo dal$ k&dinky s deionizovanou vodoak je vidét na obrazku .

Roupice byly déale igneseny po menSim §a (nag. 5jedinail) Stteckem na filtra&ni
papir, aby byly zbavenyigbyt&né vody, jak je vi&t na obrazku 6. Mezitim byl filteaim
papirem osuSen i malyegec, kterym byli Zivéichové postupé pieneser do gredem zvéazené
10ml plastové odrérné baiky. Po vloZeni vech roupic byla higa ot zvazena pro ziska
hmotnosti ziveichia. Pro rozklad jeding byl do baiky nasleds piidan 1 ml 2% TMAH.
Pouplném rozpug&ni roupic byla baka doplna deionizovanou vodou na poZadov.
objem. Stejnym zgsobem byly pipraveny ivzorky roupic zchovnych misek (obr. 7
k ziskani pozdilovych koncentraci sledovanych pivkPro &ely standardnihoffdavku, kdy
bylo potebné mit kdispozici ¥tSi objem vzorku, bylo chovnych misek do 50ml hky
odebrano 100 roupic, které byly rozptny v5 ml 25% TMAH a doplany deionizovanol

vodou na vysledny objel

Ptiprava roupic chovného agaru pro ICP-MS a ETV-IGFS analyzu byla obdobr
jako pro ICPOES. Vzorek byl fipraven . 20 roupic v plastovych zkumavkach, do kter
bylo pidano 0,5 ml 25¢ TMAH. Pied doplgnim vzorku na objem 10 ml deionizovar
vodou byly zkumavky umishy do ultrazvukové 14z dokud Ziv@ichové nebyli zcel

rozpuséni (10 —15 min).

Obrazek 3: Testovy agar s roupicemi
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Obrazek 4: Separovani roupic : agaru Obrazek 5 Deionizovana voda s roupicen

A \
ML ) i

Obrazek 6: Roupice na filtraénim papiru Obrazek 7 Chovny agar s roupicem

2.9 Priprava agarového geli k analyze

Po vybrani roupic byl nasledo¥ik analyze pouzit i agarovy ¢. Vzorkovany byly jak
testove tak kontrolni agarcé gely ze dna i z vka Petriho misk, pficemZ se odebirané
oblasti vyhybaly z&ezim pro roupice divodu mozm@ pritomnosti jeich mrtvych &l. (viz
obr. 8).Do sklergnych kadinek bylo navazeno okolo 4,5 g agarového, g kterému byl
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pridany 2ml 65% HNG; a kadinka byla umigha na varnou deskiPo rozpu&ni gelu i
80°C byl obsah kadinky ieveden do 10ml anky a vzorek byl dopl&n deionizovanol
vodou. Vpiipad nedokonalého rozpudti vzorku gipadré vysrazeni latek roztoku, Ize
vzorky pefiltrovat nagiklad pies 1,5 pm nylonovy 8kackovy filtr.

Obrazek 8: Vzorkovéani agaru

2.101CP-OES analyz:

V préci byl vyuzit spektrometr ICP-OES Integra X(GBC, Australie. F¥istroj je
vybaven univerzalnim proplachovym, termicky staolianym monochromatorem ty
CzernyTurner s rozsahem vinovych délek 1- 800 nm a detalnim systémem se éwma
fotonasohii. Spektrometr disponuje velmi jemnym nastaveninovich délek presnosti na
0,0001 nm a umadilije rychly scan. Vysokofrekveéni plazma je produkovano va@iézicim
generatorem (40,68 MHz) velmi stabilnimii pnalyze vzork s problémovymi natricemi.
Uspaadani spektrometru zajiie vysoky fenos energie do plazmatéimz je zajis¢éna
vysok& @&innost buzeni. GBC Mass Flow zdji§e pfitoky plyni s uspokojivou kratkodobc
(pod 0,5 %) i dlouhodobou stabilitou (vipghu ¢tyt hodin pod %). Systém pro aplikaci
vzorkii je snadno rozebiratelny patitatem fizenym zvlgovaiem argonu, diky kterému
umozréna analyza roztak s obsahem soli az 30 % (m/v). Cyklonickou miznou kamiaze
piimo vyuZzit i pro analyzu suspenzi, emulzi atok zarové minimalizuje pandtove efekty
(RMI, 2017).
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Vytvotreni ICP-OES metody zahrnuje sérii na sebe navachjikroki. Je volena
vhodné spektralni linie, obvykle s nejvysSi citbtio zpisob zaznamu a o&ter signalu
a korekce spektralnino pozadi. Jsou nastavovanyoijlet toky argonu, nagpi na
fotonasohii, vyska pozorovani aftfkon do plazmatu. Obvykle, Zidodu WtSi rychlosti
analyzy, a tim i mensi sgeby vzorku, jsou voleny kompromisni podminky, které
upiednosiiuji spisSe méacitlivé a mér koncentrované prvky. Intenzita signalti pysokych
hodnotach mize byt omezena sniZzenim gtpna fotonasolsi, pripadré mize byt pouZzita
meére citliva spektralnic¢ara. Ri vyvoji metody jsou obvykle pro kontrolufipomnosti

spektralnich interferenci vyuzivany &dyi vice) spektralnicary, pro rutinni pouziti dale
posta&uje vyuZzit pouze jednu.

P¥i analyze byl pouzit koncentricky pneumaticky zaowia® o pritoku vzorku 1,5 ml
a mlzna komora o objemu 50 ml (oboji Glass Expansiustralie). Byly sledovany prvky
charakterizujici biomasu (K, P, Mg, Ca) a Znéibhi probihalo vzdy verd¢ch replikach.
Zvolené emisnicary, korekce pozadi a n&p na fotonasolsi pro jednotlivé prvky jsou
uvedeny v tabulce 5, dalSi pracovni podminky v l@6. Rozsahy koncentraci kalibnéch
standard byly nastaveny pomoci oriegt@ho neieni intenzit signalu vzotka dostupnych

standardnich roztd@ko znamé koncentraci (viz kapitola 2.4).

