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Seznam zkratek
DDT - 1,1,1-trichlor-2,2-bis(4-chlorfenyl)ethan

PCB — polychlorované bifenyly

EPA — Agentura pro ochranu zivotniho prostfedi, federalni vladni agentura USA
WHO - svétova zdravotnicka organizace

API — aktivni farmaceutickd substance

PAH — polycyklické aromatické uhlovodiky

POPs — perzistentni organické latky

UAE — extrakce asistovana ultrazvukem

QUEChERS - zkratka metody extrakce z anglickych nazvu (Quick, Easy, Cheap, Effective,
Rugged, Safe)

SPME — mikroextrakce tuhou fazi

p,p-DDT — 1,1,1-trichlor-2,2-bis(4-chlorfenyl)ethan
p,p--DDD - 1,1-dichlor-2,2-bis(4-chlorfenyl)ethan

p,p‘-DDE — 1,1-dichlor-2,2-bis(4-chlorfenyl)ethylen

OCP — organochlorové pesticidy

GABA — y-aminomaselna kyselina

HCH — hexachlorcyklohexan

OP — organofosfatové pesticidy

AChE — acetylcholinesteraza

ACh — acetylcholin

DNA — deoxyribonukleova kyselina

GC — plynova chromatografie

MS — hmotnostni spektrometrie

LC — kapalinova chromatografie

SIM — monitorovani selektivniho iontu (single ion monitoring)
MRM — monitorovani selektivnich hmotnostnich ptechodt (multiple reaction monitoring)
HPLC — ultra u¢inna kapalinova chromatografie

ECD - detektor elektronového zachytu

ESI — ionizace elektrosprejem



APCI — chemicka ionizace za atmosférického tlaku
ICP — induk¢né vazané plazma
ASE — akcelerovana extrakce

TIC — celkovy iontovy proud (total ion current)



1 Uvod

Voda ve vSech svych podobéch je pro zivot nepostradatelna. I ptes to je jeji kvalita na mnoha
mistech svéta vyrazné ohrozena. Reky, jezera i rybniky jsou zneéistovany at’ uz vlivem
ptirodnich jevd, tak i vlivem ¢lovéka. Tyto polutanty ovSem nezistavaji pouze ve vodé, ale
distribuuji se dale do zivotniho prostiedi, kde mohou reagovat, pieménovat se nebo se
ukladat. V konecném dusledku pak tedy i latka, kterda byla na ur¢itém misté pouzita pro

prospéch ¢lovéka, mize mit nebezpecné dopady v misté, kam se svou distribuci dostala.

Tyto nasledky nemusi byt v kratkodobém méfitku patrné, ¢asto vSak vyplyvaji na
povrch pii dlouhodobé expozici. Zna¢na ¢ast kontaminanti vyskytujicich se v zivotnim
prostiedi je totiz velmi perzistentni. Tyto latky tedy ovliviuji ekosystém i zdravi ¢lovéka
i dlouho po svém vstupu. Je proto zapotiebi jejich piitomnost v prostfedi monitorovat,

jelikoZ nékteré z nich mohou mit zdvazny vliv nejen na lidské zdravi.

Analyza polutanti se ve vétSin€ ptipadii neobejde bez piecisténi a extrakce, ponévadz
matrice, ve kterych se polutanty nachazeji, jsou velmi komplexni. Cilem této diplomové
prace je vytvofit postup, pomoci kterého by bylo mozno vyextrahovat z fi¢nich sedimentt
soubézné dve skupiny béznych polutantl, konkrétné polycyklické aromatické uhlovodiky
a organochlorové pesticidy. Kromé samotné extrakce si tato prace klade za cil také sestavit
metodu pro separac¢ni techniku, ktera by zvladla identifikovat vySe uvedené polutanty

I v nizkych koncentracich, v jakych se ¢asto v prostiedi vyskytuji.
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2 Teoreticka ¢ast

v __7

2.1  ZneciSténi riénich toku

Znecisténi ficnich tokd je problém, se kterym se potykame v dne$ni dobé€, ale jeho
prvopocatky sahaji hloub¢&ji do minulosti. Kritickym se stal celosvétovy rozmach primyslu
po konci druhé svétové valky. Tento rozmach vramci honby za uspokojenim tuzeb
zakaznika nebral pfili§ ohledy na zivotni prostiedi, a tak se feky staly nejen pramyslovym
zdrojem vody, ale také se do nich Casteéné vypoustél i primyslovy odpad. Pravé diky
rychlému rozvoji primyslu v druhé poloving 20. stoleti se do fek zacaly dostavat do té doby
nepfiili§ znamé latky (napt. DDT, PCB) ¢i tézké kovy, které jak znamo jsou vysoce toxické
pro vodni organismy. [1] Krom¢ prumyslu bylo velkou ranou pro vodni toky také rychlé
rozrustani mést, na které vlady nestihaly dostatecné rychle reagovat a z divodu nedostatku

sanitacnich zafizeni se do vod dostavaly i lidské exkrementy. [2]

Nésledky nyni nesou feky po celém svété. Nekteré znich jsou pro mistni
obyvatelstvo velmi vyznamné, nehledé¢ na to, v jak katastrofalnim stavu se aktualné
nachdzeji. Jako priklad Ize uvést feku Matanza v Argenting, ktera je povazovana za jednu
Z nejznecisténéjsich fek na svété. Protéka jednim z nejlidnatéjsich regionti v Argenting (Zije
zde vice nez 6 miliond obyvatel tedy piiblizné 13 % celkové populace Argentiny) a vléva se
do feky La Plata, ktera je zakladnim zdrojem pitné vody pro Buenos Aires, hlavni mésto
Argentiny. V jejich vodach byly nalezeny tézké kovy, polycyklické aromatické uhlovodiky,
riznéd organicka hmota a také organické a anorganické polutanty. Kromé polutantl
vyskytujicich se v samotné fece déla potize i zapach, ktery je timto znec€iSténim zpisoben
ana ktery si mistni obyvatelé stézuji. Problémem je zde urcité i vice nez 15 tisic tovaren,
které¢ se nachdzeji v blizkosti tohoto vodniho toku, ovSem svou roli hraje také vysoka

populace lidi v okoli feky. [3-5]

Dalsim ptikladem miZe byt feka Ganga, ktera je nejen dileZita z hlediska obZivy,
protoze dodava vodu pro zeméd€lstvi (celkove je na ni z hlediska obzivy zavislych asi 36 %
celé indické populace), ale také duchovné a historicky. Reka Ganga je totiz posvatna.
Hinduisté véti, Ze dokaze ocistit dusi a ma 1éCivé vlastnosti. Biehy této feky jsou tedy

nékterymi chudsimi obyvateli vyuzivany pfi pohibech. [6]

Mezi nejvetsi zneciStovatele feky Gangy patii bezpochyby zemédé€lstvi, které je

Vv této oblasti jednim z hlavnich zdroji obzivy. To z feky nejen Cerpa vodu, ale také ji
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znecistuje hnojivy a pesticidy, hlavné insekticidy. Studie provedend mezi lety 2012 az 2017
dokonce uvadi, ze bylo v tomto obdobi v oblasti v okoli feky Gangy pouzito mnozstvi
pesticidi, které odpovida 27 % celosvétové spotieby téchto latek. [7] Kromé zemédélstvi
piispiva ke znecisténi také nezpracovany primyslovy odpad, ktery je vypoustén piimo do
feky napiiklad z koZeluzen, textilnich tovaren, lihovart, chemickych podnikti nebo jatek.
Mimo pesticidy se tedy ve vodé mohou vyskytovat také tézké kovy jako chrom, Zelezo, méd’,
arsen nebo olovo a spousta dalsich polutantt, jejichz zdroji nemusi byt pouze zeméd¢lstvi

nebo primysl ale také vysoka urbanizace. [8]

Obr. 1: Znecisténa feka Ganga [9]

Vysoké znec€isténi fek ovSem neni problém pouze mimo Evropu. Naptiklad feka
Sarno, nachazejici se v Italii, je i dnes povazovana za jednu z nejvice kontaminovanych fek
nejen Evropy ale i celého svéta. Tato feka byly kdysi také uctivana, stafi Rimané ji dokonce
povazovali za boha, a stejn¢ jako Ganga byla feka Sarno kdysi zdrojem obzivy pro mistni
obyvatele. S nartistajicim zneci$ténim uz se ale pro né stava spise zdravotnim rizikem. [10]
Problémem je zde zejména nedodrzovani zakonti, které maji za cil toto znecisténi omezit,
¢1 nedostatecné ¢isténi odpadnich vod z priimyslu (vyroba nabytku, keramiky, kozeluZstvi).
Nedostatecné vyc€isténé odpadni vody nejsou ovSem problémem jen prumyslu, ale
I zem&délstvi. V této oblasti je totiz pouzivano nadmérné mnozstvi hnojiv a pesticidi,
napiiklad k péstovani raj¢at, na které je zaméteno pies 100 podniki sidlicich v okoli feky.
Ke zlepSeni stavu znecisténi feky Sarno nepfispiva ani mistni podlozi, které je tvoreno
hlavné¢ jilem, na ktery se polutanty jako tézké kovy snadno navazi a poté se mohou §ifit dale
prostiedim. VSechny tyto vlivy vedou ke zvySenému zdravotnimu riziku pro mistni

(A4

obyvatele. Jiz nyni je zaznamenan vys§i vyskyt rakoviny u lidi Zijicich v této oblasti. [11,12]

12



Vodni toky Ceské republiky nepatii sice mezi nejvice zne¢isténé vodni toky svéta,
ale i tak jsou znamy piipady vyrazného znecisténi. V poslednich letech je asi nejznamé;jsi
kauzou otravy ficnich vod feka Becva. Tento Unik toxickych latek, které byly nékterymi
laboratofemi identifikovany jako kyanidy, se stal na podzim roku 2020. V dusledku této
kontaminace asi na 40 kilometrech fi¢niho toku zahynulo v fece Be¢vé vice nez 30 tisic ryb.
[13]

2.1.1 Zdroje znecisténi

Z obecného hlediska se zdroje znecisténi fi¢nich tokd d€li na plo§né a bodové. Bodovy zdroj
znecisténi je dle agentury EPA (Agentura pro ochranu zivotniho prostiedi, federalni vladni
agentura USA) jakykoliv zietelny, ohrani¢eny a samostatny pienos, mimo jiné vcetné
potrubi, ptikopu, kanalu, tunelu, potrubi, studny, samostatné trhliny, kontejneru, kolejovych
vozidel, soustiedéného krmeni zvitat nebo plavidla ¢i jiného plovouciho plavidla, z n¢hoz

jsou nebo mohou byt vypoustény znecist'ujici latky. [14]

Naopak plosny zdroj neni nijak ohranicen a nelze ptesné urcit. Toto znecisténi je
zpusobeno jevy jako je odtok vody z ptidy po srazkach ¢i béhem tani sn€hu, atmosféricka
depozice, prusak nebo drenaz. Plosné znecisténi pochazi tedy z mnoha rozptylenych zdroju,
jelikoz voda pti svém pohybu zachycuje a odnési pfirodni i1 ¢lovékem vytvotené latky, které

se nakonec ukladaji do tek, jezer, moktadu, pobfeznich a podzemnich vod. [14]

Mezi nejveétsi zdroje znecisténi patti bez pochyby primysl, ale také odpadni vody
z domacnosti nebo pesticidy a hnojiva pouzivana v zemédélstvi. Velkym problémem je také
rychly ndrust populace a urbanizace, které diky nedostate¢nému nakladani s odpady silné
pfispivaji ke kontaminaci mnoha vodnich tokt po celém svéte. [2,15] Kontaminanty, jako
naptiklad tézké kovy, mikroplasty ¢i nanocastice, se poté nastfadaji a stoji za globalnim
problémem, ktery predstavuje kontaminovana voda. Napiiklad priméra koncentrace
tézkych kovi jako je rtut’ prekracuje piipustné limity (0,001 mg/l [16]) stanovené pro pitnou

vodu Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO) v Africe, Americe, Asii i Evropé. [17]

Vzhledem k tomu, Ze na znecisténi vod ma z velké ¢asti vliv ekonomicky rust, stoji
za zminku Kuznetsova kfivka Zivotniho prostfedi, kterd davad do vztahu znehodnoceni
zivotniho prostfedi a vysi finan¢niho pfijmu na hlavu. Tato kiivka ma tvar obraceného
pismene U a tika, ze s riistem ekonomiky ekologické znecisténi nartsta az do bodu zlomu.

Od ngj se se zvySujicim financnim piijmem znecisténi naopak snizuje, jelikoz stat uz ma
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dostate¢né silnou ekonomiku na to, aby mohl investovat do feseni ekologickych problému.
[18] Ukazuje se ovsem, Ze tato kiivka pfili§ neodpovida realité. Bylo navrzeno i nékolik
modifikaci Kuznetzovy enviromentalni kiivky, mezi néz patii i revidovand Kuznetsova
kiivka (na Obr. 2 oznaena jako Revised EKC), ktera ma dle empirickych vyzkumu bod
zlomu na ose y (ekologické znecisténi) i na ose x (ekonomicky riist) posunut blize k nule.
Tuto zménu maji pravdépodobné za nasledek Cistéjsi technologie a nové piistupy k regulaci

znec€isténi v rozvojovych zemich. [19]

A

New toxics

Race to bottom

Pollution

Revised
EKC

>

Per capita income

Obr. 2: Rizné tvary Kuznetsovych enviromentalnich kiivek [20]
2.1.2 VIiv znedisténi na lidské zdravi

Ptitomnost kontaminanti ve vodé€ je celosvétovym problémem nejen proto, Ze podzemni
apovrchova voda jsou hlavnimi zdroji vody pro zemédélstvi, primysl ¢i chov
hospodaiskych zvitat ale také proto, Ze voda je pro ¢lovéka samotného zivotné dillezita.
Lidské t€lo je tvofeno z asi 60 % vodou a primérné by mél cloveék denné vypit asi 3 litry
vody. Pfesto nema spousta lidi po celém svété k takovému mnozstvi Cisté vody denné
ptistup. [21] Dle organizace WHO je dokonce az 80 % nemoci pfenaSeno nedostate¢né

¢istou vodou a celosvétove az za 3,1 % umrti muze nekvalitni voda. [22]

4

Mezi jednu ze skupin kontaminantt patii tézké kovy. T¢Zzké kovy jsou prvky s vyss
hustotou (jejich hustota je vétsi nez 6 g/cm?®), napt. olovo, Zelezo, rtut, kadmium, zinek,
arsen, méd’ a chrom. Tyto prvky mohou byt v mensim mnozstvi lidskému télu sice prospésné
(napt Zn), ale ve vétSich koncentracich jsou jiz pro zdravi Skodlivé. Kromé& samotného

negativniho vlivu na lidsky organismus maji negativni dopad i na vodni ekosystém. Zde
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omezuji rozmanitost vodnich organismil, ovliviluji ekologickou rovnovdhu vodniho
prostiedi a pro nékteré ryby jsou neurotoxické. Do biosféry se dostavaji ve velkém hlavné
prostiednictvim lidskych Cinnosti, jako je napiiklad primyslova vyroba, té€zba, spalovani
fosilnich paliv, zemé&délstvi nebo doprava. Jelikoz tézké kovy nelze rozlozit a odbourat,
akumuluji se nasledné v Zivotnim prostedi. [23] Jejich akumulace ve vodnich tocich je navic
podpotena tam, kde je vyssi obsah organické hmoty. Toto dokazuje i Obr. 3, ktery pochézi
ze studie sedimentt feky Xiangjiang, jelikoz oblast S6 vykazovala nejvyssi koncentraci

organické hmoty a zaroven nejvetsi koncentraci tézkych kovu. [24]

