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ABSTRAKT

Bioindikatory slouzi ke sledovani urovné zneCiSténi zivotniho prostiedi.
K nejrozsifenéjSim bioindikatorim patfi rostlinné bioindikatory, z nichz nejCastéji
pouzivanymi jsou mechy, liSejniky a jehli¢i. Tato prace je zaméfena na sledovani
koncentrace alkyl — derivatd polycyklickych aromatickych uhlovodikii ve vzorcich
jehli¢i odebraného z riznych lokalit Ceské republiky. Sledované analyty byly ze vzork
extrahovany smési n-hexanu a dichlormethanu. Ziskany extrakt byl precistén
sloupcovou chromatografii s aktivovanym silikagelem a florisilem. K vlastni analyze
byla pouzita metoda plynové chromatografie s hmotnostnim spektrometrem.

ABSTRACT

Bioindicators are used to monitor the level of the environmental pollution. Plant
bioindicators are most frequently used, particularly mosses, lichens and conifers. This
thesis focuses of the monitoring of polycyclic aromatic hydrocarbons alkyl-derivates
concentration in the needles, that were taken in different locations in the Czech
Republic. Analytes were extracted by mixture of n-hexane and dichlormethane. The
acquired extract was cleaned up by column chromatography with activated silicagel and
florisil. Gas chromatography - mass spectrometry was used for final analysis.

KLICOVA SLOVA
Rostlinné  bioindikatory, polycyklické aromatické uhlovodiky, sloupcova
chromatografie, plynova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem

KEYWORDS
Plant bioindicators, polycyclic aromatic hydrocarbons, column chromatography, gas
chromatography — mass spectrometry
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1. Uvop

Ukolem biomonitoringu je sledovani faktorti zneisténi Zivotniho prostfedi pomoci
bioindikatora a biomarkert. Poskytuje informace o pusobeni nebo vyskytu nékterého
Cinitele ve vnéjSim prostiedi. Bioindikace se uskuteCriuje na riznych arovnich zivotnich
dét a projevu. Jiz bylo popsano, ze toto sledovani muze probihat na urovni
makromolekul, bungk, organt, organismd, populaci, spoleCenstev
a ekosystému. Bioindikatorem nemusi byt jen mikroorganismy nebo rostliny, ale také
zivocichové a dokonce 1 ¢lovek.

Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAHs) jsou jednou z nejvyznamnéjSich skupin
perzistentnich organickych polutanti (POPs), jejichz karcinogenni a mutagenni
vlastnosti a uroven kontaminace jiz byly popsany v mnoha studiich. Na zakladé udaju
zde prezentovanych lze konstatovat, ze se prakticky vyskytuji témér ve vsech slozkach
zivotniho prostiedi. Jak pfirodni, tak rovnéz antropogenni zdroje umoziiuji jejich
naslednou distribuci do slozek zivotniho prostiedi; toto Sifeni je disledkem

atmosférického transportu, ukladani a transportudo raznych ekosystému.

Rostlinné druhy jsou idedlnimi bioindikatory a jako takové jsou pouzivany jiz
od Sedesatych let dvacatého stoleti. Divodem je to, ze rostliny jsou Casto na svém
povrchu pokryty kutikulou s vysokym obsahem lipidd, ktera je pravé mistem kumulace
perzistentnich organickych polutantd (POPs). Ty mohou vstupovat do rostlin dvojim
zpusobem, a to bud’ prostfednictvim kofent z kontaminované pudy, nebo pies povrch
listt z atmosféry.

Vzhledem ke své citlivosti na znecisténi ovzdusi patii mezi nejpouzivangjsi rostlinné
indikatory jehlicnaté stromy. Jejich pouziti souvisi pfedev§im s tim, ze jehli¢i vydrzi
na vétvich za béznych podminek i nékolik let. Jehli¢i je vystaveno ptisobeni skodlivych
faktori déle, nez je tomu u listnatych stromu, jejichz listy pravidelné kazdy rok
opadavaji. Tyto uvedené vlastnosti jehliCnani jsou pii¢inou toho, ze jehli¢i je
povazovano za vhodny bioindikator, ve kterém se dlouhodobé kumuluji prave POPs.



2. BIOINDIKATORY

Termin bioindikator se pouziva pro oznaeni organismi nebo skupiny organismd,
které reaguji na zatizeni zneCiStujicimi latkami zménami svych vitalnich funkci.
Nejdulezitéjsimi davody pouziti bioindikatord jsou piima stanoveni biologickych
ucinkt, dale stanoveni synergickych a antagonistickych ucinka raznych znecist'ujicich
latek na organismus, v€asné rozpoznani poskozujicich u¢inku, které se nasledné projevi
na rostlinach, pfipadné az na clovéku. Dalsim divodem jsou relativné nizké naklady
ve srovnani s finan¢nimi naklady na vzorkovaci zafizeni. Velky potencial bioindikatora
pro monitoring zivotniho prostiedi je casto konfrontovan s obtiznymi otazkami
metodiky vyplyvajici z pouziti ,,zivych méficich piistroja“. U&inky nezadoucichlatek
na zivotni prostfedi nelze vzdy jasn€ odlisit od pfirodnich stresovych faktort.
Nedostatek praktickych zkuSenosti s urCitymi bioindikatory Casto zpusobuje problém
s interpretaci zjiSténych skuteCnosti, a to pfedev§im pro ten pfipad, kdy nejsou
k dispozici zadna srovnatelna méfeni znecist'ujicich latek.

Diky intenzivnimu vyzkumu se v poslednich desetiletich zlepsila dostupnost mnoha
bioindikatora, které spliiuji pozadavky na vhodnost, standardizaci a predevsim
na finan¢ni naklady na provadéné analyzy [1].

2.1.  Rozdé¢leni bioindikatort
Podle reakce na faktory prostiedi rozdélujeme bioindikatory na senzitivni
a akumulacni.

2.1.1. Senzitivni bioindikatory

se pouzivaji pfi monitoringu ovzdusi, pfiemz v tomto pfipad€ jsou spiSe vyuzivany
rostliny nez zivo€ichové. Patfi sem zejména koniklec velkokvéty (Pulsatilla grandis),
mecik holandsky (Gladiolus sp.), které jsou optiméalnimi indikatory emisi fluoru, dale
tabak virginsky (Nicotiana tabacum), ktery reaguje citlivé na zménu koncentrace ozonu
v ovzdudi a také ardbkovka Thalova (Arabidopsis thaliana) reagujici piedev§im
na chlorofylové mutace [2].

2.1.2. Akumulacni bioindikatory

Tyto bioindikéatory maji Sirokou amplitudu tolerancni oblasti. Jsou zvlasté vyznamné
pfi hodnoceni chemické zatéze ekosystému. Z této skupiny jsou Casto pouzivané napf.
palina obycCejna (Artemisia vulgaris), vrba kiehka (Salix fragilis) a raselinik (Sphagnum
sp.) [2].

2.2.  Druhy bioindikatori
Pii biomonitoringu se nejCastéji pouzivaji nasledujici druhy organismi: houby,
rostliny, zivoCichové a mikroorganismy.

22.1. Houby

Houby se jako bioindikatory pouzivaji pfi monitoringu kontaminace zivotniho
prostfedi tézkymi kovy. Mezi sledované prvky patii As (arsen), Cd (cadmium), Hg
(rtut), Cr (chrom), Cu (meéd’), Ni (nikl), Zn (zinek), Mn (mangan) a Pb (olovo).



Nejcastéji pouzivanymi houbami jsou suchohtib hnédy (Xerocormus badius) - Cr; hiib
smrkovy (Boletus edulis) - Cr, Hg; bedla vysokd (Macrolepia procera) - As, Cu;
muchomirka rizova (Amanta rubences) - Hg; holubinka sp. (Russula sp.) - As, Cu, Zn;
listicka pomerancova (Hygrophoropsis aurantiaca) — Ni, Pb, Mn [3, 4].

222 Rostliny

Obecné je znamo, Zze rostliny mohou slouzit jako indikatory antropogenniho
zneCiSténi toxickymi perzistentnimi organickymi polutanty (POPs), jako jsou
polychlorované bifenyly (PCB), polyaromatické uhlovodiky (PAHs), dioxiny, apod.
V poslednich letech se ukazalo, Ze akumulace organickych latek v rostlinach muze
umoznit 1épe uréit zdroje zneCiSténi, rovnéz jsou vyuzitelné pii sestaveni modelt
regionalni a globalni kontaminace, pfipadné mohou byt vyuzity ke sledovani
kvalitativnich zmén historické oblasti zivotniho prostiedi [5].

Rizné druhy rostlin jsou razné citlivé na pusobeni toxickych latek v prostiedi. Mezi
zvlasté citlivé bioindikatory patii napt. meciky (fluorovodik HF), tabak (oxidy dusiku
NOy a fytogenni smog), petinie (oxidy dusiku NOy a fytogenni smog) a borivka
(kyselost a vlhkost stanovisté) [3].

Mezi nejCastéji pouzivané matrice muzeme zafadit predevs§im borové jehlice,
liSejniky, mechy a listy vysSich rostlin. Dokonce byly provedeny i studie s vyuzitim
borové kury jako bioindikatoru. Vsechny jiz zminéné matrice jsou velmi dobfe
dostupné, a proto mohou byt pouzity jako pasivni vzorkovace mnoha sloucenin.

Lisejniky vzhledem ke své stavbé téla, dlouhovekosti a citlivosti na zneciSténi
prostfedi patii mezi oblibené bioindikatory. LiSejniky jsou pfedevsim citlivé na oxid
sifi¢éity SO, ptfitomny ve vzduchu. Podle citlivosti ke zneCisténi je lze rozdélit
na tolerantni (Pleurococcus vulgaris, Lecanora conizaeoides, Hypocenomyces calaris,
Buellia punctata, Lepraria incana), malo citlivé (Physia tenella, Hypogymnia
physoides, Parmelia sulcata, Phaeophyscia orbicularis, Physcia abscendens), stiedné
citlivé (Parmeliopsis ambiqua, Xanthoria parietina, Pseudovernia furfuracea, Evernia
prunastri, Lecanora chlarotera) a velmi citlivé (Platismatia glauca, Bryoria fuscescens,
Ramalia fastigiata, Ramalia farinacea, Usnea filipendula).