Tabulka 5: Vybrané spektralni linie, korekce pozadia napéti na fotonasobti

Prvek Céra ) [nm] Korekce pozadi [nm] PTV [V]
K 766,490 0,0410 600

P 213,618 0,0250 600
Zn 213,856 0,0240 500
Ca 396,847 0,0450 500
Mg 285,213 0,0420 450

PTV — nagti na fotonasoldi

Tabulka 6: Pracovni podminky ICP-OES analyzy

Parametr Hodnota |Parametr Hodnota
P¥ikon plazmatu 1000 W | Priatok nosného plynu 0,65 I.mir*
Vyska pozorovani 6 mm Rychlost pumpy 10 ot&ky.min™
Pratok plazmového plynu 10 L.min* | Doba integrace signalu 0,15s(0,5s pro P)
Pritok vnéjSiho plynu 6 l.min" | Stabiliza&ni doba 30s

44



2.111CP-MS analyza

V praci byl pouzit hmotnostni spektrometr s ionizaéndukéné vazaném plazmatu
s detektorem doby filetu ionti TOF-ICP-MS Optimass 9500 (GBC, Australiejid®oj tvai
téi ¢asti, prvni znich je argonové plazma se systémearasSeni vzorku, zde dochazi
k atomizaci a nasledné ionizaci vzorku do prvnitwizatniho stavu. Z#zeni je vybaveno
Mass Flow technologii na vSech tocich glyriVe druhé ¢asti, v interface tv@ném
tiikonusovym systémem, jsou ionty extrahovany z vgsgidotniho plazmatu do
spektrometru a ip pifechodu z atmosférického tlaku na velmi nizky tlak spektrometru
dochazi k urychleni ioft Tieti ¢asti je hmotnostni spektrometiteB vstupem do fifetové
oblasti, kdy jsou vSechny ionty vzorkovany ortogoi& iontového paprsku v jedéasovy
okamzik, Ize filtrovat nezadouci ionty pomoci fltniho z&izeni Smartgate, v fletové zo®
jsou pak ionty fokusovany do detektoru. Vysledkemalgzy je simultanni zaznam
kompletniho hmotnostniho spektra, které velniespg zachovava pogmy jednotlivych
izotopi. Zatizeni dokaze analyzovatiplné multiprvkové analyze az 120 vzérka 1 hodinu
(RMI (2), 2017).

Pred kazdou analyzou pomoci ICP-MS je pracovniky Hatmbe provedena
optimalizace pracovnich podminek spektrometru, jedgledovéna intenzita signalu izotopu
2% (roztok o koncentraci 1 pg) a cilem je dosaZeni nejvy3si intenzity signatu p
zachovani nejlepsSiho rozliSeni. N#ipna detektoru bylo nastaveno na 3000 V, vykon
1200 W, piitoky plazmového, wjsiho a nosného plynu byly 11; 0,55 a 0,99 I:ifnin
Parametry iontové optiky a pozice plazmovéhitaka byly nastavenyipd kazdym rétenim,
jejich typické hodnoty jsou uvedeny v tabulce 7arRirna intenzita signalé®®U byla 40000

counti a pimérné rozliSeni 1600.

Metoda ICP-MS byla pouzita pro analyzu Ag, Au, Hp, Sn, Cd a Zn ve vzorcich
roupic z chovnych agar

2.11.1ETV-ICP-MS analyza

Pro stanoveni zlata (izotdp’Au) bylo pouZito ICP-MS ve spojeni s elektroternyick
odpdovanim. Jednotka ETV GF 500 je modifikactizani pro elektrotermickou atomizaci
vyrakeneho firmou GBC (Australie).i#stroj je vybaven grafitovou pickou, ktera slougkq
zdroj aerosolu pro hmotnostni spektrometr. Maxima&osaZitelna teplota je az 3000 °C
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a maximalni rychlost dlevu je 2000 °C:& Vzorek je do grafitové picky davkovan pomoci
autosampleru (PAL Furnance autosampler, GBC, Alistrétery obsahuje 40 pozic pro
vzorky a deset pro standardy, davkovany objeftdarbyt az 100 pl. Autosampler zdjige
také davkovani modifikatoru. Spojeni jednotky ETYC®-MS je realizovano pomoci 95 cm
dlouhé transportni trutky z materidlu Tygon® o vrihim ptaméru 4 mm.

Priprava ETV-ICP-MS metody zahrnuje optimalizaci pnatich podminek
hmotnostniho spektrometru, optimalizaci teplotnffrogramu jednotky elektrotermického
vyparovani, volbu modifikatoru a jeho davkovani. Optiipati pracovnich podmine&ni
obtiznou pechodovy charakter ETV-ICP-MS sighaproto je pdateni nastaveni provédo
pracovniky laborat@ pomoci vySe uvedeného optimadizho roztoku. Typické pracovni
podminky optimalizované n&*®*U ziskané pomoci kontinualniho&teni optimalizaniho
roztoku jsou shrnuty v tabulce 7. Typické hodnaoitenzity i akvizici 1 s byly kolem 15000
counti, rozliSeni kolem 1300. Po nalezeni optimélnichrpioeék byl gistroj vypnut a systém
vhaseni kapalnych vzoikbyl vyménén za ETV jednotku. Rtoky nosného, plazmového
a vrejsiho plynu byly 0,93; 13 a 0,55 |.mtnVykon byl nastaven na 1200 W a zvolenéatap
na detektoru bylo 2500 V. Do grafitové picky bykv@ovano 20 ul vzorku.

Optimalizace pracovnich parametéTV jednotky je obdobou zpracovani teplotniho
programu pro ET-AAS. Jde o volbu vhodnych Kroteplotniho programu, vyhovujiciho
modifikatoru a jeho davkovani. Podminky pouZzit&twtpraci vychazely ze studia literatury

a praci ¥novanych ET-AAS a jsou diskutovany v kapitole 3.7.
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Tabulka 7: Pracovni podminky ICP-MS a ETV-ICP-MS amalyzy

Parametr Hodnota Parametr Hodnota
ICP-MS | ETV-ICP-MS ICP-MS | ETV-ICP-MS
Torch X position 9,9 mm 10 mm Fill 40V -37V
Torch Y position 0,2 mm -0,2 mm | Fill bias 0,01V 1,2V
Torch Z position 0 mm 0 mm Fill grid -10V -30V
Nebulizer flow | 0,99 L.min* | 0,93 l.mir* | Pushout grid -465 V -486 V
Plasma flow 11 I.mir* 13 L.min* Pushout plate 540 V 655V
Auxilary flow 0,55 l.mir* | 0,55 l.min* | Blanker 200 V 150 V
Generator power| 1200 W 1200 W | Reflectron 640 V 670 V
Skimmer -1300 V -870 V Multiplier gain 3000 V 2500 V
Extraction -1200 V -1100 V Detector time CO -803 ns -823 ns
Z1 -900 V -900 V Detector time C1 2023 ns 2016 ns
Y mean -280 V -220V Blanker time CO 186 ns 158 ns
Y deflection ov ov Blanker time C1 252 ns 248 ns
Z lens mean -1100 V -1200V | Sample intro time 10s Os
Z lens deflection 40V 2V Pump speed 10 rpm 0 rpm
Lens body -130 V -195V Acquisition time 5s 12s
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3 Vysledky a jejich diskuse

Cilem prace bylo fpravit metodu pro stanoveni zinku ve vzorcich p@adjicich
z ekotoxikologickych pokus Slo o vzorky jednak testovacich organisgimiz jsou roupice
Enchytraeus crypticysjednak o vzorky testového proedi - agarové gely. Pro Uplnost
informaci byly analyzovany igwvodni praSkovy agar a ovesné kg, kterymi byly roupice
krmeny. Kron¢ zinku byly analyzovany i dalSi prvky vyskytujicd § biomase testovanych
Zivocicht, pomoci kterych bylo mozné sledovat zejména opatedwost postupu. Prakticka
aplikovatelnost metody byla posuzovana v testeehkterych byla hodnocena a vzjemn
porovnavana bioakumulace zinku ve fdérmman@astic ZnO-NPs a ve veéd dolke

rozpustného, snadno biodostupnéhd'ze ZnCh.