T ¥ T Y T ¥ T

o~ 1000- Flow direction [ 1L__IPb

Total concentration (mg kg’

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10

Obr. 3: Rozlozeni koncentrace tézkych kovi v sedimentech feky Xiangjiang v oblasti Zhouzhou
Reach [24]

Dusledkem pro ¢lovéka jsou potom zdravotni problémy zplsobené pravé expozici
tézkym koviim. Muze dochézet k naruseni fungovani mozku, plic, jater, ledvin, zhorSuje se
slozeni krve. Toxicita téchto kovii také narusuje fyzické, neurologické a svalové funkce, coz
miuize vést az k roztrousené skleroze, Parkinsonové a Alzheimerové chorobé ¢i svalové
dystrofii. Pokud je navic ¢loveék témto t€Zkym kovim vystaven dlouhodobé, zvysuje se
Sance na rozvinuti rakoviny. [23] Napfiiklad ve studii provedené v Indii byla zjisténa vysoka
koncentrace tézkych kovii, konkrétné olova, chromu, médi a zinku, Vv fi¢nich sedimentech
a byl zde vypozorovan vztah mezi poctem lidi s rakovinou a oblasti, kde zili. Nejvice lidi

s rakovinou totiZ bylo z oblasti s vysokou koncentraci olova a chromu. Vysoké koncentrace

tézkych kovu v fi¢nich tocich by se tedy rozhodné neméla brat na lehkou vahu. [25]

Nebezpecné je také mikrobidlni znecisténi, které je zptisobeno hlavné vypousténim
nepiecisSténych odpadnich vod do povrchovych vodnich toki a ploch. Tyto pak lidé vyuzivaji

jako koupalisté ¢i sportovisté, ¢i tuto vodu piimo konzumuji. Mezi mikrobiologické
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kontaminanty se tadi bakterie (E. coli, C. perfringens), viry (adenoviry) a patogenni prvoci
(G. Duodenalis, C. parvum). Typickymi ptiznaky napadeni lidského organismu jsou prijem,
nevolnost, ¢i anémie. Uz tyto piiznaky mohou byt smrtelné, jelikoz jen v Bangladési maji
na svédomi prijmova onemocnéni az sto tisic umrti ro¢né. [26] Adenoviry ovsem mohou
zpisobovat dokonce infekce mnoha organt, jako jsou o¢i, gastrointestinalni trakt, dychaci

soustava, centralni nervova soustava nebo pohlavni organy. [26,27]

Aktivni farmaceutické substance (API) jsou také jedny z moznych polutanti vodnich
ekosystému. Byvaji oznacovany jako kontaminujici latky vzbuzujici obavu, protoze prestoze
vétsina z nich v soucasné dob¢ nepodléha regulaci, maji potencialni skodlivy vliv na Zivotni
prostiedi 1 lidské zdravi. Velkym problémem je jejich biologicka aktivita, kterd neni v tomto
prostfedi pfili§ prozkouména a kterd muize néasledn¢ vést k neznamym ucinklim na zdravi
a chovani. Diulezita je taky stabilita 1é¢iva, kterda muze v nékterych ptipadech zpusobit
pseudoperzistenci latky v prostfedi. Ptikladem takovych latek mohou byt naptiklad
sulfametoxazol, diklofenak ¢i klaritromycin, které jsou celosvétové hojné konzumovany.
Navic maji, kromé jejich perzistence ve vodnim prostredi, také nizkou miru odstraiovani

v Cistirnach odpadnich vod, které pouzivaji pouze aktivni kal. [28]

Farmaka se tedy do vod dostdvaji pravé jejich nedostatecnym pieciSténim
v Cistickach odpadnich vod ale 1 zemé&délstvim, samoziejmé z farmaceutickych firem a také
z nemocnic. Obecné by se tedy dalo fict, Ze se farmaka do Zivotniho prostfedi dostavaji pfi
svém vzniku, béhem pouzivani, a i pii své likvidaci. [29] Dle celosvétové studie,
publikované v roce 2022, je timto problémem ovlivnéno pfiblizné 471,4 milioni lidi. Tato
studie zkoumala 258 ek ve 104 statech na vSech kontinentech (véetné Antarktidy) a zaméfila
se na 61 aktivnich farmaceutickych substanci. Nejvétsi kumulativni koncentrace API byly
nalezeny v subsaharské Africe, jizni Asii a jizni Americe. Cty¥i API byly nalezené na viech
kontinentech, tedy vcetné Antarktidy, jednalo se o kofein, nikotin, paracetamol a kotinin.
Pokud bychom ovSem vynechali Antarktidu, bylo nalezeno 16 API, které jsou evidentné
hojné vyuzivany na vSech ostatnich kontinentech. Nejvice byla zastoupena antidepresiva
(citalopram, desvenlafaxin, vanlafaxin), poté antihistaminika (cetirizin, fexofenadin)
a antihyperglykemika (metformin, sitagliptin) a poté dalsi latky jako lidokain nebo
karbamazepin. [30]
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Mezi bézné skupiny farmaceutickych polutantt tedy patii napiiklad:

rrrrr

e antibiotika, jejichz piitomnost ve vod¢ zvysSuje riziko rezistence vUci
antibiotické 1éCb¢

e hormony

e psychotropni Iéky, jako jsou pravé vyse zminéna antidepresiva, 3-blokatory
¢i antiepileptika

e kontrastni latky vyuzivané napiiklad pii rentgenu [31]

Jelikoz se s témito latkami mizeme setkévat v bézném Zivoté, neni zcela jednoduché
urcit, jak velky dopad na nds ma jejich vyskyt ve vodnich tocich. Jisté ale je, ze na vodni
zivocichy maji tyto latky negativni vliv, jelikoz jim ni¢i jatra, ledviny i zabra. [31]
Ptitomnost 1é¢iv ve vodach ma také v neékterych ptipadech za nasledek feminizaci samcii

ryb a mize pusobit proti ovulaci, ¢imz ohroZuje rybi populaci. [32]

Dal$imi velmi vyznamnymi kontaminanty vodnich ekosystému jsou polycyklické
aromatické uhlovodiky a pesticidy. I tyto latky maji v mnoha piipadech zédvazny vliv na
lidské zdravi. Ponévadz je vSak na tyto dvé skupiny latek zaméfena celd tato diplomova

prace, budou detailnéji popsany az v nasledujicich kapitolach.

Vzhledem ke vSem vySe uvedenym informacim je zfejmé, Ze polutanty predstavuji
velké riziko. Je proto zcela jist€¢ na misté se o né zajimat a snazit se jejich koncentraci
Vv Zivotnim prostfedi redukovat. Timto miiZeme zajistit sniZeni negativnich dopadl na lidsky

organismus 1 ekosystémy.

2.2  Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAH)

2.2.1 Obecna charakteristika

Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAH) tvoti skupinu chemickych latek, pod kterou
spadaji organické slou€eniny tvofené nejméné dvéma benzenovymi jadry. Neobsahuji Zadné
heteroatomy ani substituenty, jejich struktura je tvofena pouze uhlikem a vodikem. Podle
poctu benzenovych jader se déli na lehké PAH (dvé az Ctyfi jadra) a tézké PAH (vice jak

Ctyfi benzenova jadra). [33]
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Fyzikalni a chemické vlastnosti

Vyskytuji ve tfech zakladnich uspofadanich: linearni, angularni a klastrové (Obr. 4).
Nejméné stabilni je uspotadani linearni, které miizeme pozorovat napt. u antracenu. O néco
vice stabilnéjsi je klastrové uspotadani, které piedstavuje jedno z benzenovych jader
obklopeno alespon tfemi dal$imi jadry, jako je tomu naptiklad u pyrenu. Nejvice stabilni je
uspofadani angularni, které reprezentuje napi. chrysen. VétSina polycyklickych
aromatickych uhlovodiki ovSem nezaujima piesné jedno ztéchto tii uspotradani, ale
vyskytuje se Vv jakychsi hybridnich formach vzniklych kombinaci téchto tii zakladnich.

Mohou také vznikat derivaty téchto latek, kuptikladu aminoderivaty, ty se ale jiz nefadi mezi

PAH, jelikoz nejsou tvofeny pouze uhlikem a vodikem. [34]

L angularni klastrove
linearni

antracen
chrysen pyren

Obr. 4: Strukturni uspoiadani PAH [34]

Krom¢ uspotadani, které¢ ma vliv na jejich stabilitu, jsou jejich vlastnosti zavislé také
na molekularni hmotnosti. Se zvySujici se molekularni hmotnosti se totiZ zvySuje bod tani
abod varu. Zvysuje se také odolnost vici oxidaci nebo redukci, takze vyssi polycyklické
aromatické uhlovodiky jsou vice perzistentni. Naopak dochazi k poklesu tenze par.
Se zvySujici se molekularni hmotnosti klesa také rozpustnost ve vodé€. V organickych
rozpoustédlech jsou ovSem rozpustné velmi dobfe, jelikoz jsou to latky lipofilniho

charakteru, ktery jesté roste s kazdym dal§im ptidanym benzenovym jadrem. [35]

Vzhledem K jejich bodtim tani a varu se jedna za normalniho stavu o latky pevné,
které mohou byt bezbarvé, bilé ¢i svétle zluté. Maji také velmi specifickd UV absorp¢ni
spektra, ktera mohou usnadiovat jejich identifikaci. Vétsina PAH je rovnéz schopna
fluorescence. Kromée dalsiho se tyto latky projevuji i tepelnou vodivosti, citlivosti na svétlo

nebo odolnosti viéi korozi. [35]
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PAH v Zivotnim prostredi

S molekulovou hmotnosti souvisi také jejich distribuce v pid€. Leh¢i PAH jsou tékavési,
mohou se proto z pudy vypafit a spiSe se distribuovat do ovzdusi, zatimco t¢z8i PAH v pudé
zGstavaji sorbovany na pevné &astice (nejéastéji na organické zbytky). [36] Sifeni tdchto
latek prostiedim je velmi ti€inné, takze se mohou dostat i na mista, kde by diky neexistujicim
zdrojiim zneciSténi ani nebyly ocekavany. Jako ptiklad lze uvést studii, ve které byly

polycyklické aromatické uhlovodiky nalezeny na Arktidé¢. [37]

PAH se tedy vyskytuji v zivotnim prostiedi jak v ovzdusi, tak v pidé¢ a mohou se
vyskytovat dokonce i ve vodé. Zde jsou ale vétSinou, z duvodu své vysoké lipofility,
sorbovany na pevné Castice. Zdroje polycyklickych aromatickych uhlovodikii mohou byt
pfirodniho i antropogenniho charakteru. Mohou vznikat pfi nedokonalém spalovani
(za nizké nebo téméf zadné pritomnosti kysliku) jak dieva, plynu, ropy nebo uhli, tak také
odpadkd, tabiku ¢i masa. Nékteré z ptirodnich zdrojii tedy mohou byt lesni pozary nebo
sopecna ¢innost, antropogenné se mohou PAH dostat do zivotniho prostiedi ve vyfukovych
plynech pfi spalovani pohonnych hmot, z primyslu ale i z odpadnich vod domacnosti.
[38,39]

V zZivotnim prostfedi jsou intenzivné sledovany. Jsou totiz typickymi zastupci
perzistentnich organickych latek (POPs), ponévadz vykazuji vysokou toxicitu, perzistenci,
bioakumulaci a migraci na velké vzdalenosti. [40] Piedstavuji také zdravotni rizika, a to jak
karcinogenni, tak i1 nekarcinogenni povahy (v tomto piipadé mohou byt mutagenni,
teratogenni ¢i imunotoxické). [41] Nekteré latky z této skupiny jsou ale pfesto vyuzivany,
napiiklad pro vyrobu barviv nebo plastii. Své uplatnéni mohou také nalézt pii vyrobé

pesticidii a nékteré byvaji obsazeny i v asfaltu, ktery se pouziva pii stavbé silnic. [38]
PAH a vliv na lidské zdravi

Kromé hrozby pro Zivotni prostfedi, jako naptiklad Skodlivy vliv na riist rostlin ¢i sniZovani
propustnosti ptidy a rozpustnosti kysliku v ni, jsou polycyklické aromatické uhlovodiky
hrozbou také pro lidské zdravi. [40] V zZivotnim prostfedim Ize sice najit vice nez 500
riznych PAH, ovSem za rizikové pro lidské zdravi se poklada hlavnich 16 z nich, jejichz
struktury jsou znazornény na Obr. 5. Clovék tyto latky mize dostat do téla mnoha zptisoby,
mezi néz patii napiiklad koufeni cigaret, dychani kouie z ohné, konzumace ptipalenych
potravin ¢i potravin jiZ zneciSténych polycyklickymi aromatickymi uhlovodiky ale i pfimym

kontaktem s kazi. [38,42]
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naphthalene acenaphthene acenaphthylene fluorene anthracene phenanthrene
fluoranthene pyrene chrysene benzo(a)anthracene dibenz(a,h)anthracene
benzo(b)f luoranthene benzo(k)fluoranthene benzo(a)pyrene indeno(1,2,3-cd)pyrene benzo(g.h.i)perylene

Obr. 5: Struktury 16 zakladnich PAH kontrolovanych EPA [43]

Po expozici potom mohou nastat zdravotni komplikace, od téch méné zavaznych,
jako mize byt tfeba podrazdéni o€i ¢i nevolnost a zvraceni, az po velmi zavazné. Kromé
podrazdéni o¢i mohou PAH zpusobit také podrazdéni kiaze, které miize v nékterych
ptipadech vést aZ k riziku vzniku rakoviny kiiZe. Jak bylo totiz zminéno uzZ vyse, nckteré
z PAH jsou karcinogenni. Mimo rakovinu kiize mohou zptsobovat i rakovinu hrtanu a hrdla.
Vznik rakoviny byl pozorovan i jako nasledek dlouhodobé expozice PAH u pracovnikil,
ktefi jsou témto latkam vystaveni. V uvedené studii se jednalo o vznik rakoviny plic,
mocového méchyfe nebo gastrointestinalniho traktu. PAH ovliviiuji také reprodukéni,
endokrinni a nervovy systém a zptisobuji patologické zmény v dychacich cestach, ledvinach

¢i jatrech. [44,45]
2.2.2 Metody extrakce PAH z piidy a sedimenti

Extrakce polycyklickych aromatickych uhlovodikli ze sedimentt je ztiZzena n¢kolika faktory.
Jednim z nich je, jak jiz bylo zminéno vySe, hydrofobni povaha téchto latek, ktera ma za
nasledek jejich sorpci na pevné castice. Diky této sorpci se sice PAH stavaji méné
nachylnymi k degradaci, at’ uz chemické ¢i biologické, ztézuje to ovSem cely extrakéni
proces. DalSim problémem byva "stafi* materialu, protoze starnuti podporuje uschovavani
PAH do mikropdért ¢astic plidy, ¢imz se jejich ochota extrahovat se jeste snizi. Mezi metody
pouzivané pro extrakci polycyklickych aromatickych uhlovodiki patii Soxhletova extrakce,

extrakce za pomoci ultrazvuku, akcelerovand extrakce, superkriticka a subkriticka extrakce,

mikrovinna extrakce, extrakce na pevné fazi ¢i termicka desorpce. [46,47]
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Tradi¢ni metodou pro extrakci PAH z pud je extrakce s vyuzitim Soxhletova
extraktoru. Pii ni dochazi k opakované extrakci stale ¢istym rozpoustédlem, protoze je vzdy
regenerovano pomoci refluxu. Nevyhodou toho typu extrakce jsou velmi dlouhé extrakéni
¢asy (az dny) a nutnost pouziti vétSich objemii rozpoustédel. Proto se od ni postupem Casu
upousti a ptfechazi se na jiné, rychlejsi a Casto i ekologic¢téjsi varianty. DalSim problémem
Soxhletovy extrakce jsou také vyssi pracovni teploty, které mohou ovliviiovat extrakci
tékavejsich nebo termolabilnich analyta. Ty totiz mohou degradovat, pokud jsou vystaveny

ptili§ dlouho vysokym teplotam. [47]

Jednou z metod rychlejsich nez Soxhlet je naptiklad extrakce asistovana ultrazvukem
(UAE). Tato metoda je ¢asové, materialove i pfistrojov€ nenaro¢nd, vzhledem k tomu, Ze je
K ni zapotiebi pouze vzorek sedimentu ¢i pidy, vybrané rozpoustédlo a ultrazvukova lazen.