Dal§imi zastupci nizSich rostlin jsou mechy. Mechy se pouzivaji zejména
pfi monitoringu depozice prvki v atmosfére (As, Cr, Cd, Mn, Ni, Cu, Zn, Pb, Hg).
Monitorovanymi zastupci jsou obvykle rokyt cypfiSovity (Hypnum cupressiforme),
travnik  Schreberav (Pleurozium schroeberi), ptipadné dvouhrotec chvostnaty
(Dicranum scoparium) [3, 4].

Jehlicnany, jako zastupci vysSich rostlin, patii k nejcastéji pouzivanym matricim
ke sledovani organickych polutanti, a to nejen vzhledem k obsahu lipidové slozky,
ale také diky svému celkovému rozsifeni na nasem uzemi [6].

223. Zivotichové

Informaci o pusobeni zneCisténého ovzdusi na zvifata je mnohem méné nez o jeho
vlivu na rostliny. To je zapfic¢inéno predevsim tim, ze zivo€ichové nejsou trvale vazani
na jedno misto, a proto je tézké urcit vliv toxickych slozek znecisténého ovzdusi.
Nejzavazn€jsi zdravotni poruchy jsou zpusobeny slouCeninami arzenu, fluoru, pfipadné
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pesticidy (DDT, HCH, tributylcin, atrazin atd.). V oblasti monitoringu znecisténi
zivotniho prostfedi se pouzivaji nejcastéji zastupci drobnych savcu, jako napf. hrabo$
polni (Microtus arvalis), nornik rudy (Clethrionomys glareolus), mySice lesni
(Apodemus flavicollis) a mySice kiovinnd (Apodemus sylvaticus). Dal§imi pouzivanymi
druhy jsou zastupci hmyzu a drobnych mekkysa [3, 4].

224. Mikroorganismy

Mikroorganismy jsou schopny metabolizovat rizikové prvky (Hg, As, Se, Cd, Pb)
a toxické latky (pesticidy) obsazené v zivotnim prostiedi. Nékteré z nich, pokud jsou
vystaveny pusobeni znecistujicich latek del§i dobu, produkuji navic stresové proteiny.
Meéftenim hladiny stresovych proteind, a to jako biomarkerd, muzeme ziskat predstavu
o mife znecCisténi daného ekosystému. NejpouzivangjSimi mikroorganismy jsou zastupci
rodu Bacillus, ale Casto pouzivana je i Escherichia coli [3,7].
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3. POLYCYKLICKE AROMATICKE UHLOVODIKY (PAHS)

Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAHs) patii do skupiny perzistentnich
organickych polutantd (POPs) vyznacujicich se vysokou toxicitou, perzistenci,
schopnosti bioakumulace a predevsim skodlivym vlivem na zivotni prostfedi a na zdravi
cloveka.

PAHs jsou semivolatilni lipofilni latky. VétSina z nich se dostava do zivotniho
prostiedi z antropogennich zdroja, jako je napf. spalovani fosilnich paliv v elektrarnach,
domaci vytapéni, spalovani odpadu, primyslové procesy a spalovaci motory vozidel.
Existuje vice nez 100 riznych PAHs. Obvykle se vyskytuji jako komplexni smeési
(soucast spalin) a ne jako jednotlivé slouCeniny. Ackoliv ucinky jednotlivych PAH
na zdravi nejsou stejné, byla vybrana skupina 16 PAHs s podobnym profilem, které jsou
zvlasté zavazné z hlediska ochrany zdravi cloveka, a proto jsou monitorovany. Do této
skupiny patii acenaften, acenaftylen, antracen, benzo[a]antracen, benzo[a]pyren,
benzo[g h,i]perylen, benzo[b]fluoranten, naftalen,fluoranten, fluoren, fenantren,
chrysen, pyren, benzo[k]fluoranten, indeno[1,2,3-c,d]pyren a dibenz[a h]antracen [8, 9].

MNaphthalene Acenaphthene Acenaphthylene Fluorene

Anthracene Fhenanthrene Fluoranthene Fyrene
Benzo[KJfluoranthene  Benzo[b]fluoranthene  Benzo[a]anthracene Chrysene

Uibenz[ahlanthracene  Benzo[a]pyrene Indeno[1,2,3-cd]pyrene Benzo[ghilperylene

Obrazek 1: Polycyklické aromatické uhlovodiky [10]
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3.1.  Zakladni vlastnosti PAHs

Zakladni strukturni jednotkou molekuly jsou minimalné dvé kondenzovana
aromatickd jadra. Za normalnich podminek jsou PAHs bezbarvé, bilé az zluté
krystalické latky. Fyzikalné-chemické vlastnosti znacné€ zavisi na jejich molekulové
hmotnosti. S klesajici molekulovou hmotnosti klesa bod varu, bod tani i lipofilita, ale
naopak vzrusta jejich t€kavost a rozpustnost ve vode.

PAHs se Casto déli na dvé skupiny, a to PAHs s nizkou molekulovou hmotnosti
(LPAHs) a PAH s vysokou molekulovou hmotnosti (HPAHs). LPAHs (napf. naftalen,
acenaften, acenaftylen, fluoren, antracen, fenantren) jsou tvofeny dvéma az tfemi
benzenovymi jadry, HPAHs (fluorantren, pyren, benzo[a]pyren, benzofluorantren)
obsahuji ve své molekule Ctyfi nebo vice benzenovych jader. PAHs o vysoké
molekulové hmotnosti jsou povazovany za karcinogenni, mutagenni a teratogenni
1 za nizkych koncentraci. Nicméné leh¢i PAHs jsou pfitomny zejména v méstském
prostiedi v ovzdusi, kde reaguji s dalSimi zneciStujicimi latkami, coZz muze mit
za nasledek vznik jeste vice toxickych derivati.

Dal§i déleni PAHs je zalozeno na usporadani benzenovych jader, podle kterého
je rozdélujeme na linearni, angularni a klastrové. Vzhledem k variabilité v prostorovém
usporadani existuje mnoho typt PAHs a jejich derivati.

Diky svému hydrofobnimu charakteru a nizké rozpustnosti jsou PAHs mnohem
odolngjsi vuci biologické degradaci a v zivotnim prostfedi se mohou akumulovat
prostfednictvim potravniho fetézce. Jsou pomérné stabilni, nicméné vlivem slune¢niho
svétla a chemickych latek obsazenych v ovzdusi u nich dochazi béhem nékolika tydna
ke zménam a ke vzniku novych produkti. Jejich rozklad zavisi nejen na typu nosice,
na kterém jsou sorbovany, ale také na pifitomnosti molekulovych skupin navazanych
na benzenovém jadie. Rozklad ve vodé a ptudé trva obvykle nekolik tydnt az mésict
a je zpusoben Cinnosti mikroorganismu [8, 11,12, 13].

3.2.  Vyskyt
Jak jiz bylo zminéno, PAHs vstupuji do ovzdusi predevsim pfi:
"  sopecné ¢innosti
* lesnich pozéarech
* nedokonalém spalovani dfeva v domacnostech a v elektrarnach
* zahfivani a pyrolyze organickych latek
* provozu spalovacich motorti v automobilech.

Pfi ochlazeni koutovych zplodin mohou kondenzovat na sazich a unikat spolu s nimi
do ovzdusi. Diky tomu miize byt v okoli koksoven, ropnych a metalurgickych zavodu
a vyroben sazi zvySena koncentrace téchto latek. Mohou vznikat i otérem asfaltovych
vozovek a pneumatik [9].

Pohyb PAHs v piirod€ zavisi na jejich fyzikalné-chemickych vlastnostech. Obecné
nejsou moc dobfe rozpustné ve vodé a v ovzdus$i se vyskytuji pfevazné ve formé par
nebo jsou sorbovany na povrchu malych pevnych castic. V uvedenych formach mohou
urazit dlouhé vzdalenosti. Na zem spadnou ve formé destovych srazek nebo jako
sedimentujici castice. Nekteré PAHs se do atmosféry dostavaji odpafenim
z povrchovych vod, ale vétSina z(stava sorbovana na pevnych casticich tvoficich
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sediment na dné potoku, fek a jezer. V pud¢€ jsou rovnéz sorbovany na pevné Castice.
Nékteré z nich se odpafuji do atmosféry nebo prechazeji do ptdni vody a kontaminuji
tak podzemni vodu. Jejich obsah vrostlinach a v télech ZzivoCichli muze byt
nékolikanasobné vyssi nez jejich obsah v pude nebo ve vode [11].

3.3.  Dopad na zivotni prostiedi

PAHs patii mezi latky nebezpecné jak pro zivotni prostiedi, tak i pro ¢loveka. Jsou
to latky s karcinogennimi, mutagennimi i teratogennimi ucinky. Nejvét§im problémem
PAHs je jejich perzistence, tj. jejich odolnost vié¢i degradacnim procesim. Dalsi
problematickou vlastnosti je moznost transportu na velké vzdalenosti. Diky tomu
je 1ze nalézt i neékolik kilometrd od zdroje kontaminace. Pokud se ty¢e dopadu na zdravi
¢loveka, mohou ohrozit vyvoj plodu, zptsobit rakovinu nebo popaleniny kiize.

Vzhledem k nizkym hodnotam koncentraci PAHs v ovzdusi vSak nehrozi akutni
nebezpeci pro Cloveka [12, 19].

13



4. DERIVATY PAHS
V zivotnim prostiedi se nevyskytuji pouze samotné mateiské PAHs, ale spolu s nimi

......

hydroxy -, nitro- a oxo-PAHs. Tvorba derivati PAHs zavisi pfedev§im na zdroji

2

emisi, pocasi a na pfitomnosti jinych znecistujicich latek (CO, NOy, O3) [13].

4.1.  Alkyl - derivaty

Alkyl - PAHs maji na své centralni molekule navazany rizné skupiny uhlovodikd.
Nejcastéji navazanymi skupinami jsou methylové a isopropylové skupiny.
Alkyl - PAHs mohou byt analyzovany bud’ jako jednotlivé izomery, nebo jako sumy
homologovych skupin (CO-, C1-, C2-, C3-, C4-, C5-, apod.) odvozené z celkovych
iontovych chromatogramt (TIC) pouzitim GS/MS (plynova chromatografie
s hmotnostnim  spektrometrem). Ne¢které alkyl - PAHs jsou méné toxické nez
nesubstituované slouceniny, zatimco jiné jsou naopak vice toxické. Naptiklad chrysen
je povazovan za mirn€ karcinogenni prohlodavce, zatimco 5 - methylchrysen je silny
karcinogen a je bézné pouzivan jako modelovy karcinogen ve védeckych studiich.
Umisténi alkylové skupiny na benzenovém jadru vyrazné ovliviiuje karcinogenitu
a dal8i toxické ucinky. Anthracen je obecné povazovan za nekarcinogenni, avSak
9,10 - dimethylanthracen je jiz silné karcinogenni. Rovnéz nesubstituovany
benz[a]antracen, piipadné 1-nebo 2 - methylbenz[a]anthracen jsou pouze slabé
karcinogenni, zatimco7 - a 12 - methylbenz[a]anthracen jsou silné karcinogeny [14].