Vychodiskem pro fipravu metody byly literagh dostupné udaje. V literat (viz
kapitola 1.6) je postupifpravy obvykle popsan dost zjednoduSenyniispbem, #které
nezbytné kroky, nap separace testovacich organism pady, jsou vynechanyCasto
pouzivanym diim krokem je lyofilizace, suSeni vzdrklasickym postupem v suSérije
vyuzito Zidka. Vysledky jsou pak vztahovany na suchou hmdtézeni organisin je
pokladano za kriticky krok vzhledem Kk jejich velmialym hmotnostemipd i po suSeni.
Prevedeni vzork do roztoku je pakcasto provagho pomoci mikrovinného rozkladu
v kyselire dustné ve smisi s peroxidem vodiku / kyselinou chlorist@i mineralizaci
piidavkem kyselin dugné / chlorovodikové na topné desce. K analyze lbymajzity ICP-

MS ¢i AAS nejéastji s elektrotermickou atomizaci.

Roupice jsou velmi malych rozfmi, nizké hmotnosti a maji velmiréhka &la. Proto
bylo zanmgrem vyvinout metodu s minimalni manipulaci se veonk jednoduchym rozkladem
a navazujici nenatoou, robustni analytickou koncovkou. DalSim, spigedlejSim
poZzadavkem, bylo pouZziti malého mnozZstvi chemiké8i ilis zatgZzovych pro Zivotni
prostedi i pro obsluhu a co nejnizZ&sové naroky metody. Roupice po slédi od gelu byly
vazeny bez f@dchoziho stanoveni suSiny a rozpagtbez pouziti mikrovinné mineralizace
v prostedi TMAH. Rednost& byla pouzivana ICP-OES¢koliv je pracovist vybaveno
i ICP-MS, ktera poslouzila ke kontrolnimu stanoveimku a orient&nimu stanoveni dalSich
kovi a jako vychozi bod pro ETV-ICP-MS. ICP-OES je naetoutiné vyuZivana, znaé
robustni wéi pritomnym chemikaliim ve vzorku.rfpadre viivy sloZzek matrice jsou relatien
shadno rozpoznatelnéiasitelné. Uskalim mohou byt detek schopnosti metody, zejména

je-li k dispozici malé mnoZstvi analyzovaného miatara nizk4 koncentrace analytu ve
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vzorku. V omezené g |ze situacteSit minimalnim ngedénim vzorku pi jeho pipraw. Fi
pouziti ICP-MS je pdtba kwili horSi toleranci k obsahu matrice ve vzorku vzoviceiedit,
coz vzhledem k velmi nizkym det@&km limitim neni problém. Vysledné nizsi koncentrace
analytu mohou byt doprovazeny zvySenym rizikem chitbntaminaci a podminkou je také
vysoka cistota laboratorniho prasdi a pouzitych chemikdlii. ETV-ICP-MS se jevi
perspektiveé vzhledem k moznosti davkovani malého mnoZstvi kizos koncentrovanou
matrici. Byla posuzovana vhodnost pouzitych metbglg hledany jejich optimalni pracovni

podminky.

3.1 Hodnoceni postupu ffipravy vzorku k analyze

Zamérem prace bylo zjednoduSenitigravy malych vzork oproti dohledanym
postumim vV literatde. Ri vyhodnoceni ekotoxikologickych téstz paitu prezivSich
organisnii je testovaci fida rozmichana ve veda organismy jsou fixovany etanolem,
obarveny bengalskoterveni a pipadré vybrany z idy (OECD, 2004; Kobelbva et al.,
2011). Tento zfisob separace je zivan i v pracich, kdy jsou analyzovariatjedindi
Z pokusu. Tento postup se jevi jako velmi destwmktittla roupic mohou byt takto rozlamana
zejména po jejich uhynuti v présti etanolu a nemusi byt z testovédy oddtlena

kvantitativr.

V naSem pipadt byla veSkera manipulace s roupicemi prawed malym Stteckem,
ktery zajistil Setrné f@nédSeni. Z obavy oigriti jedin@ byly roupice nejprve promyty
v kadince s pitnou vodou a poté v dalSi kadinceigmizovanou vodou. Ukazalo se, Ze Ize
pouzivat pouze deionizovanou vodu, protoZe omytpiotrva pordrné kratkou dobu, &hem
které nedojde k usmrceni roupic. Roupice bygneseny gteckem na filtr&ni papir, kde
byly zbaveny pebyté&né vody, a dale do 10ml plastové aginé baiky, ve které byly
zvazeny. V tabulce 8 jsou uvedeny navazky 100 cidvmoupic ziskanyckityimi osobami.
Hodnota RSD 12,9 % je velmfigniva. Pro hodnoceni vhodnosti stanoveni mokréthasbi
je velikost smirodatné, respektive relativni grmdatné odchylky d@lezita. Hrd4 ve své
diplomové praci (2015) uvadi pro 70 ks roupic RS mokrou hmotnost 15,6 %, pro
hmotnost vysuSenych roupic 20,3 %. Suchy zbyteRiris) gedstavoval 17,3 % gvodni
mokré hmotnosti a byl stanoven s RSD 9,2 %. Cederg(2013) ve své praci uvadi relativni
smérodatné odchylky vysledk prvkové analyzy pozovych koncentraci vztazenych na
suchou hmotnost pro roupice 20 — 80 %. Tyto hodisuy zavislé na mnozstvi sledovaného
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analytu. Navic jsou to hodnoty pro cely analytick@stup nikoliv jenom pro geni
hmotnosti. V porovnani $mito daty a vzhledem k velmi malé velikosti i hmasti roupic

a s ohledem na praci vice lidi prvni krok pracdytshromazéni roupic k analyze, vykazuje
uspokojivou reprodukovatelnost. Vysledna hmotnastingiliS zatizena chybou #gobenou
zbytkovou vodou na povrchglta zarové swdci o dobrém odseparovani agarového gélu p
piipraw roupic k analyze. Uplabvat se bude paténvariabilita hmotnosti jedinc Navazka
Enchytraeus crypticug test zavisela na ptiu prezivSich jeding (8 — 20) a pohybovala se
v rozmezi 5 — 18 mg s{mérnou hmotnosti jedné roupice 0,6 mg. Data odpovid&rmaci

z OECD (2010) o gmerné hmotnosti 5 — 10 mg pro jedince drdbualbidus ktery je jen

0 néco WtSi nez jedinec druhH. crypticus

Tabulka 8: Mokra hmotnost roupic

1 2 3 4 5 6
Navazka 100 roupic [mg] 75,57 59,71 60,75 56,39 59,84 72,07
Median [mg] 60,3
Smérodatna odchylka [-] 1,19
RSD [%] 12,91