Navic vykazuje srovnatelné vysledky se zavedenou Soxhletovou metodou. [48]

Je také u¢inna pro extrakci mensSich mnozstvi vzorku. Pro dobrou reprodukovatelnost
je ale nutno optimalizovat podminky jako je sloZeni a objem rozpoustédla, doba extrakce
¢ipocet opakovani. Jeji nespornou vyhodou, kromé c¢asové, pfistrojové a finanéni
nenaroc¢nosti a také jednoduché predptipravy vzorku, je jeji nizka extrakeni teplota. Také je
mozno simultdnné extrahovat n¢kolik vzorkid v jedné ultrazvukové 1azni oproti extrakci

pouze jednoho vzorku v jednom Soxhletové extraktoru v jeden Cas. [49]

Dalsi metodou pouzivanou pro extrakci PAH z pid a sedimentt je akcelerovana
extrakce rozpoustédlem. Jejim nespornym plusem je, jak jiz nazev napovida, rychlost, ktera
muze vyrazné zkratit ¢as extrakce. Tohoto zrychleni je dosahovano zahfatim rozpoustédla
nad jeho bod varu, diky vy$§imu tlaku zustava ale stale v kapalné fazi. Timto je zvysena
kapacita rozpoustédla a zaroven vyssi tlaky napomahaji odstranéni moznych vzduchovych
bublinek ve vzorku, takZe se vétsi ¢ast vzorku mizZe efektivné dostavat do styku
s rozpoustédlem. Nekteré studie uvadi, Ze pouziti této extrakeni techniky vyrazné zvysuje
vytéznost polycyklickych aromatickych uhlovodikt z ptid a sedimentt. Je zde také velmi
jednoduché ptiprava vzorku pro extrakci a oproti Soxhletové extrakci se vyuziva znatelné

mensich objemi rozpoustédel. [50]

Kromé akcelerované extrakce se vyuziva i superkriticka fluidni extrakce, s oxidem
uhli¢itym jako latkou v nadkritickém stavu a ptidavkem modifikatoru, naptiklad methanolu,
pro ucinngj$i extrakci. I tato metoda vyrazné Setii Cas a mtize délku extrakce zkratit az na

pul hodiny. Dalsi vyhodou je bezpochyby jeji vysoka selektivita, diky které neni zapotiebi
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predcisténi vzorku. Také je zde absence organickych rozpoustédel (az na modifikatory
pouzivané v n€kterych piipadech), které mohou byt toxické. Dilezité ale je optimalizovat
teplotu extrakce, jelikoz pii vySSich teplotach mize dochazet ke ztratam analytd. [51] Mimo
superkritickou fluidni extrakci lze pro extrakci PAH vyuzit i metodu extrakce subkritickou

vodou, ktera se taktéz ukazala jako ucinna. [52]

Pomérné novinkou v oblasti extrakce PAH z pud a sediment je metoda QUEChERS,
pii které dochazi k vysolovani latek z roztoku, nejéastéji v pfitomnosti acetonitrilu a vody.
Jeji proces se sklada ze dvou ¢asti, nejprve dochézi k rozd€lovani fazi a tzv. vysolovani za
ttepani a nasledné centrifugace. Po centrifugaci je potieba odebrat svrchni vrstvu a provést
S ni jesté disperzni extrakei pevnou fazi. | tato metoda byla uspéSné vyuzita pro zjistovani

ptitomnosti polycyklickych aromatickych uhlovodikt z pud. [53]

Krom¢ téchto metod extrakce, které vyzaduji, aby byl vzorek v kontaktu
s extrakénim ¢inidlem, se je$té vyuziva tékavosti PAH. Vzorek se zahieje a uniklé t€kavé
latky se zachytavaji adsorpci, nejcastéji na vldkno. Ptikladem miize byt mikroextrakce na
pevné fazi (SPME), ktera byla pro tyto Gcely vyuzita naptiklad pti analyze kontaminovanych
sedimentl z norskych pfistavii. Vyhodou této metody je, ze lze provadét zcela bez
rozpoustédla, staci pouze vzorek lehce zahtat a t€ékavé PAH zaCnou ze sedimentii unikat

a budou se adsorbovat na mikroextrakéni vliakno. [54]

2.3  Pesticidy

2.3.1 Obecna charakteristika

Pesticidy jsou bud’ jednotlivé latky anebo smés takovych latek, které slouzi predev§im
k ochran¢ zeméd¢lské produkce. Dle definice EPA jsou slozeny z Gi¢inné latky a inertnich
pfipadné omezuje jejich dopad. V nékterych piipadech mlze byt G¢inna latka regulatorem
rustu rostlin, defoliantem, desikantem nebo stabilizatorem dusiku. VSechny ostatni slozky
tvofici pesticid jsou nazyvany inertni slozky, které jsou dulezit¢é pro vykonnost
a pouzitelnost vyrobku. [55] V této praci je pod pojmem pesticid mySlena ve vétsing ptipada

pfedevSim ona G¢inna latka.
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V dnesni dobé jsou pesticidy jiz nezbytnou soucéasti nasich zivoti vzhledem
ke stale vzrustajici populaci a tim padem 1 zvySujici se Spotiebé potravin. Bez pouzivani
pesticidii (spravné naplanovaného a provedeného) by mohla byt produkce nékterych
zemédélskych plodin az o 40 % niZs§i, nez je nyni. NejveEtsi spotieba pesticidi je v Asii, kde
se v n€kterych oblastech pohybuje az kolem 25 kg na hektar. Momentaln¢ se na celém svété
pouziva okolo 1200 riznych pesticidi, nékteré z nich jsou ale v Evrop¢, naptiklad pro svou
Skodlivost, zakazany.[56] Mapa nize (Obr. 6) zobrazuje riziko znecisténi zeméd¢lské puady
pesticidy. Pochazi ze studie, ktera tvrdi, Zze az 64 % pudy vyuzivané v zem&dé€lstvi je
ohrozeno zneciSténim. TO znamend, ze V dané oblasti residua pesticidi ptekrocila
koncentraci, pii které jesté nedochazi k zadnym neptiznivym ucinkiim na kvalitu vody,

biologickou rozmanitost nebo lidské zdravi. [57]
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Obr. 6: Mapa znazornujici oblasti ohrozené znecisténim pesticidy [58]

Hlavnim zdrojem pesticidil je tedy logicky zemédélstvi, dalSim ze zdroji mizZe byt
ale také lesnictvi Ci textilni primysl, konkrétné¢ odpadni vody z textilnich tovaren. Takeé
komunalni odpadni vody spole¢n¢ s primyslovymi odpady, které jsou v nékterych zemich
vypoustény piimo do vodnich toki mohou za zvySenou koncentraci téchto kontaminantt

ptirody. [56,59,60]

Nicméné problémem pesticidnich piipravku neni jen jejich ukladani ze zdroju do
pudy, jejich pohyb zivotnim prostfedim a ohrozeni biologickych systémt, které z toho plyne.
Neblahy vliv maji také vysoké obsahy organickych rozpoustédel, které se do téchto

ptipravkl ptidavaji naptiklad pro jejich lepsi aplikaci, ktera je ovSem také komplikaci.
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Nejcastéjsi aplikace je totiz postiiky, béhem kterych miize byt velka ¢ast pesticidniho
ptipravku odnesena vétrem ¢i splachnuta vodou mimo cilenou oblast, takze az 95 %
pesticidii se nemusi dostat k cilovym Skidctim. Pti postiiku se pesticidy tedy kromé cileného
mista dostavaji také do atmosféry, kde riznymi chemickymi a fyzikalnimi interakcemi mtize

dochazet k vzniku nezadoucich meziproduktt. [56]

Pojem pesticidy zahrnuje Sirokou skupinu latek, kterd se mtize dale délit. Kritéria

déleni mohou byt:

e zplisob pouziti — postiiky, popraSovace, natéry, pevné navnady, ...
e vznik
o biologické — ziskavaji se zptirodnich zdroji, napf. pyrethrin
z nékterych rostlin rodu chrysanthemum nebo azadirachtin z neemu
(zederach indicky)
o syntetické — vyrabi se primyslovymi postupy
o selektivita
o Sirokospektralni — regulace velkého mnoZzstvi druhti skiidct
o uzkospektralni — regulace zaméfend pouze na malou skupinu sktidcti
e cileny organismus
o insekticidy — hmyz a dalsi ¢lenovci
o herbicidy — plevel a nechténé rostliny
o rodenticidy — mysi, krysy, potkani a dal$i hlodavci
o fungicidy — houby, plisné a hniloba
o akaricidy — roztodi
o moluskocidy — slimaci a hlemyzdi
e chemicka povaha
o anorganickd — slouceniny na bazi kovi, naptiklad médi
o organicka —slouc¢eniny na bazi uhlovodikt a jejich derivatl, napiiklad
organofosfaty, karbamaty, pyrethroidy ¢i organochlorové slouceniny
[61-64]

Mezi dalsi typy pesticidi patii napiiklad defolianty rostlin, dezinfekeni prostredky,
regulatory ristu rostlin, nebo repelenty, které nezpusobuji smrt, ale maji za ucel Skidce, at’

uz se jedna o hmyz nebo tfeba ptaky, odpudit. [62]
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Obr. 7: Ptiklady struktur nékterych skupin organickych pesticida [64]

Pesticidy maji mnoho mechanism ucinkt, které budou pfiblizeny v nésledujicich
podkapitolach, shrnuti hlavnich cilt jejich puisobeni je znazornéno na Obr. 8. Obecné mohou
byt pesticidy zhlediska vlivu na zdravi genotoxické, neurotoxické imit endokrinné
disruptivni G¢inky. Bézné zdravotni problémy, které souvisi s expozici pesticidy, jsou
neplodnost, neurologicka onemocnéni, hematologicka a hormonalni abnormalita. Byl
prokazan také vznik autoimunitnich chorob, respiraéni onemocnéni ¢i riznych druhii
rakovin. Kromé toho byl také zjistén Castéjsi vyskyt Parkinsonovy choroby, leukémie nebo
autismu v obydlenych oblastech blizko zeméd¢lskych pozemki, kde se pesticidy trvale

pouzivaly. [56]
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Obr. 8: Schéma hlavnich cilti pasobeni pesticidl v lidském organismu [65]
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2.3.2 Organochlorové pesticidy

Organochlorové pesticidy jsou celosvétoveé pouzivané, i presto, ze znacnd Cast latek patiici
do této skupiny byla ve vyspélych zemich jiz zakézana. Jsou totiz vysoce toxicke, lipofilni
(ukladaji se v tucich), velmi pomalu se rozkladaji a v disledku toho se mohou
bioakumulovat. Jejich stabilita a t€kavost jen pfispiva k moznosti vysoké perzistence
Vv prosttedi, jelikoz mohou ulpivat nejen v piid¢€ ale také ve vzduchu. Do zZivotniho prostiedi
se dostavaji samoziejmé z chemickych postiikd plodin, ale dal§imi moznymi vstupy do
ptfirody mohou také byt odpady ze skladek nebo Uniky z primyslovych tovaren, které

organochlorové pesticidy vyrabi. [66]

Mezi typické zastupce téchto chlorovanych pesticidi patii: aldrin, endrin, dieldrin,
heptachlor, lindan, p,p*-DDT (1,1,1-trichlor-2,2-bis(4-chlorfenyl)ethan), p.,p‘-DDD
(1,1-dichlor-2,2-bis(4-chlorfenyl)ethan), p,p‘-DDE (1,1-dichlor-2,2-bis(4-chlorfenyl)ethylen).
Vétsina vySe uvedenych latek se vyuziva hlavné jako insekticidy, tfeba i v boji proti malarii
a tyfu. Ovsem naptiklad lindan naSel své vyuziti i jako rodenticid a akaricid (pesticidy

uréeny k hubeni hlodavct a roztoct). [66]
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R > Cl Cl
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heptachlor lindan
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CI: Cl Cl Cl Cl Cl
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p.p' DDT p.p' DDD p.p' DDE

Obr. 9: Struktury typickych zastupcti organochlorovych pesticidt [66]

Mezi nejcasteji pouzivané OCP (organochlorové pesticidy) patii zcela jist¢ DDT.
S polo¢asem rozpadu 2 az 5 let ma ovsem velmi vysokou perzistencit. Obecné je stfedni (az
60 dni) az vysoka (az 10-15 let) perzistence vlastnost, ktera je pro OCP typicka. | z tohoto
divodu byla zna¢na ¢ast organochlorovych pesticidi klasifikovana Stockholmskou imluvou

jako nebezpetna pro zivotni prostiedi, a jejich pouzivani by mélo byt zakédzano. Bohuzel,

! perzistence je definovana s ohledem na prostiedi jako poloas rozpadu delsi nez 2 mésice ve vodé a 6 mésich
Vv pudé/sedimentu
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nejen DDT ale i dal$i zakézané organochlorové pesticidy se v rozvojovych zemich pouzivaji
1 pres tento zakaz. Naptiklad endosulfan je stale vyuzivany pfti produkci kesu. Je to nejspise
zpusobeno jejich nizkou cenou a také pouzitelnosti vici Siroké Skale skudcu, tedy jejich