4.2.  Nitro - derivaty

Nitro - derivaty patfi mezi nejvice rozSifené kontaminanty zivotniho prostredi, které
jsou obsazeny v riznych zdrojich a kontaminuji slozky Zivotniho prostiedi. Zavaznymi
zdroji jsou emise z dieselovych motord, emise vznikajici pfi spalovani z petrolejovych
ohfivact, plynového paliva, popilku ze spalovani uhli a nezanedbatelnymi zdroji jsou
také potraviny. Kromé toho mohou vznikat radikalové iniciovanymi reakcemi mezi
matefskymi PAHs a oxidy dusiku nebo kyselinou dusi¢nou, které jsou piitomny
ve zneCisténém ovzdusi. Ty mohou PAHs substituovat, pfipadné oxidovat, za vzniku
mono — nebo dinitroderivati. Vzhledem k jejich rozsahlému rozsifeni v zivotnim
prostredi, genotoxické a mutagenni aktivité a karcinogenité predstavuji vazné zdravotni
riziko pro ¢loveéka [15, 16].

4.3.  Oxo - derivaty

Oxo - derivaty jsou predevsim produkty spalovacich procest, které vSak mohou
vznikat také heterogennimi reakcemi PAHs s ozonem. Oxo - derivaty jsou tékavé
slouCeniny s vyssi molekulovou hmotnosti a niz§im tlakem par nez matefské PAHs.
Na rozdil od matefskych PAHs vykazuji oxo — derivaty, vyskytujici se jako navazané
na pevné ¢astice, pfimé toxické a mutagenni ucinky [17].

4.4. Hydroxy - derivaty

Hydroxy - derivaty mohou byt emitovany nedokonalym spalovanim, piipadné¢ mohou
byt produktem atmosférickych reakci po oxidaci matefskych PAHs hydroxylovymi
radikaly. Reakce probihaji jak v plynné tak 1 v pevné fazi. Behem dne pfevladaji reakce
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s hydroxylovymi radikaly za vzniku hydroxy — radikald a v pribéhu noci probihaji
reakce s NO;s zavzniku nitro - derivatd. V zavislosti na molekulové strukture PAHs
bude jedna reakce prevladat nad druhou, aby byly odstranény matefské PAHs.
Hydroxy — derivaty jsou méné volatilni nez matefské PAHs a maji tendenci spojovat
se ve shluk castic [13].
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S. IZOLACE ANALYTU

Izolace analyti spoCiva v ziskani pokud mozno maximalniho mnozstvi analytd
z matrice. Izolace maximalniho mnozstvi analytd je zavisla na pfiprave vzorku
pro analyzu. Podle povahy vzorku je vzdy zvolena vhodna extrak¢ni technika. Extrakce
patii mezi nej¢astéji pouzivané izolacni procesy [18].

5.1.  Odbér vzorkt

Pro odbér vzorki PAHs =z atmosféry muzeme pouzit dva typy vzorkovani,
a to pasivni a aktivni. Aktivni metody odbéri vzorka vyuzivaji sekvencni odbérové
kolony, které jsou konstruovany tak, aby zachytavaly PAHs majici razné fyzikalni
vlastnosti. Aktivni vzorkovace (vysoko objemovy podtlakovy systém, filtry, fyzikalni
a chemické sorbenty) vSak maji své nevyhody. Jednou z nich je vysoka cena vybavent,
jejich naroc¢na udrzba a provoz.

Pro pasivni vzorkovani se nejCastéji pouzivaji dva typy pasivnich vzorkovacu. Jsou
to polopropustné membrany SPMDs a vegetace. Mezi vyhody SPMDs patii dlouhodoby
sbér dat, nizké naklady a snadné pouziti. Hlavni nevyhodou je spotieba velkého
mnozstvi rozpoustédla a dlouha doba extrakce. Pouziti vegetace jako pasivniho
vzorkovace je mnohem ekonomictéjsi, protoZze neni zapotiebi specialniho vybaveni
pro odbér vzorka. Jako nejlepsi pasivni vzorkovaCe pro izolaci PAHs se osvédCily
jehlice z jehli¢nand, protoze jsou k dispozici po cely rok a mohou byt rozliSeny podle
ro¢nich porosti. Provedené studie prokazaly, ze akumulace PAHs je nepfimo zavisla
na teploté, avSak silné zavisi na druhu dfevin [14].

5.2.  Vzorek a jeho extrakce

V ramci této prace byly sledovany dva druhy jehlici, a to ze smrku ztepilého
a borovice lesni.

Smrk ztepily, latinsky Picea abies, patii do Celedi Pinaceae. Zastupci této Celedi jsou
roz§ifeny na vétSiné uzemi severni polokoule. V oblasti tropického a subtropického
podnebniho pasu se vyskytuji pfedev§im v horskych oblastech. Na nasem uzemi
je smrk ztepily velmi rozsifeny, a to od nizin az po vysoké hory.

Smrk je jehlicnaty, neopadavy strom, dortstajici vysky az 50 metrd. Jeho kura
je Cervenohnéda az Sedohnéda, Supinovitého vzhledu. Jehlice jsou tmavozelené barvy
a prevazné€ dorustaji do délky 1 az 2,5 cm. Jsou ploché nebo Ctythranné s jednim cévnim
svazkem a na konci jsou zakonCeny Spickou. Jehlice opadavaji po 5 az 7 letech. Kvéty
jsou jednopohlavné. Samci kvéty jsou usporadany ve valcovitych Cervenych Sisticich
o délce az 2 cm. V pribéhu vegetace §iStice méni barvu z Cervené na zlutou. Samici
kvéty jsou usporadany v piisedlych Cervenych nebo zelenych Sisticich o délce az 6 cm.
Zralé hnédé Sisky dosahuji délky az 16 cm. Dozravaji na podzim prvniho roku a vcelku
opadavaji. Smrk kvete od kvétna do Cervna v pravidelnych ¢tyfletych cyklech. Jeho
pfirozenym stanovistém jsou raselinisté s vlhkou a hlinitou pudou [20, 21].

Borovice lesni, latinsky Pinus sylvestris, patii do Celedi Pinaceae. Borovice je
jehli¢naty, vzdyzeleny strom, dortstajici do vysky az 40 metr.. Casto se vak miZeme
setkat s niz§im az kefovitym vzristem. Roste na slunnych stanovistich, a to predevs§im
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na pisCitych az kamenitych pudach. Kira je vrasCita, v prizemni c¢asti oplyva
Sedohnédym zbarvenim, zatimco v horni €asti zbarvenim rezavé Cervenym.

Jehlice vyrustajici po dvou z brachyblastt jsou tuhé, $picaté a dosahuji délky az 8 cm.
Vyznacuji se rozdilnym zbarvenim na horni a dolni stran€é. Horni strana je zbarvena
tmavé zelen¢ a spodni strana Sedozelené. Jehlice opadavaji po 2 az 3 letech. Samci
Sistice vyristaji v dolni &asti koruny na konci prytu misto jehlic. Sitice vejcovitého
tvaru jsou zluté zbarvené a dosahuji délky 4 az 8 mm. Samici SiStice rostou naopak
v horni Casti koruny na konci vétvicek vyrostlych v predeslém roce. Tvar §istic je spiSe
kulovity a zbarveni se pohybuje od rizové po fialovou. Sisky vyrlstaji jednotlivé
na kratkych stopkach. V pribéhu zrani méni své zbarveni ze zelené na Sedohnédou.
V dobé zralosti dfevnati, oteviraji se a po vysemenéni odpadavaji [21].

Obrazek 2: Smrk ztepily [22] Obrazek 3: Borovice lesni [23]

Obrazek 3: Jehlice borovice lesni [23] Obrazek 5: Jehlice smrku ztepilého [22]
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52.1. Extrakeni techniky

Izolace analytd z pevnych matric se provadi extrakci kapalinou nebo plynem.
Mezi nejcastéji pouzivané extrakcni techniky aplikované ptfi analyze PAHs v jehlici
patii Soxhlet, Soxtec, ultrazvukova extrakce, superkritickd fluidni extrakce (SFE)
a extrakce kapalinou pod tlakem (PLE, PSE) [7].

Soxhletitv extraktor

Tato metoda patii k nejstar§im extrakénim technikdm, a proto je kazda nove zavadeéna
extrak¢ni technika s ni porovnavana. Jako kazda metoda, ma i tato extrakce své vyhody
a nevyhody. Mezi vyhody patfi jednoduchost a niz§i pofizovaci naklady. Nevyhodou je
velka spotfeba rozpoustédla a pomérmneé dlouha doba extrakce (3 - 24 hodin).

Aparatura se sklada z topného zafizeni (napt. topné hnizdo), varné bariky, Soxhletova
nadstavce a chladiCe. Pevny vzorek (tuhd faze) je umistén v patroné ze specialniho
papiru, skla s fritou nebo z porézni keramiky. Pfi zahtivani se rozpoustédlo, které je
umisténé ve varné bance odpafuje a jeho pary stoupaji vzhiru do chladice,
kde kondenzuji. Vznikla para zkondenzuje a jako kapalina stéka na vzorek umistény
v patroné. Po dosazeni ur¢ité hladiny pretéka rozpoustédlo s rozpusténou latkou
pfepadem zpét do varné bariky [18].