3.2 Rozpouseni vzorku

Pt rozpousEni vzorku byl hledan nejjednodussi postup s minminaégzi pro Zivotni
prostedi. U vzorki, u kterych to bylo mozné, bylo cilem optimalizoyatstup a dosahnout
¢ireho roztoku bez pouziti mikrovinné mineralizaé&o rozklad 20 roupic v liae bylo
nejprve voleno izné mnozstvi 2M a 65% HNOV prostedi zedkné kyseliny se vSak
roupice nerozpoudly témei vibec a v koncentrované kysdlirbyl jejich rozklad velmi
zdlouhavy a wadé pripadi nedokonaly s viditelnym zbytkem. Vyhovujicimigobem se
nakonec ukéazal bytifdavek 1 ml 25% TMAH (pro vysledny objem 10 ml)ekt zaji§uje
pievedeni roupic do roztoku radu desitek minut. Rozklad lIze urychlit vioZzenim do
ultrazvukové lazé nebo michanim. Pokud je Zadouci snizit zastouprggainické matrice, lze
pridat pouze 0,5 ml TMAH v celkovém objemu 10 ml (ET®P-MS) @i mirném navySeni

doby vzorku v ultrazvukové lazni.

U vzorkia agarového gelu bylo zkouSeno rozpéngijeho fizného mnoZzstvi na topné
desce také v TMAH v po#énu 1:9 pro zachovani stejné matrice vZojiko u vzorki roupic.
Rozpustny agarovy gel vSak po vychladnutisotuhnul. ZvySenim poénu TMAH na 2:8
bylo bez optovného zatuhnuti docileno rozpirst cca 3,5 g agaru. Pro zpracovani zhruba
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4,5 g agaru bylo nejefektisi piidani 2 ml podvarové HN{a zaliivani na topné descéip
ob¢asném michani s naslednym kvantitativnifevedenim do biky a doplnim na objem
10 ml. Agarovy gel byl zpracovavan ve stejny dekojaoupice, z vodu postupného
vysychani a zakoncentrovavani gelu. U testovacjemgiedevsim s vysSi koncentraci Zn,
nastaval problém s mrtvymély roupic, kterd komplikovala rozpousti agaru, jelikoZz se
roupice v HNQ rozpousti ¢asté&né. Vzorkovani testovych agarproto bylo prova&ho
rovnonerné mimo vrypy. Roztok analytu byliry, ale existovalo riziko, Ze bude mit vysSi
viskozitu oproti kalibranim standaréim, coz by pi stanoveni Zn mohlo vnaSet systematickou
chybu. Roztoky sypkych latek (praskovy agar, ovedoéky) byly pripraveny mikrovinnou
mineralizaci postupemébné pouzivanym v laboratopro tento typ materialu. Mineralizaty

byly doplrény demineralizovanou vodou na poZadovany objem.

3.3 Vhodnost ICP-OES analyzy

ICP-OES byla uzita pro analyzu mineralizébupic, agarového gelu, praSkového agaru
a krmnych vigek. Byl stanovovan zinek a prvky, které mohou ckirdzovat biomasu (K,
P, Mg a Ca). Pracovni podminky metody, ktera byla tento @el pouzita, jsou uvedeny
v kapitole 2.10. Red jejim rutinnim pouzitim pro pi@by ekotoxikologickych pokusbylo
tireba o¥fit jeji vhodnost. Bylo iteba vyhodnotit (i) deteki schopnosti metody, jeji
analytické charakteristiky, (ii) posoudit vliivipodni matrice vzorku i chemikalii, které byly

pouzity pro rozklad vzorku, a (iii) provést ofexti pro kontrolu stability metodydase.

3.3.1 Posouzeni vlivu matrice

Pro gipravu vzork byly pouzivany #izné postupy a odliSné chemikalie izmém
mnozstvi (kyselina du&na v kalibr&nich standardech a jeji zbytek po mineralizaci, THJA
Mineralizaty a kalibréani standardy mohou mit odliSné fyzikalni vlastnodtieré jsou
pii¢cinou odliSného chovaniipvnaseni roztoku do plazmatu a mohou awvat vysledek
analyzy. Provedeno bylo srovnani &mc kalibranich fad pripravenych v 0,65% HNE)
2,5% TMAH a wcisté vod se smirnici zavislosti standardnihafidavku (STP). Vysledky
metody standardnihofiplavku jsou pokladany na nejnémvlivnéné sloZzenim matrice.

V tabulce ¢. 9 jsou uvedeny s#mice jednotlivych metod s procentuélnvyjadienym
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rozdilem hodnot sinic. Rozdily jsou patrné a lze pozorovat vliv rea, ktery je zdrojem

systematické chyby.

V praxi by bylo mozné eliminovat vliv matrice ponigaorovnavaciho prvku, eliminace

pomoci STP v rutinnich analyzach neni moznalikmedostaténému mnozstvi vzorku

z ekotoxikologickych test Vzhledem ke zjednoduSeni analyzy, pro kterou Yig péiprava

nékolika kalibranich fad komplikaci, byly pro dalSi rutinni analyzy rotippouzivany

standardni roztoky v 0,65% HNOSystematicka chyba nebyla dale korigovana. Armalyz
vzorka ve 2,5% TMAH s vyuzitim kalibgaich standantl obsahujicich HN@Ize aiekavat
asi 0 10 % nizSi vysledky, coZipvyhodnoceni bioakumutaiho faktoru neni zavazny

problém.
Tabulka 9: Smérnice pouzitych metod
KS ; KS ; KS ]
Prvek STP 0650 HNO, 1 |v250%TMan [ v H,0 [%]

K 2626 2992 114 2644 101 3212 122
P 5123 5313 104 5474 107 5413 106
Zn 133306 158940 119 141459 106 166401 125
Ca 481317 507952 106 466688 97 504115 105
Mg 379133 449923 119 398879 10% 470787 124

