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Anotace:

Tato magisterskd prace se zabyva metodami méreni koncentrace singletového kysliku
v povrchovych vodach a zkoumanim faktor(, které by tuto koncentraci mohly ovliviiovat.
Prvni ¢ast prace je teoretickd a obsahuje ivod do problematiky fotochemie a reaktivnich forem
kysliku. V druhé ¢asti je popsana metodika provadénych pokusnych méreni, jejich vysledky

a diskuze.
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Annotation:

This master thesis deals with the methods of measurement of singlet oxygen steady
state concentrations in surface water and the factors affecting this concentration. The first
part of this work shows theoretical background and an introduction to photochemistry
of surface water with respect to the reactive oxygen species. The second part describes
the methodology of conducted experiments and discuss its results with respect to current

literature.
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Seznam zkratek

Zkratka Popis

CDOM opticky aktivni rozpusténé organické latky (chromophoric or colored
dissolved organic matter)

DMF dimethylfumarat (CcHgO4)

DMSO dimethylsulfoxid ((CHs),S0)

DOC rozpustény organicky uhlik (dissolved organic carbon)

DOM rozpusténé organické latky (dissolved organic matter)

FA fulvokyseliny (fulvic acids)

FFA furfurylalkohol (furan-2-ylmethanol)

HA huminové kyseliny (humic acids)

HS huminové latky (humic substances)

NOM pfirodni organické latky (natural organic matter)

POM partikulované organické latky (particulate organic matter)

SOSG singlet oxygen sensor green



1. Uvod a cile prace

Singletovy kyslik je jednou z reaktivnich forem kysliku, ktera se vyskytuje ve vodnim
prostifedi, a jeho vznik mlze byt iniciovan slune¢nim zarenim. Vzhledem ke své vysoké
reaktivité je tato molekula schopnd degradovat napfiklad nékteré polymery, proteiny
a zakladni aminokyseliny. Diky témto vlastnostem hraje vyznamnou roli pfi degradaci

organickych latek obsazenych v povrchovych vodach (Lang et al., 2006; Helms et al., 2008).

Cilem predkladané magisterské prace je zhodnoceni moznosti stanoveni koncentrace
singletového kysliku v povrchovych vodach pomoci dvou ridznych metod. Prvni z nich je
metoda vyuzivajici fufurylalkohol (FFA) jako zachytavaci Cinidlo pro singletovy kyslik a druhd
metoda pro tento Ucel vyuziva zachytavaci ¢inidlo s komerénim nazvem Singlet Oxygen Sensor

Green (SOSG).

Prace se soustiedi predevSim na zjiSténi pouZitelnosti vySe zminénych metod
ve vodnim prostredi a jejich ptipadné pouZiti pfi terénnim méreni. V zavislosti na pouZitelnosti
metod bude dale provedeno srovnani mnozstvi singletového kysliku produkovaného béhem
ozarovani rdznych vzork( povrchovych vod Ceské republiky a popis faktort, které tuto

produkci mohou ovliviiovat.



2. Literarni reserse

2.1 Fotochemie a excitované stavy

Svételné zareni hraje vyznamnou roli v chemickych procesech na Zemi. Jiz od pocatku
devatenactého stoleti je zndmo, Ze je nedilnou soucasti fotosyntézy, a srozvojem
spektroskopické techniky byly pozdéji odhaleny i dalsi fotochemické procesy hrajici
vyznamnou roli v nasich Zivotech. Prikladem muze byt zrak, ktery je zprostfedkovan

fotochemickymi reakcemi, ¢i ni¢ivé az destruktivni ucinky UV zareni na bunéénou DNA.
Vétsina fotochemickych reakci probiha v nasledujicich tfech krocich:

1. Absorpce zareni a vznik excitovaného stavu.
2. Primarni fotochemickd reakce zahrnujici latku v excitovaném stavu.
3. Sekundarni (temnad) reakce, pfi které reaguji produkty primarni fotochemické reakce

za vniku stabilnich produktd.

V prvnim kroku dochazi ke kontaktu molekuly se svételnym zarenim, coz zplsobi absorpci
energie a prechod molekuly ze zakladniho na excitovany stav. Molekuly nebo jejich ¢asti, které
jsou schopny absorbovat zareni, nazyvame chromofory. Vétsina molekul ma v zakladnim stavu
vSechny své elektrony sparované, tomuto stavu fikdme singletovy (So). Po prechodu

na excitovany stav mohou nastat dvé odlisné situace.

Prvni mozZnosti je, Ze po absorbovani energie se elektron dostane do vyssi energetické
hladiny a prevrati své spinové Cislo. Molekula ma tedy dva nepdrové elektrony se stejnym
spinovym Cislem. Tomuto stavu se fika tripletovy (T) a je zndzornén v diagramu elektronové

konfigurace na Obrazku 2.1.
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Obr. 2.1: Diagram potencidlni energie zakladniho a excitovanych stavi molekuly
(Roberts a Caserio, 1977).