Extraktor Soxtec

Tento extraktor je obdobou predes§lé Soxhletovy aparatury, avSak je jiz mnohem
propracovan¢]si, rychlejsi, ale ma mnohem vysSi pofizovaci a provozni naklady.
Nejdulezitéjsi Casti pristroje je extrakéni patrona zavéSena na zavésu. V zavislosti
na umisténi této patrony rozlisSujeme tii faze extrakce. V prvni fazi je extrakéni patrona
ponofena do vaficiho extrak¢niho rozpoustédla. Pary rozpoustédla stoupaji vzhiru
do chladice, kde kondenzuji a stékaji jako kapalina zpét dold. V této fazi dochazi
k intenzivnimu kontaktu rozpoustédla a vzorku a tim i1 kintenzivngjsi extrakci.
Ve druhé fazi, tj.v tzv. Soxhletovském modu, je patrona posunuta vzhiru, takze jiz neni
v kontaktu s vroucim rozpoustédlem. Pary rozpoustédla stoupaji vzharu do chladice,
kde kondenzuji a stékaji zpét navzorek. Tuto fazi 1ze oznacit jako oplach vzorku Cistym
rozpoustédlem. Ve treti fazi zastava kondenzat v horni Casti pfistroje a proto nedochazi
k jeho kontaktu se vzorkem. Vzorek je timto zptisobem zakoncentrovan [18].

Ultrazvukova extrakce (USE)

Metoda je zalozena na tom, ze pomoci ultrazvuku dochazi ke zvySeni intenzity
pohybu analyzované latky a doba extrakce je tak snizena na 15 az 30 minut.

Vzorek je kvantitativné preveden do bariky. Poté je k nému pfidano urcité mnozstvi
rozpoustédla a barka je vlozena do ultrazvukové lazné. Hladina lazné by nemcéla
dosahovat pod uroven hladiny rozpoustédla v barice. Dulezitou roli hraje i volba teploty
a vhodného rozpoustédla nebo smési rozpoustédel [6].

Superkriticka fluidni extrakce (SFE)

Nejdulezitéjsi soucasti pristroje je extrak¢ni patrona naplnéna pevnym vzorkem, ktera
je umisténa v termostatované komore. Do patrony je vhanéno extrakéni médium (CO,).
Opacnou stranou patrony je medium pomoci kapilary (restriktoru) odvadéno
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do sbémého rozpoustédla (1 ml hexanu). Dochazi k dekompresi a CO, prechazi
do plynného stavu a unika do okoli. Vyextrahované latky jsou jimany ve sbérném
rozpoustédle. Vyhodou metody je uspora rozpoustédla, volnost jeho vybéru a selektivita
extrakce pro dané latky obsazené ve vzorku. Navzdory tomu je tato metoda podstatné
slozitg§i, vyzaduje peclivou pfipravu vzorku a optimalizaci podminek extrakce.
Pro tuto metodu neni v souc¢asné dobé dostupny zadny jednodussi postup [18].

Tlakova extrakce rozpoustédlem (PSE, PFE, ASE, PLE)

Zakladem metody je prace za zvySené teploty (do 200°C) a tlaku (5 — 20 MPa).
Zvysenim teploty nad atmosféricky bod varu se zvysi difuzni koeficienty a tim se zvysi
i extrakéni uginnost. Cim vy$§ jsou difuzni koeficienty nebo difiize latek
desorbovanych z pevného povrchu, tim ucinngjsi muze byt extrakce.

Metoda je rychla (5 — 15 minut) a ma nizkou spotiebu rozpoustédel, ktera lze
namichat a vytvorit selektivni smeési. Naklady jsou sice relativné vysoké, avsak
vzhledem k vysoké rychlosti je mozné zpracovat velky pocet vzorkid. Pii praci s timto
zafizenim je nejprve nutné ho profouknout dusikem, a to pro odstranéni zbytku kysliku,
pfipadné rozpoustédla po predeslé extrakci. Poté jsou do zafizeni umistény patrony
se vzorkem, ke kterym je pod tlakem dopraveno rozpoustédlo. Nasledné se pfistroj
zahteje, coz vede k uvolnéni extraktu ze vzorku, ktery je zachytavan ve specialnich
vialkach.

Po skonceni extrakéniho procesu je rozpoustédlo vytlaceno ze systému a zafizeni je
znovu vycisténo dusikem [18].

5.3.  Precisténi a zakoncentrovani
Vzorek po extrakci obsahuje balastni latky, které by mohly naruSovat finéalni analyzu.
Je proto nutné je ze vzorku odstranit.

53.1. Kolonova chromatografie

Jednd se o techniku zalozenou na rozdélovani sloufenin mezi dvé vzajemné
nemisitelné faze. V kazdém chromatografickém systému je vzdy jedna faze stacionarni
(nepohyblivd) a jedna faze mobilni (mobilni). Separace zavisi na rozdilné afinité
k mobilni a stacionarni fazi. Pokud je stacionarni faze nepolarni, tak ma 1 vétsi afinitu
k nepolarnim latkam. Vzorek je v ramci chromatografické separace unasSen spolu
s mobilni fazi. Slozky vzorku, které vykazuji vyssi afinitu ke stacionarni fazi nez k fazi
mobilni, jsou zpomalovany a zadrzovany na stacionarni fazi. Tak dochézi k separaci
jednotlivych slozek vzorku.

Nejcasteji pouzivanymi stacionarnimi fazemi jsou silikagel, alumina a florisil.

Silikagel

Jedna se o polarni typ adsorbentu s velikosti pori cca 10 nm a se specifickym
povrchem v rozmezi 100 - 500 m%*g. Na povrchu silikagelu jsou k dispozici
hydroxylové skupiny polarniho charakteru, které jsou schopny prostiednictvim
vodikovych mustki reagovat se separovanymi latkami. Aktivace probiha asi 2 — 3
hodiny pfi teploté kolem 200°C.
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Alumina

Krystalicky oxid hlinity s praimémou velikosti pord 10 — 20 nm a se specifickym
povrchem 100 — 200 m*/g. Na povrchu jsou, a to podobng jako u silikagelu, pfitomny
hydroxylové skupiny. Aktivace probiha zahiatim nad 200°C.

Florisil

Tento sorbent, tj. kfemicitan hofeCnaty, je pouzivany predevsim na odstranéni lipida
a dalSich polarnich latek. Jeho vlastnosti jsou podobné jako u aluminy. Aktivace
probiha v muflové peci po dobu 4 hodin pfi teploté 650°C [24].
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6. STANOVENI PAHS

K finalni analyze polycyklickych aromatickych uhlovodikl, a to zejména
substituovanych, se pouziva metoda plynové chromatografie ve spojeni s hmotnostnim
spektrometrem (GS-MS).

6.1.  Plynova chromatografie

Plynova chromatografie je separa¢ni metoda zalozend na principu rozdeleni slozek
mezi dvé heterogenni faze. Jednou fazi je faze stacionarni (nepohybliva), kterd je
tvorena sorpcné aktivni latkou a druhou fazi je faze mobilni (pohybliva), ktera je
tvorena plynem. Interakce mezi stacionarni fazi a molekulou plynu je zalozena na druhu
mezimolekulovych sil. Dulezitou roli hraje také difuze [25].

Plynova chromatografie umoziuje stanovit nejen plyny, ale také latky, které lze
pfevést do stavu pary. Jednd se jak o kapaliny, tak i o pevné latky. Latky, pro které
muze byt tato metoda pouzita, mohou byt permanentni plyny i kapaliny s bodem varu
obvykle do 400°C, nékdy i vy$§im. Kromé& toho to mohou byt malo t&kavé kapalné
latky po jejich prevedeni na tékavé derivaty a pevné latky po pyrolytickém rozkladu.
Teploty, pii kterych se stanoveni provadi, se pohybuji od -70°C do 400°C. Analyzy
trvaji kratkou dobu, n€kdy pouze nékolik sekund, pfipadn€é minut, avSak v piipade
multirezidualnich metod, kde je zjistovano vice nez 30 analytd, maximalné 2 hodiny.

Z fyzikalné - chemického hlediska umoziuje tato metoda sledovat sorpcni
nebo katalytické procesy, urCovat termodynamické veliCiny, mechanismus a kinetiku
reakci, difuzni pochody apod. Diky pomérné jednoduchému aparaturnimu vybaveni
a rychlosti analyzy muze snadno konkurovat klasickym metodam [25].

Zakladnimi Castmi pfistroje pouzivaného pro plynovou chromatografii jsou zdroj,
regulace proudu nosného plynu, déavkovaci systém, kolona, detekéni zafizeni,
termostaty pro davkovac, kolonu a detektor, zapisovac a vyhodnocovaci systém.
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Obrazek 6: Schéma plynového chromatografu [25]
1 zdroj nosného plynu | 5 kolona 9 termostat
2 Cistici zafizeni 6 detektor 10 regulace teploty
3 regulacni zafizeni 7 zapisovac 11 chromatogram
4 davkovac 8 vyhodnocovaci zafizeni
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6.1.1. Stacionarni faze

V systému plyn - pevna latka (GSC) je stacionarni faze predstavovana povrchové
aktivni latkou, a to napf. aktivhim uhlim, silikagelem, molekulovymi sity
nebo poréznim sklem. Systém plyn - kapalina (GLC) obsahuje v roli stacionarni faze
kapalinovy film navdzany na inertnim nosi¢i. Rozdil mezi systémy neni ani tak
v konstrukci pristroje, jako spiSe ve zpuisobu separace. Zatimco separace v GSC sytému
je zaloZena na adsorpci, separace v GLC systému je zalozena na rozpousteéni [25].

6.1.2. Mobilni faze — nosny plyn

Mobilni faze je v plynové chromatografii realizovana nosnym plynem. Mezi
nejCasteji pouzivané nosné plyny patii pfedevsim vodik, dusik, helium a argon. Pfi jeho
vybéru je nutné myslet zejména na faktory jako je viskozita, a€innost, Cistota, reaktivita,
detektor a finan¢ni naklady.

Pratok nosného plynu musi byt nastaven tak, aby bylo dosazeno co nejlepsiho
rozdéleni latek na koloné. Tim je mySleno nejmensSi rozsifeni zon separovanych latek.
D¢je podilejici se na roz§ifovani zon jsou:

» vifiva diftize - molekuly razného typu urazi rizné vzdalenosti;

* podélna molekulova difuze - molekuly migruji z mista svys§i koncentraci
na misto s niz8i koncentraci, a to po sméru i proti sméru pohybu nosného plynu;

* odpor proti pfenosu hmoty ve stacionarni fazi - molekuly rizného typu pronikaji
ruzné hluboko do stacionarni faze;

* odpor proti pfenosu hmoty v nosném plynu - rychlostni profil nosného plynu ma
tvar paraboly [26].