STP — smirnice standardnihofdavku, KS — srérnice kalibr&nich standari

3.3.2 Analytické charakteristiky a ¢asova stabilita ICP-OES metody

Instrumentalni deteaki limit vypovida o detednich schopnostechigtroje. ICP-OES
software jej vyhodnocuje jako koncentraci analyiera odpovida trojndsobku srodatné
odchylky intenzity pozadi giiené v mist korekce pozadi (tabulka 12). Cely analyticky
postup ovSem zahrnuje vice kfgkpti nichz dochazi k nedni pavodniho vzorku. Tuto
skut&nost je teba zahrnout do hodnoty detekho limitu pracovniho postupu, ktery je
sowinem instrumentalniho deté&kiho limitu a fediciho faktoru. Najklad pri ptipraw
mineralizati s navazkou 0,2 g a vyslednym objemem 50 ml nabsdici faktor hodnoty 250.
Detelkeni limity postupu udavaji minimalni mnozstvi analytietekovatelné viwodnim
vzorku (tabulka 10). i# vyvoji metody pro vice prvk rozdilne koncentrovanych a rozdin
citivych maze byt potléena odezva prvku snizenim gtpna fotonasolsi, jako to bylo

v pripact vapniku a hitiku.
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Tabulka 10: Detekéni limit metody a detekéni limity postupu pro jednotlivé vzorky

o Detatai limit Meto_cila E. Cryptiius Agarovy_lgel grval;:r?&?i?g
[Hg.I"] [mg.kg] [Hg.kg] [mg.kg]
K 270 300 640 68
P 20 23 48 5,1
Zn 0,83 0,91 2,0 0,21
Ca 0,050 0,060 0,12 0,013
Mg 0,46 0,51 1,1 0,12

Pravdivost vysledk analyzy lze ogfit pouzitim matricového certifikovaného
refereniho materialu, je-li k dispozici. V tomtofipadt analyzy mokré biomasy vhodny
material dostupny nebyl, proto byla pouzita mets@dedardnihoidavku. V tabulce 11 jsou
porovnany teoretickyifdané a nalezené koncentrace sledovanychipnjednom z roztok
pouzitych pro vyhodnoceni metody standardniliddgvku. Navratnosti se pohybovaly
od 94,5 % (h&ik) do 103 % (vapnik), relativni simodatné odchylky od 1,31 % (fidk)
do 6,68 % (draslik).

Tabulka 11: Vysledky analyzy vzorku roupic obohaceaho o cilové analyty

Skuteény Teoreticky .
Prvek pl‘idavei p1“~|’daveky Navratnost Rl
[mg.I"] [%0] [%0]
K 2,96 3 98,7 6,68
P 2,81 3 93,8 2,30
Zn 0,14 0,15 95,1 1,83
Ca 1,55 15 103 1,36
Mg 0,57 0,6 94,5 1,31

PrestoZe byly fipravené vzorky analyzovany nejp@gaddruhy den od jejich fipravy,
byla zji¥ovana stalost roztdk Ke znménam v koncentracich ivie dochazet vlivem nép
adsorpce na &by nadob, vnichz byly uchovavany. Jeden z raktgdouZzitych pro
vyhodnoceni metody standardnihiddavku byl uchovavan v chladize a znovu progtovan
po jednom a dvou tydnech. Z tabulky 12 je patrreéyazdily v koncentracich jednotlivych

prvki v rozmezi iti tydni jsou zanedbatelné stéjjpko RSD a vzorek by tedy bylo mozné
analyzovat i po delSim uchovavani.
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Tabulka 12: Stalost koncentraci prvki v ¢ase

Prvek CO Cl. tydtj C2. tyden RSD
[mg.I"] [%]
K 4,74 4,75 5,13 1,56
P 5,97 6,34 5,83 0,36
Zn 0,22 0,22 0,22 0,68
Ca 1,76 1,67 1,45 3,99
Mg 0,74 0,82 0,77 2,07

Vysledky uvedeny jako median

Za &elem sledovani stability metody ¢ase byly v pibéhu celého nsteni do
rutinnich analyz &kolikrat zaazeny kalibrani standardy jako kontrolni vzorky. Slo
o kalibrani standardy pro roupice v 0,65% HR@ o kalibr&ni standardy pro agarovy gel
v 13% HNQ o koncentracich uvedenych v tabulce 13. Navratnmsi tyto roztoky se
pohybovaly v rozmezi od 96 do 103 % s RSD od 066L@0 %. Velmi nizka variabilita
vysledii swdéi o dostatéené stalosti metody ¥ase.

Tabulka 13: Opakovana analyza kalibra&nich standardi

Prvek Standﬁlﬁ (\)/30’65% Navratnost RSD
[mg/1] [%0]
K 5 98 - 100 0,72
P 5 97 - 98 0,99
Zn 0,25 98 - 100 1,21
Ca 2,5 101 - 102 0,56
Mg 1 96 - 99 1,90
Standard v 13% HNO; | Navratnost RSD
Prvek
[mg/1] [%0]
K 5 99-101 0,80
P 5 97 - 100 1,67
Zn 0,25 99-101 0,90
Ca 2,5 100 - 103 1,12
Mg 1 98 - 100 1,10

3.4 Pozalové koncentrace

Pro vSechny typy materigl které mjakym zpisobem souvisi s ekotoxikologickym
testem, byly stanoveny pa¥avé koncentrace sledovanych pivkTyto informace jsou

nezbytné pro spravné zhodnoceni dat ekotoxikolggitktesti. Mimo Zn byly sledovany
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i dalSi prvky jako mozné indikatory biomasy. Kontrane jednotlivych prvik ve vzorcich

jsou uvedeny v tabulce 14.

Tabulka 14: Pozal’ové koncentrace analyzovanych vzork

Prvek Praskovy agar Ovesné vigky Agarovy gel E. crypticus|Jedinec E. crypticus
[mg.kg™] [ug]

K 260 +43 4196 +75 5,19 +0,49 1390 +6/8 0,882 +0,085
P 38,2 +1,7 4857 £74 0,46 +0,0023 1984 +130 1,3120,1
Zn 2,0+1,9 32,2 +2,3 0,06 +0,01 60,1 £11 0,0383 880
Ca 1461 +40 616 +96 17,0 £0,25 173 £114 0,117 +0,075
Mg 580 +24 1475 +23 3,14 0,012 116 +6,6 0,0748 01007

Vysledky jsou uvedeny jako fimér +tsmérodatna odchylka

Zinek byl v roupicich nalezen v koncentraci 60,11#hg.kg'. Tato hodnota je ve
vyborné shod s vysledky pozdiové koncentrace zinku 60,3 +3,5 mgtkstanovené pomoci
ICP-MS (viz kapitola 3.6). Koncentraci nelze&impo porovnat s hodnotami nalezenymi
v literatute, jelikoZ koncentrace jsou udavanggevsim na suchou hmotnost roupic. OdliSné
je i st&i organisni a zejména testovaci podminky pouzivajici jiddyp VeétSina dostupnych
experimeni pracuje s nekontaminovanotinedni pidou LUFA 2.2 stejé jako Cedergreen
a kol. (2013), ktd uvadiji nalezenou koncentraci Zn 82 +23 mg'kgztaZenou na suchou
hmotnost roupic. Pokud pouZzijeme (0daj o obsahungusoupic, ktery uvadi ve své
diplomové praci Hrda (2015), je nami nalezeny uUdadjsahu zinku v suché hngot
10,4 +1,9 mg.kdg.