Sirokospektralnosti. [66]

Toxicita OCP je zplsobena zejména jejich ptisobenim na nervovou soustavu. Podle
typu organochlorové slouceniny se rozlisuji dva znamé mechanismy uc¢inku téchto pesticidi.
Jedna se o pesticidy typu DDT, tedy latky slozené ze dvou p-substituovanych fenylovych
kruht spojenych uhlovodikovym fetézcem monosubstituovanym methylenovym mustkem,
a pesticidy cyklodienové, jako je naptiklad aldrin, endrin, dieldrin, heptachlor nebo
endosulfan. U ostatnich organochlorovych pesticid jinych struktur nejsou mechanismy

ucinku tolik prozkoumany. [67]

Toxicita pesticidii typu DDT souvisi pfedevsim s piisobenim na periferni nervovy
systém. Konkrétné se jedna o puisobeni téchto latek na sodikovy kanal axonu. Tento typ latek
zde zabranuje deaktivaci a uzavieni sodikového kanalu po aktivaci a depolarizaci
membrany. Takze sodikové kationty mohou stale prochéazet iontovym kanalem a vytvafi tim
destabilizujici zaporny potencial. Disledkem je, Ze postizené nervy jsou zvysené drazdény
(tzv. hyperexcitabilita), coz ma za nasledek fetézce opakujicich se vyboju po jediném
podnétu anebo se tyto vyboje mohou v neuronu vyskytovat dokonce i spontanné, bez

jakéhokoliv podnétu. [67]

Oproti tomu cyklodienové pesticidy plsobi na centrdlni nervovy systém. Tyto
pesticidy se vazi na pikrotoxinové misto?> v GABAA receptoru. Toto navazani pesticidi
nasledné inhibuje prichod chloridovych aniontt. Dalsim disledkem navazani pesticidi na
pikrotoxinové misto je také naruSeni inhibi¢ni funkce neurotransmiteru GABA (Kkyseliny

y-aminomaselné), ¢imz opét dochazi k hyperexcitaci neuront. [67]

2 pikrotoxin je slou€enina, ktera se na vazebna mista v GABAA receptoru vaZe namisto neurotransmiteru
GABA (y-aminomaselna kyselina), ¢imz je pro neurotransmiter blokuje
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Obr. 10: Schématické znazornéni GABAA receptoru [68]

Dalsim moznym mechanismem putisobeni cyklodienovych pesticidl se zda byt jejich
vliv . na vapenaté kanaly a vapenato-hofeCnatou pumpu. Inhibuji totiz enzym
Ca-Mg-ATPazu, ktery je zodpovédny za hydrolyzu ATP, coz je hlavni hnaci motor této
pumpy. V dusledku této inhibice je poté inhibovan influx vapenatych iontd, ktery je dilezity

mimo jiné pro spravny prubéh akéniho potencialu. [66]

Vzhledem K toxicité téchto organochlorovych pesticidi je jist¢ na misté zminit
I jejich potencidlni vlivy na lidské zdravi. Naptiklad aldrin nebo dieldrin mohou pfi
dlouhodobé expozici zpiisobovat bolesti hlavy, zavraté, chronické kiece, zvraceni nebo
nekontrolované pohyby svalil a pii vysoké koncentraci i poSkozeni ledvin a dal$i u€inky na
nervovy systém. Heptachlor je dokonce klasifikovan jako potencidlni lidsky karcinogen
tiidy 2B a spole¢né s chlordanem maji negativni vliv na reprodukci a novorozence. [69]

Endosulfan ma roli endokrinniho disruptoru, ¢imz narusuje hormonalni systém. [70]

Latky jako DDT a DDE jsou také spojovany s rizikem rakoviny prsu. Pfi expozici
v raném veéku dochazi také ke sniZeni kognitivnich a behavioralnich funkci v nasledném
vyvoji a byla rovnéz navrZena spojitost mezi vyssi hladinou DDE a DDT v séru a zvySenym
vyskytem diabetu. Alicyklické pesticidy jako hexachlorcyklohexan (HCH) mohou byt
zodpovédné za onemocnéni jater, hematologické problémy (napf. anémie), koZni 1éze
a vypadavani vlast. V ranném véku mohou ménit hladinu hormont §titné zlazy a vSechny

izomery HCH jsou povazovany za rakovinotvorné. [69]

2.3.3 Organofosfaty

Organofostaty mohou byt zakladem herbicidnich ¢i insekticidnich ptipravkl. Z chemického
hlediska jsou organofosfaty estery kyseliny fosfore¢né a alkoholu, takze pokud dojde k jejich

hydrolyze, mize se z esterové vazby alkohol uvoliiovat. Mezi typické zastupce vyuzivané
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v zeméd¢lstvi pro regulovani skiidct patii parathion, chlorpyrifos, diazon, malathion, fosmet
nebo methylparathion. [71] Organofosfaty byly dlouha 1éta pouzivany v boji proti Skiidctim
Vv celosvétovém meftitku, nejspise 1 kvuli jejich kratkodobému setrvani v Zivotnim prostredi.
V poslednich dvou desetiletich jsou ale postupné vytlaCovany a nahrazovany karbamaty,

které maji téméft totozny mechanismus ucinku, ale kratsi polocas rozpadu. [72]

Vedle vyuziti organofosfati (OP) v zeméd€lstvi, jsou tyto latky pouzivany
V prumyslu pii vyrob¢ plastl, rozpoustédel, zpomalovaci hofeni, zmékcovadel nebo maziv.
Dalsi moznosti uplatnéni téchto latek mohou byt ve veterinarni mediciné a ve vetejné
hygien¢, kde se uzivaji ke kontrole cest Sifeni nemoci. Jako piiklad 1ze uvést organofosfat
malathion, ktery se vyuziva k 1é€bé svrabu, v§i hlavovych a v§i krabich. BohuZzel diky své
toxicité naSly vyuziti také ve vale€nych konfliktech. Uz b&hem druhé svétové valky byly

organofosfaty jako nervové paralytické latky souéasti nervového plynu. [71-73]

Cilem pusobeni organofosfatii je enzym acetylcholinesteraza (AChE). Tento enzym
rozklada acetylcholin (ACh), ktery patii mezi neurotransmitery, na Kyselinu octovou
a cholin. Rozkladem acetylcholinu se tedy ukoncuje synapticky pienos signalu v neuronech,
hlavné v parasympatickém nervovém systému a mozku. OvSem ktomuto rozkladu
acetylcholinu diky organofosfatim nedojde, jelikoz OP se vazi na acetylcholinesterdzu
a fosforyluji ji. ProtoZe neprobéhne hydrolyza, koncentrace acetylcholinu v neurosvalovych
synapsich se zane zvysSovat, coz v pfipadé hmyzu znamend okamzitou smrt. Centralni
nervovy systém hmyzu totiz vyuziva ACh jako hlavni excitaéni neurotransmiter a jeho
zvySend koncentrace ma za ndsledek mimo jiné zvySenou stimulaci nikotinovych

cholinergnich receptort. [73]

acetylcholin

Obr. 11: Struktura acetylcholinu

U savct nemusi nutn€ expozice organofosfatim znamenat usmrceni, ale miize se
utlum dychaciho centra, ktery mize ptejit az v dechové selhani. ZvySena koncentrace ACh
ma totiz hyperstimula¢ni €inky na centralni i periferni nervovy systém. ACh mizZe v tomto

ptipad¢ ovliviiovat dychéni skrz piisobeni na nikotinové a muskarinové receptory, které jsou
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soucasti PreBotzingerova komplexu, coZ je shluk neuront povazovan za prvek vytvarejici
respiracni rytmus. Dal§im mistem citlivym na zvySené koncentrace ACh jsou nervoveé
synapse vV mozku, kde nadmérné zvyseni ACh muze vyvolavat zachvaty az tézky status
epilepticus ¢ili epilepticky zachvat trvajici déle nez 30 minut nebo fada epileptickych

zachvati mezi kterymi se pacient nevrati do normalniho mentalniho stavu [74]. [73]

Mezi mén¢ zavazné piiznaky intoxikace organofosfaty patii bolest hlavy, nevolnost
nebo zavraté. Muze se objevovat také svalova slabost ¢i ties, zvySena sekrece slin, potu ¢i slz
a prijem nebo zvraceni. Castym doprovodnym jevem, ktery miiZze pomoci s diagndzou

otravy organofosfaty je mi6za neboli zizeni o¢nich zornicek. [75]

2.3.4 Karbamaty

Karbamaty se fadi mezi insekticidy a svym mechanismem ucinku a strukturou jsou velmi
podobné organofosfatim. Chemicky jsou karbamatové pesticidy N-methylkarbamaty
odvozené od kyseliny karbamové. Mezi zastupce patii aldikarb, karbofuran, karbanyl,

fenobukarb, oxamyl nebo pirimikarb. [76]

Mechanismus ucinku se podoba organofosfatovym pesticidiim. Taky se tedy vazi na
acetylcholinesterdzu a Vv tomto ptipadé zpusobuji jeji karbaminaci v synapsich neuronii
a neurosvalovych spojich. Na rozdil od OP se ale vazi reverzibilné. [76] Tato inhibice
acetylcholinesterazy ma stejn¢ jako v pfipadé¢ organofosfati za nasledek zvySenou
koncentraci acetylcholinu v synapsich a neurosvalovych spojenich, a tedy zvyseni stimulace

téchto nervovych zakonéeni. [77]

Kromé inhibice acetylcholinesterazy jsou nékteré karbamaty také endokrinni
disruptory a mohou zpisobovat oxidativni stres. Pfi oxidativnim stresu, vzniklém
pusobenim téchto pesticidl, se produkuji metabolity a reaktivni formy kysliku, které maji
neblahé nasledky na organismus. Vzniklé toxické meziprodukty jsou schopny poskozovat
slozky bun¢k véetné lipidi, proteini a DNA, coz miize vést az k imrti dané bunky. Tento

oxidacni stres je také schopen narusit urcité casti bunécné signalizace nebo miize zptsobit
vycCerpani zasob antioxidantt. [78]

Vliv na lidské zdravi pii expozici karbamaty tedy neni zanedbatelny. Pti nepfili§
zavaznych otravach zplisobuji karbamaty nadmérné poceni, malatnost, zavraté ¢i rozmazané

vidéni. Mize se také objevit bolest hlavy, zvraceni, svalové zaskuby a nekoordinovanost.

Mezi zavazné ptiznaky poté patii napiiklad kéma, zachvaty, hypotonie (sniZzené klidové
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napéti svalu a snizend odolnost vici pasivnimu pohybu [79]), hypertenze (zvySeny krevni

tlak) az kardialni ¢i respiracni deprese. [80]
2.3.5 Pyrethroidy

Pyrethroidy se také fadi mezi insekticidy. V poslednich desetiletich jejich pouzivani proti
Skiidciim v zeméd¢lstvi, na zahradach i v domacnostech rapidné vzrostlo a v souc¢asné dob¢
zaujimaji pyrethroidy 25 % celosvétového trhu s insekticidy. Pyrethroidy maji byt totiz
nahradou za vysoce toxické organochlorové a organofosfatové pesticidy. [81] Svétova
zdravotnickéd organizace dokonce pyrethroidy doporucuje 1 k osobni ochran¢ proti malarii
aviru Zika. [82] Pyrethroidy se vyuzivaji také v lesnictvi, dfevaiském a textilnim pramyslu
ave veterinarni medicin€. Mezi zastupce patii napiiklad cypermethrin, deltamethrin,

permethrin, bifenthrin, cyfluthrin nebo fenpropathrin. [81,83]

Z chemického hlediska jsou pyrethroidy syntetické derivaty pfirodnich pyrethrint,
které patii mezi piirodni insekticidy. Pyrethriny, ziskatelné z rostliny Chrysanthemum
cinerariaefolium (esky kopretina star¢kolista [84]), jsou ovSem na svétle velmi nestabilni.
Proto byly vytvoieny pyrethroidy, jejichz stabilita neni svétlem tolik ovlivnéna. Pyrethroidy
jsou také velmi chirdlni latky, mivaji minimalné Ctyfi stereoizomery a kazdy z téchto
stereoizomerll miize mit jinou biologickou aktivitu. [81] Strukturné se pyrethroidy déli na
dvé skupiny. Latky patfici do skupiny I postradaji a-kyano skupinu, zde patii naptiklad

permethrin nebo bifenthrin, naopak latky nalezejici do skupiny II a-kyano skupinu maji. [85]

‘ I

permethrin cypermethrin

Obr. 12: Struktura permethrinu, patiiciho do skupiny I a cypermethrinu, patiiciho
do skupiny 11 [85]

Zakladem ucinku téchto pesticidil je jejich naruSovani normalni funkce nervt tim, Ze
méni kinetiku pohybu iontlh v napétové fizenych sodikovych kandlech. Tyto kanaly
zprostiedkovavaji prechodné zvySeni propustnosti sodiku, které je zakladem pro akéni
potencial. Dochézi tedy k prodlouzené depolarizaci v neuronech, jelikoz kanaly jsou trvale

otevieny a sodikové ionty mohou neomezené pfitékat do nervovych bunék. Kromé
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sodikovych kanald, které jsou hlavnim mistem plisobeni, mohou pyrethroidy ovliviiovat také
vapnikové a chloridové kanaly, GABAA receptor a acetylcholinesterazu, jelikoz modifikuji

vazebné misto pro substrat tohoto enzymu, ¢imz se sniZi jeho enzymaticka aktivita. [83,85]

Vzhledem k témto ucinkidm je zcela jisté na misté zajimat se o jejich vliv na lidské
zdravi. Pyrethroidy typu I, jejichz hlavnim mechanismem je pravé ovlivilovani sodikovych
kanal, mohou mit za nasledek tfes celého téla, agresivni chovani nebo precitlivélost.
Pyrethroidy typu II, které navic ovliviiuji 1 chloridové kanaly, zptisobuji zvysenou produkei
slin, hyperaktivitu a nekoordinovanost pohybu. [86] Pyrethroidy také vyvolavaji oxida¢ni
stres, ktery mtize poskozovat DNA, bilkoviny nebo lipidy a maji negativni vliv na ledviny,

jatra a imunitni systém. [83]
2.3.6 Anorganické pesticidy

Anorganické pesticidy jsou ve srovnani s organickymi podstatné jednodussi slouceniny,
vétsinou krystalické a snadno rozpustné ve vod€. Anorganické pesticidy byly také prvnimi
chemickymi pesticidy, zejména proto, ze je lze ziskat z nezivych pfirodnich zdroju. Tyto
pesticidy neobsahuji slou¢eniny uhliku, ¢ast z nich v§ak mize obsahovat t€zké kovy, které
jsou bohuzel velmi perzistentni a toxické. Velké mnozstvi t€zkych kovii se nachazelo
hlavné v diive vyuzivanych anorganickych pesticidech, které jsou dnes pouzivany pouze
zfidka. Jednalo se napfiklad o arsen nebo rtut. Celkové by se dalo fict, Ze aZ na nékteré
vyjimky nemaji anorganické pesticidy v modernim zemédélstvi velké uplatnéni a jsou
zastinény organickymi pesticidy. Mezi vyjimky patii naptiklad slouceniny na bazi médi
a slouceniny na bazi siry, které se vyuzivaji jako fungicidy. Naptiklad smés Bordeaux,

dulezity fungicid pouzivany v ovocnych sadech, obsahuje siru, méd’ a vapno. [87,88]