6.1.3. Regulator tlaku a pratoku

Elektronické regulacni zafizeni slouzici k ovladani pratoku a tlaku nosného plynu.
Regulator prutoku zajistuje staly pratok nosného plynu kolonou a detektorem. Tlak je
nastavovan automaticky na zakladé hodnot viskozity plynu, vnitiniho priméru kolony
a délky kolony tak, aby byl zajistén staly pratok plynu kolonou [26].

6.1.4. Injektor

Analyzovana latka je vpravena do plynového chromatografu pres septum pomoci
specialni injekcni stiikacky. Ta predstavuje délici hranici mezi vnéjSim a vnitfnim
prostfedim chromatografu. K odpatfeni vzorku vlivem vysoké teploty dochazi
ve sklenéné vlozce, lineru, ktera je soucasti injektoru. Mezi kolonu a injektor je umistén
déli¢ toku slouzici k vedeni Casti odpafeného vzorku na kolonu. Pfi stopové analyze
nebo analyze smési latek s odliSnym bodem varu se pouziva nasttik bez délice [26].

6.1.5. Kolona

Existuji dva typy kolon, napliiové a kapilarni. Naplinova kolona je tvofena trubici,
ktera je vzhledem k malému prostoru urCenému pro jeji umisténi stocena do spiraly.
Drive byly trubice vyrobeny ze skla, avSak vzhledem k jejich kiehkosti bylo sklo
nahrazeno nerezovou oceli. Délka trubic se pohybuje v rozsahu 1 - 5 m a vnitini prumér
v rozsahu 2 -4 mm. Idealni trubice ma délku 3 m a pramér 3 mm. Trubice byva
naplnéna adsorbentem nebo nosic¢em se zakotvenou kapalnou fazi.
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Kapilarni kolona predstavuje tenkou a dlouhou trubici vyrobenou z velmi Cistého
Si0, potazeného vrstvou polyamidu. Vrstva polyamidu zarucuje pruznost, odolnost
a snadnou manipulaci. Délka kolony se pohybuje v rozmezi 10 - 60 m a vnitfni primér
v rozmezi 100 - 530 um. Nejpouzivan€js§im primérem je 250 um [25, 27].

6.1.6. Detektor

Nedilnou soucasti analyzy je volba vhodného detektoru. Nejpouzivan€jSim typem
detektoru je tepelné vodivostni detektor (TCD), plamenové ionizacni detektor (FID)
a detektor elektronového zachytu (ECD). V soucasnosti patii mezi nejpouzivanési
a nejucinng]si detektory hmotnostné spektrometricky detektor (MS).

Tepelné vodivosmi detektor - katarometr (1CD)

Vzhledem ke své univerzalnosti a velkému rozpéti linearity odezvy patii k nejcastéji
uzivanym detektorim. Princip metody spociva v rychlosti ochlazovani zahtatého télesa.
Rychlost ochlazovani zavisi na slozeni plynu, ktery proudi kolem zahtatého tclesa.
Zakladem katarometru je vlakno vyrobené z materialu, jehoz elektricky odpor se méni
v zavislosti na zménach teploty. Vlakno je zahfivano konstantnim elektrickym proudem
na urcitou teplotu. Pokud katarometrem prochazi nosny plyn o konstantnim pratoku, tak
také jeho teplota i elektricky odpor jsou konstantni. Jakmile je v nosném plynu pfitomna
eluovana latka, dochazi ke zmeéné teploty i elektrického odporu vladkna. Vzhledem
k vyssi tepelné vodivosti se jako nosné plyny nejcastéji pouzivaji helium nebo vodik.
V praxi se pouzivaji dva katarometry zatazené vedle sebe. Do jednoho je veden Cisty
nosny plyn a do druhého nosny plyn z kolony. Vlakna obou katarometra jsou zapojena
do Wheatstonova mustku. Pokud je v nosném plynu obsazena eluovana latka, dochazi
k menS§imu ochlazovani vldkna a také ke zmeéné odporu. To se pak projevi na zdznamu
elucni krivky [18, 24].

Plamenové ionizacni detektor (FID)

Elektricka vodivost v plynech je dana poCtem ionizovanych ¢astic a proto je umérna
mnozstvi latky prochazejici detektorem. U tohoto detektoru je zdrojem ionizovanych
castic plamen. Do nosného plynu s eluatem prichazejiciho z kolony je v detektoru
pfiveden vodik a vzduch. Organické latky pfichazejici z kolony jsou vlivem vysoké
teploty rozitépeny na radikaly CH;, CH,, CH', ionty H a fragmenty OH. Mezi
uhlikatymi radikéaly a kyslikatymi fragmenty dochézi k exotermni reakci za vzniku
dalsich radikalti. Uvolnéna energie je vyuzita k jejich ionizaci. Vzniklé ionty, radikaly
a elektrony vedou mezi elektrodami elektricky proud [18, 24].

Detektor elektronového zachytu (ECD)

Detektor pouzivany predevsim v analytice zivotniho prostiedi, protoze poskytuje
odezvu na halogenderivaty, které patfi k nejzavaznéjSim kontaminantim zivotniho
prostiedi. Zdrojem ionizace je radioaktivni zafi& (**Ni). Jako nosny plyn se zde pouziva
dusik nebo argon, jelikoz se oba snadno ionizuji -zarenim.

Zdrojem zafeni a zaroven 1 katodou je kovovy valec potazeny vrstvou izotopu niklu
(®*Ni). Anoda je predstavovana sbémou elektrodou. Na elektrody je vloZeno napéti.
B-zafeni emitované ®Ni ionizuje dusik, ¢imz vznika kation dusiku a 2 elektrony.
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Tyto elektrony jsou velmi pomalé. Pokud je v nosném plynu pfitomna elektronegativni
sloucenina, jsou elektrony pohlceny touto slouceninou. Pohyblivost takto vzniklych
zaporné€ nabitych Castic je mnohem mensi nez pohyblivost volnych elektroni. Tim
se zvysi pravdépodobnost jejich srazky s kladné nabitymi Casticemi pfitomnymi
v nosném plynu. Rekombinaci kladné a zaporné nabitych Castic dochazi ke snizeni
poctu zaporn€ nabitych Castic a tim ke snizeni ionizacniho proudu prochéazejiciho mezi
katodou a anodou [18, 24].

6.1.7. Kvantitativni vyhodnoceni

Metoda vnitini normalizace

Metoda se pouziva k urCeni obsahu latek ve smési. Nevyhodou je, ze latky ve smési
musi byt pfedem znamé a nesmi jich byt mnoho. Mnozstvi jednotlivych komponent
se vyjadiuje jako procentualni podil z celku.

Absolutni kalibrace

Tato metoda slouzi ke stanoveni absolutni koncentrace nebo absolutniho mnozstvi
latky z kalibraéni zavislosti. Spravnost metody =zavisi na reprodukovatelnosti
davkovanych objemd.

Metoda vnitiniho standardu

Ke vzorku se pfida urcité mnozstvi znamé latky. Podminkou je, ze tato latka nesmi
byt obsazena v ptivodnim vzorku, nesmi reagovat s Zadnou ze slozek vzorku a musi byt
eluovana blizko stanovované latky. Presny objem néstfiku vzorku neni nutné znat.
Koncentrace stanovované latky ve vzorku 1ze urcit pomoci faktoru citlivosti detektoru fy
(response factor). Tento faktor je nutné stanovit kalibraci pro danou latku a vnitini
standard. Tvar pfimky muze mit tento tvar:

A, :f{cx] ©.1)

A Cis

Ay... plocha signalu latky x v roztoku standardu

Ass... plocha signalu vnitiniho standardu v roztoku latky x
f.... faktor citlivosti detektoru (response factor)

Cx... koncentrace roztoku standardu latky x

cis... koncentrace vnitiniho standardu v roztoku latky x

Metoda standardniho pridavku

Zakladem metody je znamy ptfidavek stanovované latky ke vzorku. Mnozstvi latky
v pivodnim vzorku se ur¢i z plochy piku stanovované latky ve vzorku a plochy piku
po pridani znamého mnozstvi latky ke vzorku [26].
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6.2.  Hmotnostni spektrometrie

Metoda zaloZena na interakci ionti a poli, a to magnetického a elektrického.
Vystupem je hmotnostni spektrum, coz je zaznam popisujici intenzitu jevu souvisejiciho
s interakci. Tato metoda ma vysadni postaveni mezi spektrometrickymi metodami,
protoze je pouzitelna pro vSechny prvky (cela periodicka tabulka prvki). S jeji pomoci
lze analyzovat sloucCeniny organické i anorganické. K analyze je zapotiebi jen malé
mnozstvi vzorku a mezi dalsi vyhody patfi mimoradné Sirokd oblast linearni odezvy
(az 12 radn).

Zakladnimi castmi hmotnostniho spektrometru jsou zdroj zareni, iontova optika,
disperzni prvek, stérbina, detektor, Cerpadlo a vyhodnocovaci systém (pocitac) [27].

6.2.1.  Ionizac¢ni techniky

Existuje mnoho typu rdznych technik. Pro rizné typy latek se pouZzivaji rtzné
ionizaCni techniky. Mezi nejvyznamnéjsi techniky soucasné doby patii: elektronova
ionizace a chemicka ionizace pro plynné skupenstvi; elektrosprej, chemicka ionizace
za atmosférického tlaku, fotoionizace za atmosférického tlaku pro kapalné vzorky;
MALDI (Matrix Assisted Laser Desorptionlonization) pro ionizaci z pevného
skupenstvi a indukéné vazané plazma pro prvkovou analyzu. Nejcastéji pouzivanymi
ionizaCnimi technikami ve spojeni plynového chromatografu s hmotnostnim
spektrometrem (GC-MS) jsou elektronova a chemicka ionizace.

Elektronovd ionizace

Zakladem je iontovy zdroj, jehoz nejdulezitéjsi Casti je zhavené vlakno emitujici
elektrony. Elektrony jsou pfitahovany protilehlou elektrodou s kladnym nabojem.
Na této draze je elektronim udé€lena energie 70 eV. V kolmém sméru na trajektorii
elektroni je do iontového zdroje privadén vzorek v plynném skupenstvi (neutralni
molekuly analyzovanych latek). Molekuly vzorku se potkaji s elektrony. Elektrony
vyrazi z elektronového obalu molekuly dalsi elektron a vznik4d kladn€ nabity ion
(radikalkation) a dva elektrony.