Van Straalen a Van Wensem (1986) stanovovali kanees Pb, Zn a Cd &kolika
druzich malych ¢lenovai v nizozemské oblasti ztiéténé emisemi zinkové tovarny
(koncentrace Zn viu: 25500 +3690 pmol.kY suché pdy). Z vysledk nelze potvrdit
pavodni teorii zavislosti mnoZstvi kéw organismech na jejich velikosti a trofické arovn
Rozhodujici je prawtpodobré predevsim fyziologie jednotlivych drih MnoZstvi Zn bylo
uvedeno v umol.K§ suché hmotnosti Ziwichi pro brouky #iznych druli 860 — 3600,
stonozky 2850 — 6050, pavouky 4370, r@eto5580 a chvostoskoky 700 — 1100.
Van Straalen a kol. (2001) stanovovali také obsstenych kovi u bezobratlych odebranych
z pady v okoli Kosogorské hitv ruské oblasti Tula (Zn 276 +44 mgkguché hmotnosti).
Obsah Zn byl uveden v mg vztazenych na kilogramh&uemotnosti organisim u Zizal
raznych druli byl v rozmezi 355 — 480, u chvostoskok0 — 79, stejnono#c79 — 170,
pavouki 272, stonoZzek 582 a rozt02638.
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Cedergreen a kol. (2013) vztahuji koncentraceostaranych prvi také k Mg jako
prvku ugujiciho biomasu pro ipsrEjSi hodnoceni vysledk Pongr koncentrace Zn
a koncentrace Mg v roupicich z nagippavy vzorki vykazovala RSD 20,1 %, coZ repasi
zlepSeni oproti RSD 19,2 % nalezici pouze k goxgm koncentracim Zn v roupicich. Tato
hodnota RSD vztaZzena k mokré vaze roupic z naSjstedia je niZzSi nez hodnota 28 %,
kterou uvadi Cedergreetii praci se suchou hmotnosti roupic. Na zaklaahoto srovnani Ize
usuzovat na spolehlivost vysledkii pouziti mokré hmoty, kterd je srovnatelna s wjkie

pii pouziti hmoty suché.

3.5 Bioakumulace slowenin zinku v roupicich

ICP-OES byla vyuzita pro stanoveni zinku v testéstaaoupicich a agarovém gelu
pochazejicich z pokis ve kterych byla sledovana bioakumulace zinku zeClZz
a znan@astic ZnO-NPs. Z nalezenych dat byl vyfidn bioakumuléni faktor zinku
v roupicichE. crypticus Vysledky pro ob formy Zn jsou uvedeny v tabulce 15 i graficky
(graf 1). Z grafu je patrné, Ze obsah zinku v roigh gevySuje pozdiovou koncentraci.
Zinek ze ZnCJ je akumulovan ve &si mie, Ize tedy pedpokladat jeho vySSi biodostupnost
pro E. crypticus pravépodobré diky dobré rozpustnosti a disociaci chloridu natyo Vyssi
koncentrace ioiit ve vodné fazi agaru umidje efektivréjSi prostup Zn povrchenkla
roupic. Oproti tomucastice ZnO-NPs vykazovaly niZz8i bioakumulaci v ioigh Zejme
z op&ného divodu. Vysledky koreluji se zé&ry nalezenymi v literafte. Timto zg@sobem
bylo zarové owéieno, Ze vyvinuta metoda je fultkd, splnila swj Ucel a je tedy vhodna pro
sledovani zinku i dalSich kéw roupicich v ramci ekotoxikologickych pokusICP-OES
muze byt v postupu nahrazena jinou adekvatni an&btickoncovkou, v nejjednodussim
piipadt nag. F-AAS.

Tabulka 15: Bioakumulaéni faktor

ZnCl, Castice ZnO-NPs
Agarovy gel Roupice BF RSD Agarovy gel  Roupice BF RSD
c Zn [mg.kg’] [-] [%0] ¢ Zn [mg.kg™] [-] [%0]
0,354 112 328 5,21 0,547 91,7 192 12,2
0,573 120 209 2,83 0,845 89,8 114 5,67
0,946 144 154 6,21 0,965 94,4 104 15,5
2,58 261 101 2,56 2,61 135,5 53 10,6
5,68 379 67 11,2 5,40 180 34 5,30
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Graf 1: Bioakumulace ZnClL a ZnO-NPs v roupicick

3.6 ICP-MS stanoveni kowi v roupicich

ICP-MS je k&Zr¢ pouzivanou metodou,tera méa oproti IC-OES menSi sptebu
vzorku, coz nmize byt dilezitou vyhodou fi analyze malych navazek vzorku. Nevyhodo!
potreba prace dostaténé naedinymi vzorky kwli pfitomnosi matrice vzorku ic¢inidel,
kterd byla pouZita feho rozkladu.VeétsSi fedni vzorku je pi hmotnostni spektrometi
v indukéné vazaném plazmatu vyvazeno instrumentalnimi aelimi limity, které jsou ve
srovnani s ICP-OES mekolik radi nizsSi. Vzorky rougc pro analyzu byly fipraveny stejnyn
jednoduchym postupe, tedy rozpusiny v TMAH. Pro sniZzeni matricovych efektbylo
oproti ICPOES pouzito polowini mnozstvi hydroxidu pro ziskani roztolkc obsahem
TMAH 1,25 %.

ICP-MS byla pouzita pro analyzu pafavych koncentraci chovnych roupicich.
Kromé zinku byly stanoveny koncentrace dalSich kayjejichz sloieniny ¢asto nalézal
uplatréni ve forngé nan@astic, nebo kteréipdstavuji riziko pro Zivotni pragtdi (Ag, Au,
Hg, Pb, Sn, a CdDale byly vypaiteny instrumentalni deteki limity. Ziskany byly zeft
meéieni jako koncentrar odpovidajicitrojnasobku srkrodatné odchylky intenzity pro nejniz
standard (Ag, AuXi pro druhy nejnizsi standard (Hg, FSn, Cd aZn). Detekni limity
instrumentalni, postupa nalezené koncentr@ kowi jsou uvedeny tabulce 16. Prvky Cd
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a Sn nebyly ve vzorcich detekovany, jejich mnozegviizorcich bylo pod detékim limitem
piistroje. Metoda nebyla validovana.