Vzhledem k rozdilnému chemickému slozenim maji tyto pesticidy i rozdilné vyuziti
arozdilné mechanismy puasobeni. Naptiklad pesticidy na bdzi antimonu se vyuzivaji
Vv jedech pro mravence, slouceniny s arsenem se pouZzivaji nejen jako insekticidy ale i jako
herbicidy a slouc¢eniny obsahujici siru jsou jiz dlouha léta vyuzivany proti roztoc¢im. Nekteré
z diive pouzivanych anorganickych pesticidu se také opét zaCinaji vracet zpatky do nasich
zivotl. Napfiiklad kryolit, hexafluorohlinitan sodny, se znovu vyuziva jako insekticid na
ovoce a zeleninu, stejné jako kyselina boritd, ktera je vyuzivana v domdacnostech proti

§vabim ¢i jinym lezoucim Skidcim. [89]
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Jak jiz bylo zminéno, diky riznorodosti této chemické skupiny maji také pesticidy
rizné mechanismy uc¢inku na organismus. Napiiklad silikagely, které je taktéz mozno vyuzit
V boji proti hmyzu, funguji tak, Ze absorbuji vosky na povrchu hmyzu, coz zpiisobi neustalou
ztratu vody ztéla a hmyz nasledné umira na dehydrataci. Podobné je tomu pii pouZiti
kyseliny borité, ktera je jesté navic zaludecnim jedem. Pesticidy na bazi arsenu ovliviiuji
napiiklad oxidacni fosforylaci a zptsobuji koagulaci bilkovin, zatimco pesticidy obsahujici

fluor inhibuji enzymy dulezité kuptikladu k produkci energie v bunikach. [65,89]

Neékteré z anorganickych pesticidl nejsou pro lidi zdvazné skodlivé, jako naptiklad
halidy, které mohou zpUsobit pouze podrazdéni o¢i a kuze. [90] Podobny vliv na lidské
zdravi maji také pesticidy na bazi médi. [91] OvSem nékteré z anorganickych pesticidl
mohou mit nedozirné nasledky. Naptiklad ptfi dlouhodobé expozici pesticidy s arsenem,
ktery je pro ¢lovéka karcinogenni, mize dojit k rozvoji rakoviny kaze, plic, jater ¢i ledvin.
Jeden z moznych dopadi na lidské zdravi Ize vidét i na obrazku nize (Obr. 13). Zasobarnou
pitné vody pro rodinu, ze které osoba na obrazku pochdzi, byla studna, v jejiz blizkosti byly

pouzity v prubéhu let téméf 2 tuny pesticidii na bazi arsenu. [92]

Obr. 13: Kozni vyrustky zpusobeny dlouhodobou expozici pesticidiim s arsenem [92]
2.3.2 Metody extrakce pesticidi z pidy a sedimenti

JelikoZz jsou pesticidy rozsahla a riznorodé skupina chemickych latek, neni zcela jednoduché
stanovit jejich celkovy obsah. Vétsinou se tedy studie zamé&fuji na extrakci a analyzu pouze
urCité skupiny pesticidi, napiiklad organochlorovych nebo organofosfatovych.

Organofosfatové pesticidy se nebudou ve velké mife v sedimentech zadrzovat, jelikoz maji
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pomérn¢ vysokou rozpustnost, budou se tedy spiSe vyskytovat ve vodé. Oproti tomu
organochlorové pesticidy lze v sedimentech nalézt ve velkém mnozstvi, jelikoz se zde
sorbuji na pevné Castice. Je to z divodu jejich nizké polarity a rozpustnosti ve vode¢, ktera je

napiiklad pro DDT je udavana jako 1,2 pg-1* az 100 pg-17. [93,94]

Jak jiz bylo naznaceno, pro svou silnou afinitu k ¢asticim pidy a sedimentl se
organické pesticidy vétSinou neextrahuji jednoduse. Problémem je, kromé slozitosti matrice,
také fakt, ze zeméd¢lci kvili stiidani plodin musi pouzivat rizné pesticidy proti riznym
Skiidetim a vysledkem je tedy velmi riiznoroda smés. [93] OvSem extrakce je samoziejmé
mozna a stejné jako tomu bylo u polycyklickych aromatickych uhlovodikd, i v ptipadé
pesticidl lze pro jejich extrakci z pidy a sedimentli vyuzit velké mnozstvi extrakénich
metod. Jako piiklady lze uvést Soxhletovu extrakci, extrakci asistovanou ultrazvukem,
mikrovinnou extrakci, akcelerovanou extrakci, superkritickou fluidni extrakci, extrakci
pevnou fazi nebo extrakci metodou QUEChERS. [95-99]

Soxhletova metoda se jako tradi¢ni metoda Siroce vyuziva pro extrakci organickych
polutantii z pevnych vzorki, jelikoz je povazovana za schopnou podéavat spolehlivé
vysledky. [99] Jak jiz bylo ovSem zminéno vysSe, ma nékolik nevyhod, mezi které patii
¢asova naro¢nost, velké objemy rozpoustédel a pomérné vysoké teploty. [47] Byla ovSem
vyuzita napiiklad ve studii sedimentl z jezera Taihu [99] nebo z ptirodniho parku v Gironé
ve Spanélsku. [100]

Naproti tomu extrakce asistovand ultrazvukem mé pro extrakci pesticidi ze
sedimentli pomérné velké vyuziti. Jeji vyhodou oproti obyCejnému vytiepavani je lepsi
a ucinngjsi kontakt mezi vzorkem a rozpoustédlem, z cehoZ logicky vyplyvaji vyssi vytézky,
nez by byly u extrakce vytiepavanim. [99] Ve studii z roku 2005 provedené pro analogy
DDT byla extrakce ultrazvukem stejné u¢inna ¢i dokonce lepsi neZ Soxhletova extrakce.
[101] Ultrazvukova extrakce se zda byt také vcelku univerzalni metodou, jelikoz byla
pouzita nejen pro extrakci nékolika skupin pesticida zaroven [93,102], coz miiZe byt obtizné,
ale také pro soucasnou extrakci pesticidi i 1é¢ivych latek ze sedimentt Dunaje a jeho

srbskych pritokt. [103]

Dalsi metodou extrakce, kterd se ukazuje jako velmi vhodnd pro extrahovani
pesticidll ze sedimentt je akcelerovand extrakce. Tato metoda se uk4zala jako nejvyhodnéjsi
napiiklad ve srovnani s ultrazvukovou a Soxhletovou extrakci pro analogy DDT. Diivodem

byla nejen mala spotieba rozpoustédla a kratké trvani, ale také vysoka uroven automatizace
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a nizké riziko pro zivotni prostredi. [101] Tento typ extrakce byl poprvé vyuzit pro analyzu
kontaminantl zivotniho prostedi v roce 1995 a je také piijat EPA jako moznd extrakéni
metoda pro organické latky z pudy, vody a biologickych matric. [99] Akcelerované extrakce
bylo vyuzito napiiklad ve studii ohledn¢ analyzy organochlorovych pesticid v sedimentech
v Rumunsku. [104]

I metoda QUEChERS lze pouzit pro extrakci pesticidi ze sedimentli. Vyuzita byla
napiiklad ve studii zne¢isténi sedimenttl, kali a piid v povodi feky Turii ve Spanélsku. [105]
Tato extrakéni metoda byla také pouzita na zjistovani vyskytu nékterych pesticida v fekach
Cech a Moravy (soudasti studie byla napiiklad feka Berounka, Dyje, Labe, Ohie nebo
Ostravice) v Ceské republice, kde se prokazala jako pouZitelna pro tento typ vzorkil. Navic

bylo mozno ji realizovat rychle bez slozité pfipravy vzorki. [106]

Kromé téchto a vySe zminénych aktivnich extrakénich metod lze pro pesticidy vyuzit
i techniky pasivniho vzorkovani. Sice se nejedna piimo 0 extrakéni metodu, je to ale dalsi
z moznosti, jak zleps$it odhaleni nizkych koncentraci analytd, a to diky kontinudlnimu
odbéru. Ve studii provedené v roce 2018 v Keni byly k tomuto pasivnimu vzorkovani, a tedy
vlastné¢ zakoncentrovavani analytd, UspéSné vyuzity vzorkovace ze silikonové pryze

a vzorkovace Speedisk. [107]

2.4  Vyuziti separa¢nich metod pro analyzy sedimentu

Analyza sedimentd, at’ uz fek ¢i jezer nebo vodnich nadrzi, je velmi dilezitd pro dokresleni
celkového obrazu zne€is$téni daného vodniho ekosystému. Diky analyze sedimentl je
dokonce mozno zjistovat vyvoj zneisténi i v prubéhu naptiklad uplynulych 50 let.
Kazdoro¢né se totiz vytvaii nova vrstva sedimenti o tloust’ce nékolik milimetrd, ktera
prekryva tu pivodni a jejim naslednym datovanim (metoda *C) a chemickou analyzou
muzeme takovato data ziskat. Obecné nejvyznamnéjsi z hlediska znecisténi jsou sedimenty
do hloubky asi 30 cm, jelikoZ u této vrstvy dochazi k rychlé vyméné mezi vodou a jsou zde,
vétSinou adsorpci, zadrzovany rtizné organické a anorganické latky (napt. kovy, toxické

organické latky nebo nutrienty obsahujici dusik a fosfor). [94]
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Obr. 14: Prostorové rozlozeni polutantl pro dva riizné zpiisoby ulozeni sedimentt [108]

Sorpéni schopnost sedimentti, diky které jsme poté schopni analyzovat
naadsorbované polutanty, zavisi na n¢kolika faktorech. Jednim z nich je chemické slozeni
sedimentu, dal§im je zrnitost frakce sedimentu a posledni jsou okolni podminky, jako je pH
¢1 oxidacné redukéni potencial. Obecné plati, Ze vyznamnou sorpéni schopnosti disponuji
predevsim jilové mineraly, kiemicitany a humaty. Také plati, Ze ¢im mensi Castice je, tim
vys$si sorpéni schopnosti ma. Pii podrobnéjsich analyzéch se tedy krom¢ samotného slozeni

a identifikace latek zjist'uji i sorpéni schopnosti piedlozenych frakei. [94]

Pied samotnou analyzou je nutné vzorek ziskat. Vzorky sedimentt se odebiraji bud’
nahodnym vzorkovanim anebo systémem Sachovnice, zalezi na oblasti, poctu vzorki
a mnozstvi vzorku. Vzdy se také vyplati odebrat i nekontaminovany vzorek z blizké oblasti
pro porovnani. Pii vzorkovani sedimentl je také nutné, oproti tieba vzorkovani piid, brat
Vv uvahu i sezonni zmény v pritoku nebo hloubku vodniho toku a je dilezité odebirat
nekovovymi materialy, aby nedoslo ke kontaminaci. Po odebrani by vzorky mély byt fadné
uzavieny, napiiklad V polyethylenovych nadobach a uschovany nejlépe ve tmeé.
Je samoziejmé mozné je prosit, aby byly zbaveny vétSich ¢asti, jako mohou byt ticba
kameny nebo koteny, ale neni ptili§ doporucovéno je vysouset pii vySSich teplotach napf.
pii 110°C, jelikoz muze dojit ke ztratdm obsazenych tékavych latek. Takto pripravené
vzorky jsou poté nachystany na vlastni analyzu. [109]

V enviromentélni analyze se pro zkoumani sloZeni a identifikace latek vyuziva jak
kapilarni elektroforézy, tak chromatografie (plynova i kapalinova), ktera je pro analyzu

sedimenti vyuzivana nejcastéji. Pro analyzu tékavych latek ze sedimentt lze sice vyuzit

nékteré metody pouzivané pro analyzy tékavych latek ve vodé, jinak je ovSem analyza
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sedimenttl velmi komplikovana. Nejen z divodu slozité matrice a ale také, pokud se jedna
0 té¢kavé analyty, je prediprava vzorku velmi zavisla napt. na obsahu vody. Pro analyzu
netékavych latek ze sedimenti uz tak velkd omezeni nejsou, je tedy mirné jednodussi na

provedeni. [109]

Plynova chromatografie (GC) ma v analyze sedimentt Siroké vyuziti. Muze se jednat
jak o béznou plynovou chromatografii, tak Ize pro tento typ analyz vyuzit i pyrolyzni
plynovou chromatografii. Ta muze fungovat jako dobry kompromis mezi vysoce
informativni plynovou ¢i kapalinovou chromatografii, kterd je ovSem ndro¢né na chemickou
»~mokrou* extrakci pomoci rozpoustédel, a rychlejsSimi NMR ¢i FTIR, které nemusi
poskytovat tolik informaci. Mezi vyhody pyrolyzni plynové chromatografie patii témét
neexistujici pfeduprava vzorku, jelikoZ sta¢i pouze vzorek vysusit, a pouzitelnost i na vzorky

0 hmotnosti mensi nez mg. [110]

Kapalinova chromatografie (LC) ma také své nezastupitelné misto v analyzach
sedimentll a obecné zZivotniho prostfedi. Na rozdil od plynové chromatografie se ovSem
zameétuje spiSe na analyzy netékavych latek. Nejcasteji jsou analyzy za pomoci kapalinové
chromatografie provadény v systému reverznich fazi, ktery je vhodny pro analyty az stfedni
polarity. Typickymi stacionarnimi faizemi jsou v tomto piipadé¢ C8 a C18. Pokud jsou analyty
vysoké polarity, je nutno piejit do systému normalnich fazi se silikagelem ¢i podobnou
latkou jako stacionarni fazi. [109] Mimo vlastni analyzu mize byt kapalinova
chromatografie pouzita také jako forma pfedcisténi nebo frakcionace pro naslednou analyzu

plynovou chromatografii. [111,112]

2.4.1 Analyza polycyklickych aromatickych uhlovodikii

Pro analyzu polycyklickych aromatickych uhlovodikd, které jsou jednim ze zaméteni této
diplomové prace, se vyuziva pievazné plynové chromatografie. Je to z toho divodu, Ze
plynové chromatografie je velmi vhodna pro separaci latek, které jsou nepolarni a t€kaveé,
coz polycyklické aromatické uhlovodiky spliuji. Upfednostiiovano je hlavné spojeni
plynové chromatografie shmotnostnim spektrometrem, zejména proto, Ze nabizi
spolehlivou identifikaci analytli nejen podle retencniho Casu, ale také podle hmotnostniho

spektra. [113]