M+e ->M" +2e (6.2)

Mnozstvi dodané energie je daleko vétSi nez je tfeba kionizaci. Nadbytek energie
se projevi tak, ze dojde k fragmentaci radikalkationtu a vytvoii se fragmentované ionty
a neutralni ztraty.
M™ > F +N;

! ! (6.3)
Vznikaji molekulové ionty (radikalkation) a fragmenty. Molekulové ionty mohou
informovat o molekulové hmotnosti dané slouCeniny. Ve fragmentech je skryta
strukturni informace. Pro spravnou funkci této techniky je tfeba udrzovat v iontovém
zdroji tlak 107 Pa. Technika umoziiuje tvorbu knihoven.
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Chemickd ionizace — dvoustupriovy mechanismus

a) interakce elektronu s reakénim plynem (methan)

Interakce elektronu s reakénim plynem vede ke vzniku radikéalkationtu a uvolnéni
dvou elektront. V iontovém zdroji je obsazeno velké mnozstvi methanu, proto se
radikalkation potka s dal§i molekulou methanu a vznikne reaktivni astice CHs'
a odstepi se radikal methanu.

CH,+e — CH, +2e (6.4)
CH," +CH, —» CH; +CH; (6.5)
CH;" > CH; +H" (6.6)
CH; +CH, - C,H; +H, 6.7)
M+CH; >MH" +CH, (6.8)
M+C,H; >MH" +C,H, (6.9)

b) ionizace molekul analytu pomoci produkti ionizace reak¢niho plynu
V tomto kroku nevznika radikalkation, ale vznika ion se sudym poctem elektront
(kvazimolekularni ion). Kvazimolekularni ion vznika spojenim iontu s protonem.

M+1] =[M+H]

Mohou se tvofit i negativni ionty:

[M-1] = [M-H]

Pro spravnou funkci této techniky je tfeba udrzovat viontovém zdroji tlak
10 - 100 Pa. Tato technika neumoziiuje tvorbu knihoven [27].

6.2.2.  Analyzatory

Kvadrupolovy analy:zdtor

Pouziva se pfi spojeni s plynovou a kapalinovou chromatografii nebo s kapilarni
elektroforézou. Zaklad tvori Ctyfi kovové tyCe kruhového nebo hyperbolického prafezu
pripojené ke zdroji stejnosmérného a vysokofrekvencniho stfidavého napéti.

Ionty nalétavaji do prostoru mezi tyCemi. Zde vlivem stfidavého elektrického pole
osciluji. Pfi spravné volbé poméru stejnosmémého a stiidavého elektrického napéti
projdou prostorem mezi tyCemi pouze ionty o urCitém poméru m/z. Ionty o jiném
poméru m/z se zachyti na sténach tyCi nebo pfistroje. Zmeénami napéti lze regulovat
pruchod iontd v uritém pomeéru m/z [18, 28].

lontovd past

Je tvotena tfemi elektrodami - dvéma vstupnimi kruhovymi elektrodami, které jsou
uzemnény a jednou prstencovou elektrodou, na kterou se pfivadi stfidavé napéti
s proménnou amplitudou.

Vstupnim otvorem jsou do prostoru iontové pasti piivedeny ionty analyzované latky.
Vlivem napéti pfivedeného na prstencovou elektrodu dochazi k periodickému
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pfitahovani a odpuzovani iont. Pfi dal§im zvySovani amplitudy stiidavého napéti jsou
ionty podle rostouciho poméru m/z vypuzeny z pasti a vystupnim otvorem jsou vedeny
do detektoru [18, 28].

Priletovy analy:zdtor

Hlavni soucasti je evakuovana trubice. K rozdéleni iontll s riznym pomérem m/z
dochazi na zakladé doby letu z iontového zdroje do detektoru. Ionty liici se pomérem
m/z prichazejici ziontového zdroje se pfi stejné kinetické energii pohybuji raznou
rychlosti. Ion s vys§i hmotnosti se pohybuje pomaleji, proto vstoupi do detektoru
pozdé&ji nez ion s nizsi hmotnosti. Rozliseni iontli zavisi na délce drahy urazené ionty
pfi priletu analyzatorem. Analyzator byva casto doplnén reflektronem, coz je v podstaté
elektrostatické zrcadlo znasobujici priletovou drahu iontu.

Analyzator se nejCastéji pouziva u kombinace LC — MS (kapalinova chromatografie
s hmotnostnim spektrometrem) pro analyzu vysokomolekularnich latek [18, 28].

6.2.3. Detekce iontd

Elektrondsobicové detektory

Existuji dva typy s riznou konstrukci. Elektronasobicové detektory s diskrétnim
dynodovym polem a s kontinualni dynodou. Prvni typ detektoru je tvofen kovovymi
destickami (dynodami) elektricky propojenymi pomoci rezistord. Po vlozeni napéti jsou
elektrony urychleny ve sméru k vedlejsi dynodé a zachyceny kolektorem. Po dopadu
iontu na prvni dynodu jsou z dynody vyrazeny elektrony. PocCet vyrazenych elektront
se dopadem na dalsi dynody znasobi.

Druhy typ detektoru je pfedstavovan zakfivenou trubici vyrobenou z olovnatého skla
s vysokym elektrickym odporem. Vnitini sténa trubice je pokryta vrstvickou oxidu
berylnatého nebo hlinitého. Konce trubice jsou ptipojeny ke zdroji napéti. Po dopadu
iontu jsou z materidlu trubice vyrazeny elektrony a urychleny elektrickym polem
smérem ke kolektoru. Opakovanymi narazy vznikaji dalsi elektrony [28].

Fotonasobicové detektory

Konstrukce fotonasobicového detektoru je slozitéjsi nez konstrukce predchoziho
detektoru, avsak tyto detektory jsou mnohem citlivéjsi a maji delsi zivotnost.

Ionty dopadaji na pomocnou kovovou elektrodu, kde jsou konvertovany na elektrony.
Ty dopadaji na scintilacni stinitko a poskytuji fotony vstupujici do fotonasobice [28].

6.2.4.  Cerpaci vakuové systémy

Kudrzeni dostatecné nizkého tlaku potfebného pro spravnou funkci pfistroje
se pouziva vakuovy Cerpaci systém. NejCasteji se pouziva dvoustupiiovy systém, kdy
se nejdiive predCerpava béznymi mechanickymi rotanimi pumpami a na pracovni tlak
se docerpava diftizni nebo turbomolekularni pumpou. Mechanickou rota¢ni pumpou lze
dosahnout tlaku 0,1 — 1 Pa, difiazni pumpou tlaku 10 Pa a turbomolekularni pumpou
pii pouZiti dostatené vysokych otagek (15 00-060 000 min™) tlaku az 10 Pa [28].
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7. EXPERIMENTALNI CAST

7.1. Odbér vzorkt
Vzorky jehli¢i byly odebrany z réiznych lokalit Ceské republiky. Vétve smrku byly
ofezany ve vySce 1 — 2 m a vétve borovice ve vysce 2 — 5 m. Nasledné byly ponechany
po dobu 24 hodin k proschnuti, aby se jehlice daly snaze trhat. Jehlice byly vlozeny

do mikrotenového sacku a ulozeny do mraziciho boxu pii teploté -72°C.

Bylo odebrano celkem 12 vzorka jehli¢i - 6 vzorkli smrku a 6 vzorkd borovice.
Jednotlivé lokality jsou uvedeny v tabulce 1. Pro lepsi orientaci v uvedenych lokalitach

jsou na obrazcich 7 a 8 zobrazeny mapy s vyznacenymi misty odbéru.

Tabulka 1: Lokality sbéru vzorku

Smrk ztepily Borovice lesni

Lokalita GPS souradnice | Lokalita GPS souradnice
Mikulovice, 50°17'47.688"N | Havlovice, 50°28'47.332"N
okres Jesenik 17°19'30.539"E | okres Trutnov 16°2'8.590"E
Brno - LiSen, 49°13'53.7"N Svratka, okres Zdar|49°42'33.73"N
okres Brno - mésto 16°41'41.5"E nad Sazavou 16° 2'4.80"E
Ceska Tfebové, 49°53'49.367"N |Javornik, 48°52'04.2"N
okres Usti nad Orlici 16°25'54.978"E | okres Hodonin 17°32'25.8"E
Javornik, 48°52'04.2"N | Bmo - Zidenice, 49°11'16.1"N
okres Hodonin 17°32'25.8"E okres Brno - mésto 16°39'34.6"E
Ruzd’ka 49°22'55. 7"N Bmo - Lesna, 49°13'00.1"N
okres Vsetin 18°02'13.6"E okres Brno - mésto 16°37'05.1"E
Troubsko, 49°10'28.4"N Ruzd’ka 49°22'44 7"N
okres Brno - venkov 16°30'29.4"E okres Vsetin 18°01'29.5"E

Obrazek 7: Mapa vyskytu smrku ztepilého s vyzna¢enymi misty odbéru vzorku

28



K
"
i."h- '
= _:* L"'i. . -
il e : ®
- - ;! = »
[ ;: 5
= "a '
a gk e [ .
: &, ,:r&-_ . W . -,!.,.
o R “ = v
" ¥ L P s o |
A . :
| el S ¥ ‘.
- LR E 1 -
" [
.
0 5 =
- P
uu (]
' [} o : A "
"oy 1
#
o ! '] - » L]
g |- . Y Y 0
o e A * .
B Ee " i
e R @ : .
Y -:_'qr iy = .
5 '-‘5.!! A
L 13
B, % i)

0 10 20 30 40 50 km
e e
Obrazek 8: Mapa vyskytu borovice lesni s vyzna¢enymi misty odbéru vzorku

7.2. Analyza vzorki

7.2.1. Pouzité chemikalie
* n-hexan pro kapalinovou chromatografii, MerckKGaA, Germany

* Dichlormethan (DCM) pro organickou residuélni analyzu, J. T. Barker, USA
*  Florisil, Sigma — Aldrich, CR

= Silikagel 60 (0,040 — 0,063 mm), MerckKGaA, Germany

» Siran sodny bezvody p. a. , Na,SO4, PENTA, Praha

7.2.2. Laboratorni pfistroje a sklo
» Analytické vahy HR-120, A&D Instruments, Japonsko

» Ultrazvukova lazen, KRAINTEK

»  Vakuova odparka BUCHI, SRN

»  Piistroj EVATERM pro suseni pod dusikem, Labicom, CR

» Elektricka laboratorni pec L05/11 HT 40, LAC, s.r.o. Rajhrad

*» Muflova pec, LAC s.r.0., CR

» Bézné laboratorni sklo a pomucky (kadinky, banky, pipety, vialky, aj.)