Obsah zinku ve vzorcich je oproti ostatnim fwkiadow vysSi. Nalezena koncentrace
61,3 +3,8 mg.kg mokré hmoty je ve vyborné shod vysledky pozdiové koncentrace zinku
60,1 +11 mg.kg stanovené pomoci ICP-OES. ©imetody jsou tedy vhodné pro stanoveni
obsahu Zn v roupicich pro geby ekotoxikologickych test | pies rychlejSicas stanoveni
pomoci hmotnostni spektrometrie je préely rutinni analyzy vhod#)Si pouziti ICP-OES
diky jeho nizSim nékladn na provoz. ICP-OES je pro peby experimentu dostajici a ma
nizsi poZzadavky néistotu chemikalii a laboratorniho nadobi bez nuiridsnatizované gisté
laboratdie. V gripad, Zze by bylo limitovano mnoZzstvi vzorku rfégad na jednotlivé jedince
nebo na jejicltasti, bylo by teba gevést analyzu do mikrostitka, pak by ICP-MS stanoveni

vyhovovalo patr vice.

Tabulka 16: Detekeni limity pro ICP-MS s koncentraci prvki v roupicich

DL metody DL postupu C v roupicich RSD
Prvek Izotop 4 @ 1
[ng.I"] [bg-kg'] [mg.kg~] [%6]
107 0,35 0,29 0,047 10,6
A9 109 0,17 0,14 0,048 10,8
Au 197 0,26 0,21 0,037 22,4
Hg 202 3,33 2,73 0,18 71,9
Pb 206 + 207 + 208 0,19 0,15 0,051 5,85
Zn 66 7,83 6,43 61,3 6,20
Sn 118 0,28 0,23 - -
Cd 111 0,39 0,34 - -

3.7 Potencionalni vyuziti ETV-ICP-MS

Pfi zminované nutnosti igvedeni analyzy do mikratfitka z divodu limitovaného
mnoZstvi vzorku by mohla byt svyhodou pouzita rdatdCP-MS s elektrotermickym
vyparovanim. ETV-ICP-MS dokaze pracovat s velmi malyrbjeny vzorku wadech pl
a neni nezbytné&si fedeni vzorku jako u klasické ICP-MS. Pokud jsou vhé&divoleny
teploty, gipadre piidan vhodny modifikator, dokdZze ETV v kroku pyroyyziasgsns
eliminovat vlivy matrice. Pro asfeni moznosti ETV-ICP-MS analyzy bylo vybrano Aweré

je rovrez pouzivano v &kterych slodeninach jako nariéstice.
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Pred vlastnin vyhomocenim byla provedena optimalizatplotnho programu. Na
zaklad informacio teplot vypaovani Au fii 2600 °C byla zvoler o néco vysSi prvotni
teplota vyp#ovani 2700 °. Pro optimalizaci pyrolyzy byl prméfovan standard
o koncentraci AW,1 pg.”* v 0,65% HNQ vzdy ve dvou replikaclpii zvysujici se teplat
pyrolyzy v rozmeziB0C — 1200 °C. Po sestrojenfikky pyrolyzy z ni byla nasledh urcena
optimalni teplot&00 °C. Tato hodnota byladmpromisem mezi maximalni inteitou signalu
a nejlepsi opakatelnosti nireni ¢« RSD 2,8 %Podobr byla provedena optimalizace teplt
vyparovani, kdy pi zvolené teplat pyrolyzy 500 °C byla pribéhu stanoveni standar
meénéna teplota vyp@vani \rozsahu 2300 — 2700 °G/ySSi teploty dosahujici 2800 ¢
nebyly pouzity ©hledem na teplotni odolnostiojené transportni trubice. vysledki byla
jako idealniteplota vyp#&ovani vybran teplota 2700 °C (viz graf)2 Teplotacisticiho kroku

bylanastavena na 2750 °

10000 ® Pyrolyza
9000 - L
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Graf 2: Optimalizace teplotniho programu pro ETV-AICP-MS

Za tchto podminek byla provedena analyza vzorku roupiejre jako u gedchozict
dvou metod byly vyhodnoceny detek limity metody a postupu. Det&ki limit metody
nabyva hodnoty 0,14 n'* a deteknf limit postupu 0,15g.kg?, coZ je mé# nez 0,21ug.kg*

dosazenych ICRAS analyzou fimo vnaseného roztoku. Celkova koncentrace roupicich
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dosahovala 1,53 mg.Kgs RSD 35 %. Takto vysoka koncentragekpaiujici o rékolik radi
koncentraci ziskanou pomoci ICP-MS (0,037 mg)k@ vysokd hodnota RSD &
0 nedostaté optimalizaci metody. Jednou z moznosti odliSmyg$ledki je nedostaima
teplota vyp#&ovani, kdy by mohl byt pouzit vhodny modifikatorydujici tkavost Au,¢imz
by byla umozZ#na prace s nizSimi teplotami vypaani. Wu a kol. (2007) pouzili jako
modifikator chelaténi pryskyici YPA4, diky které docilili sniZzeni teploty vyfmvani Au
aPb o 700 °C, tudiz pro kvantitativni vypai €chto kowi post&ovala teplota 1900 °C.
DalSim divodem vysokych odchylek byla prajgbdobr odliSna transportni dinnost
analytu pro vzorek a standardy. Organicka matriosabena ve vzorku uminZje bshem
pyrolyzy vznik uhlikovych cast&ek, které transportni ¢innost analytu zvysSuji, oproti
standardnim roztaim, které organickou matrici neobsahovaly. Li a K&004) pouzili 6%
polytetrafluorethylen (PTFE) pro eliminaci matrigah efekti pri méreni prvki (V, Cr, Mo,
Ba, La, Ce, a W) v lidském séru. PTFE zamezilotamaprviki pii pyrolyze do teploty
600 °C a tim i kolisani signalihem n&ieni.