Pti spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii se bézné€ vyuziva riznych modu,

naptiklad single ion monitoring (SIM) nebo multiple reaction monitoring (MRM). Pro
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analyzy PAH se bézné MRM mod, pti kterém je zvolen jak prekurzorovy ion vstupujici
do kolizni cely, tak vysledny fragmentacni ion vystupujici z kolizni cely, pfili§ nepouziva.
Ovsem rezim SIM, pfi kterém se sleduje vétSinou nejintenzivnéjsi pik hmotnostniho spektra,
typicky pro dany analyt, je pro PAH analyzy velmi bézny. Tato metoda je totiz mnohem
selektivnéjsi nez pouhé skenovani celého hmotnostniho spektra. To je pro PAH analyzy
velkou vyhodou, jelikoz se vétSinou vyskytuji, i v extraktech, stale s velkou spoustou
balastnich latek. Metoda SIM byla vyuzita naptiklad pro PAH analyzu sedimenti feky Eufrat
¢i v Argentiné. [114,115]

Kapalinova chromatografie mize byt také vyuzita pro tento typ analyz. [116] Oproti
plynové chromatografii je dle agentury EPA dokonce schopna rozlisit vSech 16 sledovanych
polycyklickych aromatickych uhlovodiki. Plynovéa chromatografie, popsdna v Metodé 601
agentury EPA totiz neni schopna rozlisit ¢tyfi pary PAH a jejich koncentrace je udana pouze
jejich spole¢nou sumou. Jedna se o pary: antracen a fenantren, chrysen a benzo(a)antracen,
benzo(b)fluoranthen a benzo(k)fluoranthen, dibenzo(a,h)anthracen a indeno(1,2,3-cd)pyren.
[117] LC ¢i spise HPLC (ultra G¢inna kapalinova chromatografie) mohou byt v piipadé PAH
analyz vyuzity, jak jiz bylo zminéno vyse, i jako dalsi zplisob piecisténi pfed samotnou
GC analyzou. [118]

2.4.2 Analyza pesticidi

Analyza pesticidi mize byt, stejné jako analyza PAH, provadéna plynovou
chromatografii. Kromé analyzy organochlorovych pesticidi, coZ je skupina, ktera je v rdmci
pesticidll hlavnim zamétenim této prace, 1ze pomoci GC analyzovat i pesticidy jiné chemické
povahy ¢i dokonce analyzovat nékolik odliSnych chemickych skupin pesticidii zaroven.
[119] Jednou z vyhod pouziti plynové chromatografie je také moznost uziti termické
desorpce pro zavedeni analyti do chromatografu. Této metody bylo vyuZito naptiklad pro

rybni¢ni sedimenty ve Francii. [120]

Nicméné kapalinova chromatografie ma také mnohd vyuziti v této oblasti analyz.
Velmi cCasté je jeji pouziti pro spole¢nou analyzu pesticidli a farmak ze vzorkl sedimentt.
Kromé spolecné analyzy téchto dvou skupin kontaminantli ze sedimentii je mozno ji vyuzit
I pro analyzy vody ¢i rostlinného materialu. [103,121] Piikladem muze byt jiz zminéna
studie ze Srbska, ve které byly zjistovany hladiny farmak a pesticidii z Dunaje a jeho ptitoki
pravé pomoci kapalinové chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni

spektrometrii. [103] Kapalinovou chromatografii, stejné jako v pifipadé polycyklickych

38



aromatickych uhlovodikli, je také mozno vyuzit, spolecné s gelovou permeacni

chromatografii, pro piedc¢isténi vzorku pied GC analyzou. [122]

NejcastéjSim detektorem, at’ uz pro plynovou nebo kapalinovou chromatografii, je
nepochybn¢ hmotnostni spektrometr. Pro nékteré pesticidy je mozno vyuzit i detektoru
elektronového zachytu (ECD), ten ovSem neposkytuje tolik moznych modu detekce jako
tandemovy hmotnostni spektrometr. Pro analyzy pesticidli jsou tyto moznosti tandemové
hmotnostni spektrometrie ¢asto vyuzivany, at’ uz se jedna o rezim SIM ¢i MRM. MRM mod
byva pouzivan i ve spojeni s plynovou chromatografii, ¢astéji je ale vyuzivan pro LC
a HPLC analyzy. [123] Monitorovani pomoci SIM je pro analyzy pesticidii také vyuzitelné,
praveé Casto ve spojeni s plynovou chromatografii, jako tomu bylo naptiklad v analyze

sedimentt jihokorejskych jezer. [124]

2.4.3 Analyza ostatnich polutanti

Kromé vyse uvedenych kontaminantl se v sedimentech nachazi celd fada dalSich
polutantt, které ovSem nejsou hlavnim zaméfenim této prace, proto se o nich zminime jen

kratce.

Plynova chromatografie je kromé analyzy PAH a pesticidi vhodna také pro analyzy
polychlorovanych ¢i  polybromovanych bifenylti. Diky spojeni s hmotnostnim
spektrometrem, ktery je schopen pracovat v rezimu MRM, Ize plynovou chromatografii
vyuzit také pro viceslozkovou analyzu organickych kontaminanti, jelikoZ tyto typy analyz

umoznuji vysokou selektivitu [125].

Kapalinova chromatografie se naproti tomu ukazala jako velmi vhodna naptiklad pro
analyzy farmak, které jsou také jedny zrizikovych kontaminantd Zivotniho prostfedi.
Dokazuje to naptiklad studie, provedena ve Svédském Stockholmu, kde bylo spojeni
kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii uspé€Sné vyuzito pro analyzu
mofskych sedimenti v pfistavu. [126] Je mozno ji vyuzit také pro analyzu sterold, naptiklad
fekalnich sterolt, které se do zivotniho prosttedi dostavaji skrz necisténé odpadni vody. Tyto
fekalni hormony poskytuji spolehlivéjsi doklad o zneciSténi vodnich ekosystémi neZ

mikrobiologické indikatory jako fekalni koliformni bakterie, které maji malou Zivotnost

I odolnost viic¢i vyssim teplotam. [127]

Ve studii provedené v Srbsku byl pro kapalinovou chromatografii vyuzit hmotnostni

spektrometr, ktery je ¢astym detektorem pro tyto druhy analyz, v MRM modu. Jednalo se
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0 analyzu vybranych hormont asterold, ktera byla diky MRM mnohem selektivngjsi
a citlivejsi. V této studii byla také popséna ucinnost ionizacnich technik, jelikoz ionizace
elektrosprejem (ESI) nebyla oproti chemické ionizaci za atmosférického tlaku (APCI)

ucinna na vSechny piedlozené analyty. [128]

Kapalinovou chromatografii 1ze vyuzit také pro analyzu tézkych kovt. Diky spojeni
kapalinové chromatografie sionizaci indukéné véazanym plazmatem a hmotnostni
spektrometrii (LC-ICP-MS) Ize kromé samotnych tézkych kovu analyzovat dokonce i jejich
spécie. Toto spojeni bylo vyuzito ve studii z roku 2015, kde bylo Gspésné pouzito pro

analyzy spécii rtuti. [129]

40



3 Experimentalni ¢ast

3.1 Chemikalie

Aceton (p.a., mikroCHEM, Pezinok, Slovensko), n-hexan (99 %, p.a., PENTA, Praha, CR),
standard kalibra¢ni mix polycyklickych aromatickych uhlovodikii (CRM47940, 10 pg/ml,
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), standard mix organochlorovych pesticidi (CRM46960,
2000 pg/ml, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), standardni ptida obsahujici organochlorové
pesticidy (SQC0099-50G, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), PSA bonded silica (ethylen
diamin-N-propyl navazany na silikagel) (SUPELCO, Bellefonte, USA)

3.2 Priprava vzorki

Reélné vzorky sedimentii feky Becvy odebrané tymem geologl Pfirodovédecké fakulty
Univerzity Palackého v Olomouci byly pouze prosévany ptes sito. Z prosatych sedimentti
bylo poté navazeno vzdy 5 g do vialek o objemu 20 ml a po vyvinuti metody spole¢né

extrakce PAH a OCP se pristoupilo k samotné analyze.

Postup byl ovSem vyvijen na standardnich vzorcich. Ty v ptipadé PAH sestavaly z 5 g pudy,
ktera byla prosata, a do které bylo pfidané takové mnozstvi standardu polycyklickych
aromatickych uhlovodiki, které odpovidalo koncentraci 200 pg/kg. V piipadé OCP se
jednalo bud’ o0 5 g standardni pidy s obsahem organochlorovych pesticidii, nebo, stejné jako
v piipadé¢ PAH, o 5 g ptdy, kterd byla prosatd, a do které bylo ptfidané takové mnoZzstvi
standardu organochlorovych pesticidi, které odpovidalo koncentraci 200 ug/kg. Takto

pripravené standardni vzorky byly poté extrahovany.

3.3 Priprava vzorki na analyzu

Bylo testovano nékolik moZnych zpisobl extrakce poZadovanych analytl z pidy (Soxhlet,
ASE, QUEChERS, SPME, UAE). Jako extrak¢ni ¢inidlo byla po provedené resersi literatury
zvolena smés n-hexan:aceton v poméru 50:50 (v/v). Srovnani extrak¢nich metod bylo
provedeno na pudé ,,ospikované* standardem PAH (vysledna koncentrace kazdého PAH
200 pg/kg). Po skonceni extrakce byly extrakty ze vSech extrakénich metod (krom& SPME)
odfoukéany pro zakoncentrovani a nasledné rekonstituovany 100 ul smési n-hexan:aceton

(50:50; v/v). Takto byly pteneseny do insertu vialky o objemu 2 ml a pfipraveny na
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chromatografickou analyzu. V piipadé SPME bylo extrakéni vldkno vloZzeno pfimo do

plynového chromatografu a analyty z néj byly desorbovany pii 280 °C v inletu.

3.3.1 Soxhlet extrakce

Do extrak¢ni patrony urcené pro Soxhletovu extrakei bylo navdzeno 7 g hliny ,,ospikované*
standardem a vrchni ¢ast patrony byl ucpan vatou. Patrona byla poté vloZzena do Soxhletova
extraktoru. Do sklenéné zabrusové banky s kulatym dnem, ktera byla umisténa v topném
hnizdu, bylo pfidano 60 ml extrak¢niho ¢inidla. Na sklenénou zabrusovou banku byl umistén
Soxhlettiv extraktor s extrakéni patronou a néj navazoval chladi¢. Cela extrakce trvala

priblizné 2 hodiny, dokud se extrak¢ni ¢inidlo Ctytikrat nevratilo zpét do spodni barnky.
3.3.2 ASE

Priblizné 5 g ,,ospikované* hliny bylo umisténo do extrakéni cely. Zbytek extrakéni cely byl
doplnén akvarijnim piskem az po okraj, pro lepsi pribéh extrakce. Pro akcelerovanou
extrakci rozpoustédlem byl pouzit piistroj one PSE (Applied Separations Inc., Allentown,
PA, USA). Byl zvolen jiz pfednastaveny program, ktery mé¢l po dobu extrakce (10 minut)
udrZovat teplotu na 100 °C a tlak na 100 bar.

3.3.3 QUEChERS

Pro extrakéni metodu QUEChERS bylo do centrifuga¢ni zkumavky dano 5 g ,,ospikované*
hliny a doplnéno 5 ml vody. Tato smés byla nasledné protiepana a bylo ptidano 10 ml
extrak¢niho ¢inidla. Po dal§im protiepani bylo ptidano 4 g MgSO4 a 1 g NaCl. Cela smés
byla 5 min vortexovana a nasledné 10 min centrifugovana (3500 rpm). Poté byly odebrany
dvé horni oddé€lené vrstvy, ty byly pfemistény do nové extrakéni zkumavky a k nim bylo
ptidano 150 mg MgSO4 a 50 mg PSA. Tato smés byla opét 5 min vortexovana a 10 min
centrifugovana, tentokrat ovsem pii 4400 rpm, a poté byla odebrana svrchni vrstva pro

zakoncentrovani a naslednou GC/MS analyzu.

3.34 SPME

Extrakce pomoci SPME byla provedena ve dvou uspotfadanich. V obou byl vzorek
»ospikované hliny* (5 g) umistén do krimpovaci vialky o objemu 20 ml. V prvnim ptipadé

probihala extrakce pouze z pevného vzorku teplotni desorpci. V druhém ptipadé bylo ke

42



vzorku pridano 60 ml extrak¢niho ¢inidla. Obé vialky byly zakrimpovany a skrz septum bylo
zavedeno extrakéni vlakno. SPME extrakce probihala po dobu 60 minut pii zahiivani vialky

na 60 °C.

3.3.5 UAE

Extrakéni postup pro extrakci asistovanou ultrazvukem byl tfifazovy. Pokud se jednalo
0 standardni vzorky, byl objem ptfidané¢ho extrakéniho Cinidla nésledujici: pro 1. extrakéni

krok 3ml, pro2.1,5mlapro 3.1 ml.

Vsechny tii kroky extrakce asistované ultrazvukem trvaly vzdy 15 minut. Béhem
extrakce byly vialky se vzorky zakrimpovany a jesté zajistény parafilmem, aby se zabranilo
moznému odtékani analyti. Po 15 minutdch extrakce byl extrakt odebran do plastové
mikrozkumavky, ktera byla umisténa na 2 minuty do centrifugy. Zde byl centrifugovan
po dobu 2 minut pti 1400 rpm. Po centrifugaci byla kapalnad faze odebrana do vialky
0 objemu 2 ml a odfoukana pod jemnym proudem dusiku. Tento postup byl zopakovan ve
vSech tfech krocich extrakce. Extrakt po centrifugaci byl vzdy ptfiddvan do stejné vialky, aby

doslo k co nejvétsSimu zakoncentrovani analyti.

V piipad¢ realnych vzorkl bylo nutné objem extrak¢niho €inidla pro prvni extrakci
navysit, objemy byly tedy nésledujici: pro 1. extrakéni krok 4,5 ml, pro 2. 1 ml a pro 3. 0,75
ml. Objem extrakéniho ¢inidla pro prvni extrakci se vzdy odviji od porovitosti a velikosti
¢astic daného vzorku, muze se tedy pro rizné vzorky riznit. Zakladem ovSem je, Ze musi
byt ptfidano takové mnoZstvi extrakéniho Cinidla, aby jeho hladina byla nad vzorkem

v takové vysce, aby bylo po 1. extrakénim kroku mozno odebrat alespon 1 ml extraktu.

3.4 Chromatografické a hmotnostné-spektrometrické podminky

Veskeré analyzy, které byly vramci této prace provedeny, byly realizovany pomoci
plynového chromatografu s hmotnostnim spektrometrem s trojitym kvadrupolem
Agilent 7010 se softwarem Mass Hunter. Separace probéhly s vyuzitim teplotniho gradientu
a dvou (5% fenyl)-methylpolysiloxanovych kapilarnich kolon, které byly zapojeny v sérii

s konstantnim pratokem 1,0 a 1,2 ml/min.