7.2.3. Optimalizace sloupcové chromatografie

Sklenéna kolona pro sloupcovou chromatografii byla naplnéna za mokra sloupcem
silikagelu o vySce 5 cm a sloupcem florisilu o stejné vysce. Bylo pfipraveno celkem
5 chromatografickych kolon. Silikagel byl aktivovan 2 hodiny pii 220°C v elektrické
peci a florisil v muflové peci po dobu 4 hodin pii teploté 650°C. Plnéni za mokra
probihalo tak, ze nejdfive byla kolona naplnéna n-hexanem. K n-hexanu byl za stalého
sklepavani po malych castech pfisypavan silikagel. Poté byl stejnym zpisobem
nadavkovan i florisil. Pfebytecny n-hexan byl upustén tak, aby jeho hladina byla 1 mm
nad sloupcem florisilu. Nasledné¢ byl nadavkovan 1 ml standardniho roztoku
o koncentraci 100 pg/ml. Roztok byl eluovan 10 ml n-hexanu a 5 ml smési n-hexanu

29



a DCM v poméru 4:1, z diavodu odstranéni alifatickych sloucenin pfitomnych
ve vzorku. Vysledné frakce jednotlivych kolon byly ziskany po eluci 20 ml smési
n-hexanu a DCM v pomérech uvedenych v tabulce 2.

Tabulka 2: Pouzité smési n-Hexanu a DCM

Cislo kolony Pomér n-hexanu a DCM
1 70:30
2 60:40
3 50:50
4 40:60
5 30:70

7.2.4. Postup prace s realnymi vzorky
Nejdiive bylo navazeno 10 g zmrazeného jehli¢i. To bylo rozetfeno v tfeci misce
a nasledné vlozeno do baiky, viz obrazek 9. K jehli¢i byl pfidan 1 ml standardniho
roztoku o koncentraci 100 pg/ml.

E
Obrazek 9: Bariky s jehli¢im pfipravené na extrakci

Vzorek byl extrahovan 30 ml smési DCM a n-hexanu smichanych v poméru 1:1
v ultrazvukové lazni po dobu 30 minut. Po extrakci byl roztok vysuSen siranem sodnym
bezvodym a prefiltrovan pfes acetonovou vatu. Nasledné byl roztok odpafen
na vakuové odparce na objem 4 — 5 ml. Zahu$tény roztok byl kvantitativné preveden
na chromatografickou kolonu.

Béhem odparovani byla piipravena chromatograficka kolona. Kolona byla za mokra
naplnéna deseticentimetrovym sloupcem aktivovaného silikagelu a florisilu. Silikagel
byl aktivovan 2 hodiny pfi teploté 220°C a florisil 4 hodiny pfi 650°C.

Vzorek byl poté eluovan 10 ml n-hexanu a 5 ml smési n-hexanu a DCM v poméru
4:1, a to kvuli odstranéni alifatickych sloucenin pfitomnych ve vzorku. Pozadovana
frakce byla ziskana eluci 20 ml smési n-hexanu a DCM v poméru 40:60, viz obrazek 10.
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Tato frakce byla odpafena na vakuové odparce piiblizné na objem 1 ml a zbytek
rozpoustédla byl vysuSen pod proudem dusiku. Odparek byl rozpustén v 1 ml
n-hexanu a preveden do vialky. Takto pfipraveny vzorek byl déale analyzovan
na plynovém chromatografu s hmotnostné spektrometrickou detekci.

Obrazek 10: Chromatografické kolony s realnymi vzorky

7.2.5. Plynovéa chromatografie
*  GC x GC — TOF MS system Pegassus 4D (LECO Instrumente, Michigan, USA),

plynovy chromatograf 6890N (Agilent Technologies, St. Clara, USA),
hmotnostni spektrometr HS TOF MS (LECO Instrumente, Michigan, USA)

*  Autosampler (100 vzork)

= Split/splitless injektor

* Primarni a sekundarni kolona

* Kryogenicky modulator LN2

*  Termostat

» Zasobnik na tekuty dusik

7.2.6. Hmotnostni spektrometr
* TOF Hmotnostni spektrometr (LECO Instrumente, Michigan, USA)

» Elektronova ionizace (70 eV)

» Teplota iontového zdroje: 250°C

* Rozsah detekovanych molekulovych hmotnosti: 40 — 400 m/z
» Skenovaci rychlost: 100 spekter/s

* Napéti na detektoru: 1850 V
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7.2.7. Parametry méfeni
Podminky méfeni jsou uvedeny v tabulce 3.

Tabulka 3: Parametry méfeni

Kolona

28 mx 0,25 mm x 0,25 um

Teplotni program

50°C na 1 min
10°C/min do 220°C na 0 min

59C/min do 320°C na 12 min

splitless, uzavieny na 1 min

Nastiik nastiik 1 pl
teplota nastiiku 270°C
Nosny plyn helium pod tlakem 100 kPa

Obrazek 11: GC x GC — TOF MS system Pegassus 4D
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7.3. Diskuze a vysledky
V predlozené bakalaiské praci byla feSena problematika stanoveni alkyl - derivata
PAHs, naprtiklad 1 - methylnaftalenu, 2 - methylnaftalenu, pfipadné 1 - ethylnaftalenu.
Pro experimentalni stanoveni byl vybran jeden zastupce, a to 2 — methylnaftalen (dale
2 - MN).
Pomoci standardu 2 - MN byla sestrojena pétibodova kalibracni kfivka, ktera je
zobrazena na grafu 1.

12000000 -+

10000000 -

80000000 -

y = 1E+06x - 50661

60000000 -
R*=0,999

Plocha

40000000 -

20000000 -

O T T T T 1

0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00
¢ (ug/ml)

Graf 1: Kalibracni kifivka standardu 2 - MN

7.3.1. Optimalizace sloupcové chromatografie

Pro Cisténi extrakt byla pouzita sloupcova chromatografie. Pfi jeji optimalizaci byly
pouzity ruzné smési n-hexanu a DCM. Vytéznost tohoto optimalizovaného postupu je,
a to spolu s mnozstvim pouzitych ¢inidel, uvedena v tabulce 4. Grafické znazornéni
vytéznosti jednotlivych elucnich ¢inidel je prezentovano v grafu 2.

Z tohoto grafu jednoznaéné vyplyva, ze vytéznost eluce roste s vysS§im mnozstvim
DCM v eluéni smési, avSak pouze do urcitého pomeéru. V ramci optimalizace bylo
prokazano, ze nejucinngj§im elucnim cinidlem byla smés n-hexanu a DCM v poméru
40:60. Jeji vytéznost byla opravdu vysoka, protoze nasledujici smés elucnich Cinidel,
tj. 30:70, byla nizsi o vice nez o polovinu. Z tohoto divodu byla smés n-hexanu a DCM
v poméru 40:60 nasledné pouzita i pro eluci u realnych vzorkd.

Z davodu vysokého Sumu nebylo mozné urcit vytéznost u prvnich dvou pouzitych
pomeéru Cinidel, tj. u smési 70:30 a 60:40 n-hexanu a DCM.
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Tabulka 4: Vytéznost a mnozstvi pouzitych elucnich cinidel

Cislo kolony | Mnozstvi smé&si [ml] | Pomér n-hexanua DCM | Vytéznost [%]
1 20 70:30 -
2 20 60:40 -
3 20 50:50 16
4 20 40:60 54
5 20 30:70 26
70000000
60000000
50000000
« 40000000
=
E
A 30000000
20000000
10000000 , ;
VYSOKY  VYSOKY
0 SUM SUM
70:30 60:40 50:50 40:60 30:70
n-hexan:DCM

Graf 2: Vytéznost riznych smési n-hexanu a DCM pouzitych pii eluci

7.3.2. Mez detekce a kvantifikace

Pro potfeby optimalizace je rovnéz nezbytné stanovit zakladni metrologické
parametry, mezi které patii mez detekce a mez kvantifikace. Vztah pro jejich vypocet
byl pfevzaty z literatury [29].

Tyto metrologické parametry byly vypocteny z kalibracni kiivky; pro vypocet meze
detekce (LOD) a meze stanovitelnosti, pfipadné¢ kvantifikace (LOQ), byly pouzity
vzorce 7.1 a 7.2. Hodnota s, v téchto vzorcich udavad Sum na zakladni linii a n je
smérnice kalibracni pfimky. Vysledné hodnoty jsou uvedeny v tabulce 5.

3-s
LOD =20
. (7.1)
£0Q =195 (7.2)
n
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Tabulka 5: Mez detekce a mez kvantifikace

Mez detekce Mez kvantifikace
LOD [pg/ml] | 0,0679 |LOQ [ug/ml] | 0,2264

7.3.3. Koncentrace 2 - methylnaftalenu v realnych vzorcich jehlici

V tabulce 6 jsou uvedeny vysledky stanoveni koncentrace 2-MN v realnych
vzorcich, konkrétn€ v jehlicich smrku ztepilého. Jednotlivé koncentrace byly
vypocitany pomoci kalibra¢ni kiivky. Nejvyssi koncentrace byla kvantifikovana
u vzorku z lokality Javornik. Vzhledem k wvelké schopnosti PAHs vazat
se na povrch pevnych ¢astic v ovzdusi a prostfednictvim ovzdusi se dale transportovat
na velké vzdalenosti, mize byt tato vysoka koncentrace zptsobena Cinnosti pramyslové
tovarny - Kordarna Plus as., kterd se nachazi v sousedni obci, vzdalené cca 3 km od
mista odbéru vzorku. Tovarna je v provozu jiz od roku 1950 a zabyva se produkci
kordovych tkanin pro gumarensky pramysl a vyrobou dalSich technickych tkanin.
Hodnoty koncentraci ve vzorcich z ostatnich lokalit se vyskytovaly pod mezi
kvantifikace.