Jelikoz vhodné modifikatory nebyly k dispozici, ngb pro optimalizaci podniknuty
dalSi kroky. Vyhodou metody staleistava jeji vysoka citlivost, nizké detek limity
a moznost analyzy mikrovzatkNevyhodou #stava slozitost optimalizace metody, avsék p
nalezeni vhodného modifikatoru eliminujiciho vlivganické matrice by byla ETV-ICP-MS
perspektivni metodou, jelikoZfiprava vzorku v TMAH je z pohledu ICP-MS techniky

nevyhovujici kwili mozné tvorls interferujicich polyatomickych sléenin z matrice.
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4 Zavér

Byla vypracovana literarni reSerSe zZé@ma na ekotoxikologické testy, biodostupnost
a bioakumulaci ko v organismech a organismy vyuzivané jako bioiniké v testech
bioakumulace. Podrobji byly popsany Zizaly a roupice pati k pidnim bezobratlym.
Priblizeny byly principy ekotoxikologickych testvcetné pouzivanych substriata postup
piipravy vzorki k analyze. Popsany byly metody prvkové analyzgdpvSim z hlediska
dosazitelnych detekich limith a moznosti zpracovani malych mnoZstvi vzorku
z ekotoxikologickych test

Cilem prace bylo vypracovat metodu pro stanovennkwi ve vzorcich
z ekotoxikologickych pokus kterd by minimalizovala manipulaci se vzorkeman&rem
bylo zjednodusit rozklad vzorku a snizit narokymaozstvi chemikalii, fistrojové vybaveni
a potebny cas. V literatiie neni tato problematikarips jasré popsana, ¢které gipravné
kroky pred analyzowasto nejsou komentovany nebo jsou popsany nedéastatebvykle je
pouzivana lyofilizace, fppadr®é umiséni vzorku do suSarny s naslednym vazenim
a mikrovinnym rozkladem. NavrZzeny postup zahrnowdtEleni roupic z agaroveého gelu
pomoci Stce, omyti gelu z&t roupic, jejich vazeni a rozpowsi v 25% TMAH. Ri postupu
byl vynechan uvéthy krok vymraZovani¢i vysouSeni vzorku, coZ snizilo et kroki
piipravy. Vazena byla mokra hmotnost roupic opraieréitie pracujici s jejich suchou
hmotnosti. Porovnanim opakovanych navazek sta cozigkanych &olika osobami bylo
potvrzeno, Ze separovani roupic z agaru, od&tiambytkové vody zd roupic a jejich
shroméazdni k analyze vykazuje uspokojivou reprodukovatelreosryslednd hmotnost neni
piiliS zatizena chybou. Agarovy gel byl rozpamstv 65% kyselig dustné. Vzorky

praskového agaru a ovesnychddhk byly zpracovany mikrovinnou mineralizaci.

Analyza metodou ICP-OES byla prvni volbou dikyrjemensim narakm nadistotu
chemikalii bez nutnosti klimatizované labor@oPomoci ni byly u vzotkroupic sledovany
vlivy matrice (2,5% TMAH), ktera byla odliSna od triee ostatnich vzork (HNOs).
Porovnany byly sirnice standardnihorfglavku se sirnicemi kalibr&nichiad gipravenych
v 2,5% TMAH, 0,65% HNG@ H,O. Pro zjednoduSeni tésbyla vybrana kalibréni rada
s 0,65% HNQ I pies vneseni dité systematické chyby, ktera vSak nebyla pro dalioveni
zavaznym problémem. Krafnrzinku byly stanoveny i prvky sledujici biomasui,Ca a Mg.
Porovnanim teoretické a skute koncentrace STP byla sledovana navratnost metody

opakovanym r&enim roztoku STP v rozmezieth tydrmi byla owiena stabilita roztak
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v ¢ase, coz je informaceukkzitd k planovani prace v labor&toOpakovanym réenim
kalibratnich standaril v praibéhu jedné analyzy byla éiena stalost metody dase. Zjistné
detekni limity postupu a metody pro jednotlivé vzorkylypwyhovujici pro stanoveni Zn
danym postupem, ktery by mohl byt aplikovan ifldpd i na jednu roupici nebo jef@ast.
Byly stanoveny poz#ové koncentrace uvedenych pivid celé sady vzoikvstupujicich do
experimentu. Pozova koncentrace zinku je odliSna oproti hodnotatezemych v literatte,
jelikoz dostupné studie vyuZily jiné testové predf nez agarovéudy, nefastji standardni
pudu LUFA 2.2 nebo firodni kontaminovanéualy.

Jelikoz byly dete&ni limity ICP-OES vyhovujici pro analyzované vzork@yla
metoda o¥iena analyzou vzotk z testi bioakumulace ZnGla ZnO-NPs v roupicich.
Vysledky byly vyhodnoceny porovnanim bioakumimih faktofi. Je Zejmé, Ze ZnGl se
v téle roupic akumuluje ochotji oproti form¢ nana@astic ZnO-NPs. Mnoho experimént
zkouma@ toxicky vliv latek na organismus sawanim stednich letalnich koncentraci apod.
a hodnota BAF je wad pripadi nedostupna. i@sto je v mnoha studiich usuzovano, ze
rozpustrjsi formy latek vykazuji snadisi ¢i rychlejSi bioakumulaci, coz koreluje s vysledky
uvedenymi v praci. Vzorky z tesbyly postupem analyzovatelné, nalezené koncenhia&e
vyznamm pievysSovaly detedni limit a ziskané vysledky z pohledu interpretéesti davaly
smysl. Metoda tedy splnila gyucel a je vhodna pro pouZzitifipekotoxikologickych testech

s robustni analytickou koncovkou pro stanovenizinkoupicich.

Pro g@ipad nutnosti fevedeni test do mikrongtitka byly pouzity i metody s nizSimi
deteknimi limity. Koncentrace zinku a koncentrace ddistowui, jejichz slodeniny setasto
nalézaji ve formd nan@astic, nebo kterérpdstavuji riziko pro Zivotni prasdi (Ag, Au, Hg,
Pb, Sn, a Cd), byly stanoveny metodou ICP-MS. Ob&ahve vzorku stanoveny MS
spektrometrem se vybafrshodoval s koncentraci stanovenou metodou ICP-®Sodou
ETV-ICP-MS byl stanoven izotop’’Au. Byla optimalizovana teplota pyrolyzy a nasledn
teplota vyp#ovani. JelikoZ ziskana koncentrace zlatackolk tadi prekratovala hodnotu
ziskanou metodou ICP-MS, bylo bieba pouzit vhodny modifikator pro snizeni teploty
vypaovani a pro potkeni matricovych efekt Vhodné modifikatory pro dostajici

optimalizaci teplotniho programu nebyly vip&hu prace k dispozici.

Bylo zjiSttno, Ze postup ifpravy vzorki roupic z ekotoxikologickych testlze
zjednodusit, v postupu je mozné vynechat vysuSenipic bez vyrazného zhorSeni
reprodukovatelnosti metody, coz velmi ulafe manipulaci s organismy a sniZzujasovou

naranost gipravy vzorki k analyze. V fipad dostaténého mnozstvi vzorku, které bylo
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pouZzito v praci, je pro rutinni stanoveni Zn metd@P-OES svymi detakimi limity
dost&ujici. V piipacdt prevedeni do mikrogtitka by byla ¥ejmé nejperspektivéiSi ETV-
ICP-MS analyza diky moZnosti prace s opravdu matynozstvim vzorku. Bylo by Zadouci
pokusit se ziskat vhodné modifikatory pro dostatel optimalizaci a provést dai&du tesi

ovéienych nagiklad metodou standardnihéigavkuci pridavkem vnitniho standardu.
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