Teplotni program, pouzity pro tyto analyzy, byl nastaven na poc¢atecni teplotu 40 °C,
kterd byla drzena 5 minut. Nésledné byla teplota zvySovdna az na 300 °C s rychlosti

15 °C/min. Tato teplota (300 °C) byla drZena po dobu 10 minut, nez zacala opét vzristat
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rychlosti 15 °C/min az na 320 °C. Teplota 320 °C byla konecnou teplotou, ktera byla

udrzovana po dobu 5 minut, az do konce analyzy.

Nastiik vzorku byl provadén metodou splitless, objem nastiiku byl 1 pl. Nosnym

plynem bylo helium a koliznim plynem pro hmotnostni spektrometrii byl dusik.

Kazdy analyzovany vzorek byl v prvnim kroku méten v modu TIC (celkovy iontovy
proud, Total Ion Current) Na zékladé¢ identifikace sledovanych latek pomoci srovnani jejich
fragmentacnich spekter s knihovnou pfistroje byly vytvoreny metody pro analyzu za pomoci

SIM a MRM modu, jejichz parametry jsou uvedeny v tabulkach nize (Tab. I — Tab. II).

Tab. I: Parametry SIM pro méteni PAH

nazev ¢as (od) [min] m/z
naftalen 0,0 128
acenaftylen 152
13,0
acenaften 154
fluoren 15,0 166
anthracen
16,5 178
fenanthren
fluoranthen
18,0 202
pyren
benzo[a]anthracen
20,5 228
chrysen
benzo[b]fluoranthen
benzo[k]fluoranthen 22,0 252
benzo[a]pyren
indeno[1,2,3-CD]pyren 276
dibenz[a,h]anthracen 24,5
benzo[g,h,i]perylen 278

Tab. II: Parametry SIM pro méfeni OCP

nazev ¢as (od) [min] m/z

a-hexachlorocyklohexan

15,40 181

B-hexachlorocyklohexan
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y-hexachlorocyklohexan

(lindan) 15,40 181
d-hexachlorocyklohexan
heptachlor 100
17,30
chlordan 375
aldrin 17,60 66
heptachlor epoxid 18,30 353
endosulfan | 18,80 195
dieldrin 79
19,10
p,p‘-DDE 246
endrin 81
19,35
endosulfan 11 195
endrin aldehyd
- 67
endrin keton
methoxychlor 19,66 227
,p-DDT
PP 235
p,p-DDD

Tab. I1l: Parametry MRM pro méfeni vybranych OCP

5 m/z m/z kolizni
, ¢as (od) ; , ;
nazev ) prekurzorového | produktového |  energie
[min] i .
iontu iontu [eV]
a-hexachlorocyklohexan
-hexachlorocyklohexan
v-hexachlorocyklohexan 15,40 181 145 25
(lindan)
d-hexachlorocyklohexan
heptachlor 17,30 274 237 20
aldrin 17,60 263 191 30
endosulfan | 18,80 241 206 10
p,p*-DDE 19,10 246 176 25
endosulfan 11 19,35 241 206 10
,p-DDT
P-P 235 165 20
p,p-DDD 19,66
methoxychlor 227 141 35
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4 Diskuze a vysledky

V analyzach Zivotniho prosttedi je piecisténi a extrakce velmi dulezitym a ve vétSing pripada
nutnym a nepostradatelnym krokem. Matrice, ve kterych se analyty nachdzeji, jsou totiz
velmi komplexni. Proto bylo cilem této diplomové prace vytvofit metodu, kterd by byla
schopna vyextrahovat z fi¢nich sedimentti soubézné polycyklické aromatické uhlovodiky
i organochlorové pesticidy. Zaroven bylo potieba vyvinout metodu pro plynovou
chromatografii ve spojeni s hmotnostni spektrometrii, pro detekci vyse uvedenych béznych

kontaminanti i v nizkych koncentracich.

4.1 Srovnani extrakénich metod

V prvnim kroku byly testovany extrakéni metody pro Uéinnou extrakci chténych analytu
z dané matrice (v tomto piipadé¢ z fi¢nich sedimenti). Z provedené reSerse bylo vytipovano
nékolik moznych extrakénich postupil, mezi nimi ASE, Soxhlet, QUEChERS, UAE a SPME.
Vsechny vyse uvedené metody extrakce byly poté testovany na standardnim vzorku hliny,
,»ospikovaném* standardem smési PAH tak, aby byla vysledna koncentrace 200 pg/kg
kazdého polyaromatického uhlovodiku. Po extrakci byly rekonstituované vzorky zméteny
na plynovém chromatografu s tandemovou hmotnostni spektrometrii. Chromatogramy vsech
vzorki zanalyzovanych v rezimu SIM, které byly ziskdny pomoci zminénych extrakénich

metod, jsou zobrazeny nize (Obr. 15-21).

Z chromatografli 1ze vypozorovat, ze kazda z metod méla své vyhody i nevyhody.
Extrakce pomoci SPME byla velmi citliva na naftalen (Obr. 15, Obr. 16) z divodu jeho
nizkého bodu varu, ¢imz doslo k vyrazngjsi adsorpci na SPME vldkné. Uéinnou extrakcei
zbylych PAH ovsem neprokazala, takZe na celkovou analyzu vsech vybranych 16 PAH neni

tento postup piili§ vhodny.
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Obr. 15: Chromatogram vzorku hliny s PAH extrahovaného metodou SPME bez pouziti
extrak¢niho ¢inidla (1 — naftalen, 2 — acenaftylen, 3 — acenaften, 4 — fluoren)
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Obr. 16: Chromatogram vzorku hliny s PAH extrahovaného metodou SPME s pouZitim
extrak¢niho ¢inidla (1 — naftalen, 2 — acenaftylen, 3 — acenaften, 4 — fluoren, 5 — anthracen,
6 — fenanthren,)

Pomoci UAE byly vyextrahovany vSechny sledované PAH. Ve srovnani s SPME byl
pozorovan pokles intenzity piku naftalenu (Obr. 18), coZz bylo pravdépodobné zplisobeno
zvySenim teploty vodni 1azn€ v pribchu ultrazvukové extrakce. Ke ztratdm naftalenu
dochazelo také pii zavérecném kroku, pfi kterém byly vSechny extrakty vysuseny, aby doslo

k jejich zakoncentrovani.
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Obr. 17: Chromatogram vzorku hliny s PAH extrahovaného metodou UAE (1 — naftalen,
2 — acenaftylen, 3 — acenaften, 4 — fluoren, 5 — anthracen, 6 — fenanthren, 7 — fluoranthen,

8 — pyren, 9 — benzo[a]anthracen, 10 — chrysen, 11 — benzo[b]fluoranthen,

12 — benzo[k]fluoranthen, 13 — benzo[a]pyren, 14 — indeno[1,2,3-CD]pyren,

15 — dibenz[a,h]anthracen, 16 — benzo[g,h,i]perylen)
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Obr. 18: Detail chromatogramu vzorku hliny s PAH extrahovaného metodou UAE (1 — naftalen,
2 — acenaftylen, 3 —acenaften, 4 — fluoren, 5 — anthracen, 6 — fenanthren, 7 — fluoranthen,

8 — pyren, 9 — benzo[a]anthracen, 10 — chrysen, 11 — benzo[b]fluoranthen,

12 — benzo[k]fluoranthen, 13 — benzo[a]pyren, 14 — indeno[1,2,3-CD]pyren,

15 — dibenz[a,h]anthracen, 16 — benzo[g,h,i]perylen)

Soxhletova extrakce umoznila také vyextrahovani vSech 16 PAH. Podobn¢ jako

u UAE doslo k vyznamnému snizeni intenzity piku naftalenu (Obr. 19). Divodem byla

dlouha extrakce pfi vysokych teplotach. Dlouhy extrakéni Cas je z jednou nevyhod tohoto

postupu, spolecné s nutnosti pouzit velké objemy extrakéniho ¢inidla.
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Obr. 19: Chromatogram vzorku hliny s PAH extrahovaného metodou Soxhlet (1 — naftalen,
2 — acenaftylen, 3 —acenaften, 4 — fluoren, 5 — anthracen, 6 — fenanthren, 7 — fluoranthen,
8 — pyren, 9 — benzo[a]anthracen, 10 — chrysen, 11 — benzo[b]fluoranthen,

12 — benzo[Kk]fluoranthen, 13 — benzo[a]pyren, 14 — indeno[1,2,3-CD]pyren,

15 — dibenz[a,h]anthracen, 16 — benzo[g,h,i]perylen)

Metoda QUEChERS rovnéZ vyextrahovala, stejné jako v pfipadé Soxhlet extrakce,
UAE a ASE, veskeré pozadované analyty. Z chromatogramu (Obr. 20) vsak lze vidét, ze zde
byla neimérné vysoka intenzita piku nalezejicimu naftalenu oproti ostatnim metodam
(s vyjimkou SPME). Divodem by mohlo byt vysolovani, které se v ramci QuEChERS
provadi, jelikoz naftalen jako nejmensi molekula zpozadovanych 16 PAH mohl do
extrak¢niho ¢inidla pfechazet rychleji a sndze nez zbylé PAH. K podobnym zavérim dosli
I autofi studie zabyvajici se obsahem PAH v ¢aji yerba mate. Pfi extrakci acetonitrilem také
dochazelo k vyssi extrakci nizkomolekuldrnich latek. Nicméné pii pouziti smési

aceton:hexan jiz tyto rozdily nebyly statisticky vyznamné. [130]
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Obr. 20: Chromatogram vzorku hliny s PAH extrahovaného metodou QuEChERS (1 — naftalen,
2 — acenaftylen, 3 —acenaften, 4 — fluoren, 5 — anthracen, 6 — fenanthren, 7 — fluoranthen,
8 — pyren, 9 — benzo[a]anthracen, 10 — chrysen, 11 — benzo[b]fluoranthen,
12 — benzo[Kk]fluoranthen, 13 — benzo[a]pyren, 14 — indeno[1,2,3-CD]pyren,
15 — dibenz[a,h]anthracen, 16 — benzo[g,h,i]perylen)
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Akcelerovana extrakce poskytovala, vzhledem Kk zastoupeni vSech analyti i jejich
intenzitam, asi nejlepsi vysledky, co se extrakce tyce (Obr. 21). Problémem vsak je, Ze pro
jeji provedeni je zapotiebi samostatného piistroje dedikovaného pouze na tyto typy extrakei
(ASE). Potizeni tohoto stroje se tedy nemusi laboratoiim vyplatit, pokud by se jednalo pouze

o jednorazovou zalezitost, ve které by byla extrakce téchto latek nutna.
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Obr. 21: Chromatogram vzorku hliny s PAH extrahovaneho metodou ASE (1 — naftalen, 2 —
acenaftylen, 3 — acenaften, 4 — fluoren, 5 — anthracen, 6 — fenanthren, 7 — fluoranthen, 8 — pyren,
9 — benzo[a]anthracen, 10 — chrysen, 11 — benzo[b]fluoranthen, 12 — benzo[k]fluoranthen,

13 — benzo[a]pyren, 14 — indeno[1,2,3-CD]pyren, 15 — dibenz[a,h]anthracen,

16 — benzo[g,h,i]perylen)

Na zaklad¢ vysledku analyz byla zvolena jako nejvhodnégjsi metoda UAE (extrakce
asistovana ultrazvukem), ktera byla v této praci vyuzita i na spole¢nou extrakci PAH a OCP

z realnych vzorkl. Dtivodi pro toto rozhodnuti bylo nékolik.

e Byla schopna, i kdyz tieba s menSimi omezenimi, vyextrahovat ze vzorkl
vsech 16 PAH (na rozdil od SPME)

e Neni pfistrojove ndrocna jako ASE

e Neni nutné pouZzivat pfili§ velké objemy extrakénich cinidel, jako je tomu
Vv ptipad¢ Soxhlet extrakce

e Pro jeji provedeni neni zapotrebi pfili§ materidlu, at’ uz laboratorniho tak

I chemikalii, jako u QUEChERS

Zavérem poznamenejme, ze metoda QUEChERS ve srovnani s UAE pozaduje jiz pfedem
pfipravenou soupravu, ktera poté samotnou extrakci usnadnuje. Pokud si tedy nechceme
soupravu poridit, musime si ji pfipravit, coz opét prodluzuje celkovou dobu nutnou pro

provedeni extrakce.
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4.2 Hmotnostné-spektrometricka analyza

Pro ziskani co nejvétsiho mnozstvi a co nejpresnéjSich informaci, podle kterych se nasledné
optimalizovala celda GC/MS analyza, byly nejprve méteny piimo roztoky standardi PAH
a OCP vmoddu TIC. Na zakladé naméfenych dat byly nasledné vytvofeny metody pro
analyzu za pomoci SIM a MRM modu, které zajistily zlepSeni selektivity detekce. Prvotni
TIC sken také slouzil k identifikaci latek. Po identifikaci vsech pozadovanych PAH a OCP

a zjisténi jejich retencnich Cast probihaly nasledujici analyzy pouze v rezimu SIM a MRM.

Hodnoty m/z pouzité pro SIM a MRM jsou uvedeny v tabulkach vyse (Tab. | — I11).
Vychézely z naméfenych fragmentacnich spekter standardt a z literatury. [131,132] Pro
zajisténi dostatecné citlivosti méteni bylo nutné vytvofit Casova okna pro jednotlivé skeny
na zaklad¢ stanovenych reten¢nich Casti z pfedchozich analyz. Vysledkem bylo vytvoteni
jediné analyzy pro danou skupinu latek (at’ uzZ PAH ¢i OCP), ktera by pokryla veskeré chténé
analyty.

4.3 ldentifikace  organochlorovych pesticidi a  polycyklickych
aromatickych uhlovodikii

Diky dostupnosti standardt pro polycyklické aromatické uhlovodiky i pro organochlorové
pesticidy byla identifikace danych analyti vyrazné ulehcena. Nejprve byla naméiena
hmotnostni spektra pro standardy smési PAH 1 smési OCP v rezimu TIC. Poté byla naméfena
fragmentacni spektra latek ztohoto skenu srovnavana s knihovnou NIST, ¢imZz bylo

ovéteno, Ze Nalezené slouceniny odpovidaly sloZeni standardnich smési.

Nasledné byly identifikovany latky v extraktech, ziskanych pomoci UAE. V prvnim
kroku bylo provedeno méteni v TIC mddu pro ovéteni funkenosti extrakéni metody. Méteni
vSech naslednych extrakti jiz probihalo metodou SIM (ptipadné MRM pro vybrané

organochlorové pesticidy).