Tabulka 6: Koncentrace 2 - MN ve vzorcich smrku ztepilého

Lokalita Strom | Mnozstvi [pg/g]
Javornik smrk 0,3682
Brno - LiSen smrk <LOQ
Troubsko smrk <LOQ
Razd’ka smrk <LOQ
Mikulovice smrk <LOQ
Ceska Tiebova smrk <LOQ

Pomoci tabulky 7 jsou prezentovany koncentrace 2 - MN obsazené ve vzorcich jehlic
borovice lesni. Jednotlivé koncentrace byly rovnéz vypocitany z kalibracni kiivky.
Nejvyssi koncentrace byla stanovena u vzorku z lokality Ruzd’ka. Jednim z moznych
pric¢in této vysoké koncentrace mohou byt emise z automobilové dopravy, protoze
vzorky byly odebirany v blizkosti silni¢ni komunikace. Dal§im diivodem miZze byt také
sekundarni kontaminace pochazejici z primyslové tovarny - Deza, a.s., ktera je
situovana ve Valasském Mezifici, vzdaleném od mista odbéru vzorku 14 km. Tovarna
zpracovava surovy benzol a vysokoteplotni ¢ernouhelny dehet, ze kterych vyrabi fadu
aromatickych sloucenin, jako napf. naftalen a antracen. Druha nejvyssi koncentrace byla
naméfena v lokalité Brno - Zidenice. Vysoka koncentrace miize byt v tomto piipadé
zpusobena emisemi z automobilové dopravy, piipadn€ muze pochazet z blizké spalovny
meéstského odpadu Sako Brno, a.s. Koncentrace ve vzorcich z ostatnich lokalit byly
stanoveny pod mezi kvantifikace. Grafické vyjadreni je zpracovano do grafu 3.
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Tabulka 7: Koncentrace 2 - MN ve vzorcich borovice lesni

Lokalita Strom | Mnozstvi [pg/g]
Javornik borovice <LOQ
Brmo - Zidenice borovice 0,7440
Bro - Lesna borovice <LOQ
Svratka borovice <LOQ
Ruazdka borovice 1,2007
Havlovice borovice <LOQ

Vzhledem k tomu, zZe se vétSina vyslednych koncentraci pohybuje pod mezi detekce
i kvantifikace, nelze pomoci ziskanych vysledki jednozna¢né posoudit, zda je jehlici
vhodnym bioindikatorem pro stanoveni substituovanych PAHs v zivotnim prostiedi.
Pro jednoznacné posouzeni by bylo pravdépodobné vhodné analyzovat vétsi soubor

realnych vzorka.

1,40

1,20

1,00

0,80

0,60

Koncentrace ¢ [pg/g]

0,40

0,20
<LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
0,00 T T T T T 1

Javornik Brno - Bmo - Lesna Svratka Ruzdka Havlovice

Z . .
idenice Lokalita

Graf 3: Koncentrace 2 — MN ve vzorcich jehlic borovice lesni

Hodnoty, které byly detekovany a kvantifikovany v jehlicich smrku ztepilého
a borovice lesni, nelze porovnat s podobnymi udaji publikovanymi v CR a v zahraniéi,
protoze v dostupné literatufe nebyly k dispozici zadné publikace s podobnymi udaji,
které by bylo mozné pouzit pro toto porovnani. Existuji pouze nekteré ucelené studie,
které jsou vSak zaméfeny na PAHs, nikoliv na substituované PAHs [30].

Na nasem pracovisti byly jiz na toto téma zpracovavany diplomové prace vyuzivajici
jehli¢i smrku, borovice a jedle jako rostlinného bioindikatoru, avSak tyto byly zaméfené
vyhradné na stanoveni organohalogenovanych sloucenin, tj. polychlorovanych bifenyla
a polybromovanych difenylethert [31].

36



8. ZAVER

Cilem této bakalaiské prace bylo vypracovat literarni reSerSi na téma vyuziti
bioindikatora rostlinného ptivodu pro stanoveni substituovanych PAHs.

Pro splnéni tohoto cile musela byt optimalizovana analytickd metoda, ktera byla
zalozena na izolaci analytu (2 - methylnaftalenu) z matrice, tj. z jehli¢i, pomoci extrakce
provadéné v ultrazvukové lazni a v nasledném stanoveni tohoto analytu metodou
plynové chromatografie s hmotnostnim detektorem.

V ramci splnéni cilt predlozené bakalatské prace bylo dosazeno téchto vysledki:

* Byla vypracovana reSerS§e na téma posouzeni vhodnosti rostlinnych
bioindikatori pro posouzeni zatéze zivotniho prostfedi; v ramci zpracované
teoretické cCasti byly rovnéz popsany zakladni vlastnosti PAHs, vcetné
substituovanych PAHs.

* 'V experimentalni ¢asti byla zaméfena pozornost na alkyl — derivaty, konkrétné
na jednoho zastupce z této skupiny, tj. 2 - methylnaftalen.

* Byla vypracovana preanalyticka a analytickd metoda pro jeho stanoveni, ktera
zahrnuje tyto zakladni kroky analytického postupu: odbér vzorku a jeho upravu
na laboratorni a analyticky vzorek, izolace analytu z matrice, preciSténi extraktu
pomoci sloupcové chromatografie a vlastni stanoveni metodou plynové
chromatografie s detekci hmotnostnim spektrometrem.

» Tato metoda byla poté optimalizovana pomoci standardniho roztoku
2 — methylnaftalenu.

» Optimalizovana metoda byla pouzita pro stanoveni 2 - methylnaftalenu u dvou
druht jehlici, a to u jehlic smrku ztepilého a jehlic borovice lesni.

» Koncentrace tohoto substituovaného PAH se témérf u vSech vzorkli pohybovala
pod mezi detekce, pfipadné kvantifikace.

* Proto lze predpokladat, ze by bylo vhodné v navazujici diplomové praci ovéfit
vhodnost i dalSich extrakénich postupti. Mély by byt vyzkouSeny i dalsi
ucinnéj§i extrakéni metody (napf. PSE, MAE), jejichz pouziti by mohlo mit za
nasledek snizeni meze detekce.
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10. ZKRATKY

DCM
ECD
FID

GC

GC - MS
HPAHSs
LC —MS
LPAHs

2 -MN
MS

PAH
PCB
POPs
PSE

SII
SPMD
TCD
TOF
USE

dichlormethan

detektor elektronového zachytu

plamenové ionizacni detektor

plynova chromatografie

plynova chromatografies hmotnostnim spektrometrem

polycyklické aromatické uhlovodiky s vyssi molekulovou hmotnosti
kapalinova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem
polycyklické aromatické uhlovodiky s nizkou molekulovou hmotnosti
2 —methylnaftalen

hmotnostni spektrometr

smeérnice kalibracni pfimky

polycyklické aromatické uhlovodiky

polychlorované bifenyly

perzistentnimi organickymi polutanty

extrakce za zvySeného tlaku

Sum na zakladni linii

vzorkovaci trubice z polopropustné membrany

tepelné vodivostni detektor

analyzator doby letu

extrakce ultrazvukem

41



11. SEZNAM OBRAZKU:

Obrazek 1: Polycyklické aromatické uhlovodiky

Obrazek 2: Smrk ztepily

Obrazek 3: Borovice lesni

Obrazek 4: Jehlice borovice lesni

Obrazek 5: Jehlice smrku ztepilého

Obrazek 6: Schéma plynového chromatografu

Obrazek 7: Mapa vyskytu smrku ztepilého s vyznaenymi misty odbéru vzorkl
Obrazek 8: Mapa vyskytu borovice lesni s vyzna¢enymi misty odbéru vzorki
Obrazek 9: Barky s jehli¢im pfipravené na extrakci

Obrazek 10: Chromatografické kolony s realnymi vzorky

Obrazek 11: GC x GC — TOF MS system Pegassus 4D
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12. SEZNAM PRILOH:

Piiloha ¢.

Priloha €.
Priloha €.
Priloha €.
Priloha €.
Priloha €.
Priloha €.
Priloha €.

Ptiloha €. 9

Piiloha ¢.
Piiloha ¢.
Piiloha ¢.

1: Chromatogram a zdznam spektra Smrku ztepilého, lokalita Javornik

2: Chromatogram a zaznam spektra Smrku ztepilého, lokalita Brno (Hady)
3: Chromatogram a zdznam spektra Smrku ztepilého, lokalita Troubsko

4: Chromatogram a zaznam spektra Smrku ztepilého, lokalita Rizd’ka

5:
6
7
8

Chromatogram a zaznam spektra Smrku ztepilého, lokalita Mikulovice

: Chromatogram a zaznam spektra Smrku ztepilého, lokalita Ceska Trebova
. Chromatogram a zaznam spektra Borovice lesni, lokalita Javornik

- Chromatogram a zaznam spektra Borovice lesni, lokalita Brno (Zidenice)

: Chromatogram a zaznam spektra Borovice lesni, lokalita Brno (Lesna)

10: Chromatogram a zaznam spektra Borovice lesni, lokalita Svratka

11: Chromatogram a zaznam spektra Borovice lesni, lokalita Ruzd’ka
12: Chromatogram a zaznam spektra Borovice lesni, lokalita Havlovice
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PRILOHY:

Piiloha ¢. 1: Chromatogram Smrku ztepilého, lokalita — Javornik
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Ptiloha €. 2: Chromatogram Smrku ztepilého, lokalita — Brno (Hady)
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Ptiloha €. 3: Chromatogram Smrku ztepilého, lokalita — Troubsko
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Priloha ¢. 4: Chromatogram Smrku ztepilého, lokalita — Rtizd’ka
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Ptiloha ¢. 5: Chromatogram Smrku ztepilého, lokalita — Mikulovice
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Piiloha &. 6: Chromatogram Smrku ztepilého, lokalita — Ceska Tiebova

500000 -

400000 -

200000

200000

100000

A

Tirme ()

T
500

T
1000

T
1500

T
2000

T
2500

49



Priloha ¢. 7: Chromatogram Borovice lesni, lokalita — Javornik
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Piiloha ¢. 8: Chromatogram Borovice lesni, lokalita — Brno (Zidenice)
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Priloha €. 9: Chromatogram Borovice lesni, lokalita — Brno (Lesna)
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Ptiloha ¢. 10: Chromatogram Borovice lesni, lokalita — Svratka
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Piiloha ¢. 11: Chromatogram Borovice lesni, lokalita — Rizd’ka
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Ptiloha ¢. 12: Chromatogram Borovice lesni, lokalita — Havlovice
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