Pro analyzu polycyklickych aromatickych uhlovodikii byl SIM mdd dostacujici
(viz Obr 22). I bez pouziti MRM byl totiz schopen nam potvrdit ¢i vyvratit pfitomnost
zadoucich 16 PAH. V otazce organochlorovych pesticidi zastava SIM spiSe roli
,pre-screeningu” (Obr. 23). Na jeho zakladé¢ lze urcit, jaké organochlorové pesticidy se
s nejvetsi pravdépodobnosti ve vzorku vyskytuji, jejich pfitomnost vSak neni stoprocentné
potvrzena, jelikoz SIM ma pro tyto latky nizsi citlivost, kterd je dana pfitomnosti dalSich

latek v ptdé (tyto ,,rusici* latky obsahuji sledovany fragment). Proto je vhodné vyuzit jesté
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nasledného MRM rezimu, do jehoz parametrti by byly zahrnuty pfechody vSech pesticidii
navrhnutych z vysledkii SIM meéfeni. Tyto pfechody jsou jiz pro dané latky dostate¢né
charakteristické, takZze na zakladé MRM lze uz s jistotou tvrdit, zda se dany OCP ve vzorku

opravdu vyskytuje ¢i nikoliv.
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Obr. 22: Chromatogram vzorku hliny se standardy zméfeny v médu SIM pro PAH (1 — naftalen,
2 — acenaftylen, 3 —acenaften, 4 — fluoren, 5 — anthracen, 6 — fenanthren, 7 — fluoranthen,
8 — pyren, 9 — benzo[a]anthracen, 10 — chrysen, 11 — benzo[b]fluoranthen,
12 — benzo[Kk]fluoranthen, 13 — benzo[a]pyren, 14 — indeno[1,2,3-CD]pyren,
15 — dibenz[a,h]anthracen, 16 — benzo[g,h,i]perylen)
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Obr. 23: Chromatogram vzorku hliny se standardy zméteny v médu SIM pro OCP
(1 — a-hexachlorocyklohexan, 2 — B-hexachlorocyklohexan, 3 — y-hexachlorocyklohexan (lindan),
4 — 5-hexachlorocyklohexan, 5 — heptachlor, 6 — chlordan, 7 — aldrin, 8 — heptachlor epoxid,
9 —endosulfan I, 10 — p,p*-DDE, 11 — dieldrin, 12 — endrin, 13 — endosulfan 11, 14 — p,p*-DDD,
15 — endrin aldehyd, 16 — p,p*-DDT, 17 — endrin keton, 18 — methoxychlor)

Pro vytvotreni SIM metod bylo zapotiebi znat retencni ¢asy analytti a hodnotu m/z
jejich nejintenzivnéjSiho piku z fragmenta¢niho spektra. Tyto hodnoty jsou uvedeny
v tabulkach IV a V (hodnota v zavorce odpovida m/z druhého nejintenzivnéjsiho piku). Na

jejich zaklade byly poté sestaveny parametry SIM pro PAH a OCP. Pro spravné nastaveni
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parametri SIM pro PAH bylo vedle namétenych dat vyuzito jiz publikovanych dat [131].
Parametry MRM pro organochlorové pesticidy byly vSechny prevzaty z literatury. [132]

Po zhotoveni SIM a MRM nastaveni a ovéfeni jejich vhodnosti uz stacila
k identifikaci pouze znalost reten¢niho ¢asu analytu. Tyto mody byly vyuzity i pro méfeni
redlnych vzorkti a osvédCily se, jelikoz byly schopny identifikovat velké mnoZzstvi

predpokladanych kontaminanta predloZzenych sedimentt.

Tab. IV: Reten¢ni ¢asy PAH a hodnoty m/z jejich nejintenzivnéjsich piki z fragmentacnich

spekter
Sloucenina retencni ¢as [min] hodnota m/z
naftalen 11,556 128
acenaftylen 14,105 152
acenaften 14,404 154
fluoren 15,213 166
anthracen 16,729
fenanthren 16,814 178
fluoranthen 18,645
oyren 18,994 20
benzo[a]anthracen 20,94 443 (228)
chrysen 21,001 ’
benzo[b]fluoranthen 22,585
benzo[k]fluoranthen 22,621 44,3 (252)
benzo[a]pyren 23,103
indeno[1,2,3-CD]pyren 25,236 443
dibenz[a,h]anthracen 25,285 44,3
benzo[g,h,iJperylen 25,811 44,3

Tab. V: Retenéni ¢asy OCP a hodnoty m/z jejich nejintenzivnéjsich pikt z fragmentaénich

spekter
sloucenina reten¢ni ¢as [min] hodnota m/z
a-hexachlorocyklohexan 15,998 181
B-hexachlorocyklohexan 16,398
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y-hexachI(_)rocyhohexan 16,477
(lindan) 181
d-hexachlorocyklohexan 16,806
heptachlor 17,461 100
chlordan 17,464 375
aldrin 17,938 66
heptachlor epoxid 18,46 353
endosulfan | 18,937 195
p,p‘-DDE 19,218 246
dieldrin 19,27 79
endrin 19,545 81
endosulfan 11 19,671 195
p,p‘-DDD 19,745 235
endrin aldehyd 19,916 67
p,p-DDT 20,2 235
endrin keton 20,765 67
methoxychlor 20,886 227

4.4  Vysledky analyz realnych vzorki

Metoda vyvinuta v této diplomové praci byla v ramci experimentalni ¢asti aplikovana na
realné vzorky sedimentl. Vzorky pochazely z feky Becvy, konkrétné z okoli obci ValaSské
Mezifi¢i a StiiteZ nad Becvou, a byly odebrany tymem geologli z Pfirodovédecké fakulty
Univerzity Palackého v Olomouci. Celkem byly analyzovany 4 vzorky, dva z okoli

Valasského Mezifi¢i a dva z okoli Stfiteze nad Becévou.

Ve vSech analyzovanych vzorcich sedimentd byly nalezeny jak polycyklické
aromatické uhlovodiky, tak organochlorové pesticidy. V kazdém realném vzorku bylo
detekovano vSech 16 sledovanych polycyklickych aromatickych uhlovodikd, vyskyt
sledovanych organochlorovych pesticidt V jednotlivych vzorcich je shrnut v tabulce
Tab. VI. Uréeni piitomnosti polycyklickych aromatickych uhlovodikii v redlnych vzorcich
probihalo za pomoci SIM mdédu. Pro zjisténi, jaké organochlorové pesticidy se nachazeji
v danych fi¢nich sedimentech, byl nejprve proveden ,,prescreeningovy* SIM a nasledné

potvrzujici mefeni v rezimu MRM.
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Tab. VI: OCP nalezené v realnych vzorcich sedimenti

ocp V20rek | oTR10-20 | STR40-50 | VAL 50-60 | VAL 70-80
a-hexachlorocyklohexan X X X x
B-hexachlorocyklohexan x X X x

y-hexachlorocyklohexan

(lindan) ) * X X
d-hexachlorocyklohexan X X X x
heptachlor X X X X
chlordan X X X x
aldrin X X X x
heptachlor epoxid X X X x
endosulfan | X X X x
p.p‘-DDE v v v v
dieldrin X X X x
endrin X X X x
endosulfan 11 X X X x
p.p*-DDD v v v v
endrin aldehyd x X X x
p.p*-DDT x x v v
endrin keton X X X X
methoxychlor X X X x

Z vysledkti provedenych analyz lze konstatovat, ze i pfes dlouhotrvajici zdkaz
pouzivani organochlorovych pesticidii (v byvalém Ceskoslovensku od roku 1974) jsou
Vv Zivotnim prostiedi i nadale pfitomny. [133] To jen dokazuje, 0 jak perzistentni latky se
jedna. Konkrétné bylo nalezeno DDT, znamé pro svou vysokou perzistenci, spolecné s jeho
degrada¢nimi produkty DDD a DDE. [66]. Je samoziejmé mozné, Ze se v piedlozenych
realnych vzorcich nachazely také jiné organochlorové pesticidy. Bohuzel je nase metoda
limitovana sloZenim standardniho roztoku organochlorovych pesticidid, na ktery byla
,hakalibrovana®. Z toho divodu neni mozné ptitomnost jinych nez vyse uvedenych 18 OCP

vyvratit ani potvrdit.
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Obr. 24: Chromatogram realného vzorku VAL 70-80 z ,,prescreeningového SIM modu pro
OCP, vyzna¢eny mozné OCP (1 — a-hexachlorocyklohexan, 2 — -hexachlorocyklohexan,
3 — y-hexachlorocyklohexan (lindan), 4 — 8-hexachlorocyklohexan, 5 — heptachlor, 7 — aldrin,
9 —endosulfan I, 10 — p,p*-DDE, 13 — endosulfan I, 14 — p,p*-DDD, 16 — p,p‘-DDT,

18 — methoxychlor)
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Obr. 25: Chromatogram realného vzorku VAL 70-80 z MRM moédu pro OCP (10 — p,p‘-DDE,
14 — p,p*-DDD, 16 — p,p‘-DDT)

Z hlediska polycyklickych aromatickych uhlovodikl bylo touto metodou detekovano

vSech 16 PAH monitorovanych EPA. NejniZ$i intenzity ve vSech zanalyzovanych vzorcich

nalezely piku naftalenu. Tato skute¢nost odpovida jeho tékavému charakteru, na zakladé

kterého je mnohem méné pravdépodobné, Ze by byl ve velkych mnozstvich zadrzovan

v sedimentech. Podobné chovani, i kdyz v mensim méfitku, vykazoval i acenaftylen

a acenaften (také velmi tékavé slouceniny). Naopak PAH o vyssi molekulové hmotnosti,

naptiklad fluoranthen ¢i pyren, pfilis t€kavé nejsou, a proto maji spiSe tendenci se ukladat.

Vysledky téchto analyz tedy potvrzuji trend distribuce PAH v zivotnim prostiedi, podle

kterého maji s rostouci molekulovou hmotnosti PAH vétsi tendenci zistdvat v padé

a sedimentech nez se uvolnovat do ovzdusi. [36]
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Obr. 26: Chromatogram realného vzorku STR 10-20 ze SIM médu pro PAH (1 — naftalen,
2 — acenaftylen, 3 —acenaften, 4 — fluoren, 5 — anthracen, 6 — fenanthren, 7 — fluoranthen,
8 — pyren, 9 — benzo[a]anthracen, 10 — chrysen, 11 — benzo[b]fluoranthen,

12 — benzo[Kk]fluoranthen, 13 — benzo[a]pyren, 14 — indeno[1,2,3-CD]pyren,

15 — dibenz[a,h]anthracen, 16 — benzo[g,h,i]perylen)
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Obr. 27: Detail chromatogramu realného vzorku STR 10-20 ze SIM modu pro PAH (1 — naftalen,
2 — acenaftylen, 3 — acenaften, 4 — fluoren)
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5 Zavér

Tato diplomova prace se vénuje problému znecisténi ficnich tokil. Konkrétné se zabyva
polutanty ulozenymi v ficnich sedimentech (v rdmci této prace se jednalo o polycyklické
aromatické uhlovodiky a organochlorové pesticidy), jejich extrakci a naslednou analyzou
pomoci GC/MS. V ramci teoretické ¢asti prace je popsan problém znecisténi fek i s piiklady
a zdroji kontaminace a vliv tohoto zne¢isténi na lidské zdravi. Teoreticka ¢ast dale rozebira
jiz konkrétni skupiny polutantd, které byly cilovym zaméfenim této prace, jejich vlastnosti,
vyskyt a vliv na zdravi ¢lovéka i ostatnich organismili. V neposledni fad€ jsou popsany
zpusoby extrakce a analyzy téchto latek z matric Zivotniho prostfedi, v tomto ptipad¢ z pudy

a sedimentl spole¢né se struénym shrnutim analyz i dalSich ptipadnych kontaminanti.

Predmétem zajmu experimentalni Casti prace je extrakce a nasledna analyza vyse
zminénych vybranych polutantli. Na zdklad¢ reSerSe bylo vybrano extrakéni ¢inidlo a mozné
extrakéni metody pouzitelné pro tyto analyty. V ramci experimentalni ¢asti byla testovana
jejich vhodnost. Cilem bylo vybrat metodu, kterd by s ohledem na jednoduchost provedent,
materidlovou a ekonomickou nendrocnost poskytovala nejlepsi vysledky cili byla by
schopna vyextrahovat vSechny pozadované slouceniny. Jako nejvhodnéjsi byla nakonec
zvolena extrakce asistovand ultrazvukem (UAE). Kromé zvoleni vyhovujici metody
extrakce bylo zamérem optimalizovat samotnou GC/MS analyzu, aby byla na dan¢ analyty
co nejselektivnéjsi. Toho bylo docileno vytvofenim SIM a MRM mdédi pro tandemovou

hmotnostni spektrometrii, pomoci kterych byly polutanty detekovany.

Vyvinutd metoda extrakce a analyzy byla nasledné aplikovana na realnych vzorcich,
konkrétn€ se jednalo o Ctyfi vzorky fi¢nich sedimentt feky Becvy, dva pochazely z okoli
sedimentech bylo detekovano 16 polycyklickych aromatickych uhlovodikt monitorovanych
EPA. V ptipadé organochlorovych pesticidli uz ovsem nevykazovaly vSechny vzorky stejné
zneCisSténi. Ve vzorcich z okoli ValaSského Mezifi¢i se podafilo nalézt pouze p,p‘-DDE

ap,p‘-DDD. Jelikoz DDE a DDD jsou metabolity degradace DDT, lze usuzovat, Ze

let. To by také mohlo byt divodem, pro¢ nebylo detektovano piimo samotné DDT, ale pouze
produkty jeho degradace. VVzorky z okoli Stiiteze (STR 10-20 a STR 40-50) obsahovaly kromé
p,p"-DDE a p,p*-DDD také p,p’-DDT, coz by mohlo ukazovat na relativn¢ novéjsi

kontaminaci pesticidy s obsahem DDT.
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Prilohy
Piiloha 1: Chromatogramy z analyz realnych vzorku sedimentd pro vzorky STR 40-50
a VAL 50-60
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Obr. 1: Chromatogram realného vzorku STR 40-50 ze SIM moddu pro PAH (1 — naftalen,
2 — acenaftylen, 3 — acenaften, 4 — fluoren, 5 — anthracen, 6 — fenanthren, 7 — fluoranthen,
8 — pyren, 9 — benzo[a]anthracen, 10 — chrysen, 11 — benzo[b]fluoranthen,

12 — benzo[Kk]fluoranthen, 13 — benzo[a]pyren, 14 — indeno[1,2,3-CD]pyren,

15 — dibenz[a,h]anthracen, 16 — benzo[g,h,i]perylen)
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Obr. 2: Chromatogram realného vzorku STR 40-50 z MRM mdédu pro OCP (10 — p,p‘-DDE,
14 — p,p*-DDD)
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Obr. 3: Chromatogram realného vzorku VAL 50-60 ze SIM modu pro PAH (1 — naftalen,
2 — acenaftylen, 3 —acenaften, 4 — fluoren, 5 — anthracen, 6 — fenanthren, 7 — fluoranthen,
8 — pyren, 9 — benzo[a]anthracen, 10 — chrysen, 11 — benzo[b]fluoranthen,

12 — benzo[Kk]fluoranthen, 13 — benzo[a]pyren, 14 — indeno[1,2,3-CD]pyren,

15 — dibenz[a,h]anthracen, 16 — benzo[g,h,i]perylen)
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Obr. 4: Chromatogram realného vzorku VAL 50-60 z MRM modu pro OCP (10 — p,p‘-DDE,
14 — p,p*-DDD, 16 — p,p‘-DDT)
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