Druhou moznosti je, Ze se molekula dostane do excitovaného stavu, kde jeden jeji cely
elektronovy par prejde do vyssi energetické hladiny. Vysledna molekula ma tedy dva elektrony
sopacnym spinem vjednom antivazebném orbitalu. Tento stav se nazyva singletovy
excitovany (S;), diagram jeho elektronové konfigurace je také na Obrazku 2.1

(Roberts a Caserio, 1977).

Pro vznik singletového excitovaného stavu (S;) musi molekula pFijmout vétsi mnoZstvi
energie neZz pfi vzniku tripletového stavu (T). Vyplyva to mimo jiné z Hundova pravidla,
které fika, Ze orbitaly se nejdfive zapliuji jednim elektronem se shodnym spinovym cislem,
a aZ poté zacnou vznikat elektronové pary, protoZe u neparovych elektron plsobi mensi
odpudivé sily nez u sparovanych. Z tohoto divodu je tripletovy stav (T) stabilnéjsi nez
singletovy (S;) (Roberts a Caserio, 1977). Zivotnost latek v tripletovém stavu (T) je v prdméru
10 az 10 sekund, zatimco u singletového excitovaného stavu (S;) je to jen 10 aZz 108 sekund

(Kirk, 2011).

Pro prechod molekuly do excitovaného stavu musi byt doddno dostate¢né mnozstvi

energie a béhem fotochemickych reakci je tato energie dodavana ve formé svétla



(tj. elektromagnetického zareni). V zavislosti na vinové délce (L) tohoto zareni mizeme urdcit

jeho energii, a to podle nasledujiciho vzorce:
E=h-=hv (2)

kde h = 6,626069-10°34 J.s je Plankova konstanta, c = 2,997925-10% m/s je rychlost $ifeni svétla
ve vakuu, a v je frekvence vinéni (Kirk, 2011). Vysledna energie vychazi v jednotkach J/s a ze

vzorce je patrné, Ze s rostouci vinovou délkou bude energie zareni klesat.

Vradmci kazdé energetické hladiny elektronového obalu molekul existuji rotacni
avibrac¢ni energetické hladiny, které jsou pro lepsi predstavu zobrazeny na Obrazku 2.2.
PFfi dodavani energie pomoci zafeni o vinové délce vétsi nez 20 um, které spada
do vzdalenéjsiho infracerveného az mikrovinného zareni podle spektra elektromagnetickych
vin zachyceném na Obrazku 2.3, mohou molekuly ziskat dostatecnou energii pouze pro presun
mezi rota¢nimi hladinami. Infraervené zafeni o vinové délce do 20 um je schopné dodat
dostatecnou energii pro pfechod mezi vibraénimi hladinami a konecné zareni v rozsahu
viditelného (VIS) a ultrafialového (UV) zareni ma takové mnozstvi energie, které umozni vznik
excitovaného stavu, neboli presun mezi hlavnimi energetickymi hladinami (Brezonik a Arnold,

2011).
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Obr. 2.2: Pfechod elektronu ze zdkladniho stavu do stavu excitovaného zplsobeny absorpci
fotonu o vinové délce A, nebo A, kde A1< A, (Kirk, 2011).
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Obr. 2.3: Spektrum elektromagnetickych vin (OpenStax, 2016).

Vznikajici excitované stavy maiji vyssi energetické hladiny, a proto jsou méné stabilni.
Existuje nékolik zplsobu, jak mlize molekula prebytecnou energii uvolnit a tim prejit zpét
do zakladniho stavu (Sp). PopiSeme nyni tfi zakladni procesy prechodu excitovaného stavu zpét

na zakladni.

’

Prvni z moznosti je emise ve formé elektromagnetického zareni. Podle Kashova
pravidla nejprve dochazi ke ztraté vibracni energie zplsobené interakcemi s okolim, a teprve
po ubytku veskeré této energie v dané energetické hladiné mGze dojit k navratu do zakladniho
stavu pomoci vyzareni fotonu (Braslavsky, 2007). Toto zareni se nazyva fluorescence a jeho
vinova délka se lisi od vinové délky zareni pfijatého pfi prechodu na excitovany stav (Roberts
a Caserio, 1977). Pokud dochdzi k navratu do zakladniho stavu molekuly touto cestou,

nenastdva v systému zadna chemicka zména.

Druhym zpUsobem, jak miZe molekula uvolnit energii excitovaného stavu, je skrze

7

chemickou reakci s jinymi molekulami ve svém okoli. Tato chemicka reakce se nazyva pfrima
fotochemicka reakce, protoze chromofor vstupuje pfimo do reakce. Pfi zkoumani pribéhu
téchto reakci sefidime dvéma nasledujicimi zdkony. Prvnim fotochemickym zakonem
zformulovanym Ch. von Grotthusem a J. Drapperm (Grotthus-Draper law), ktery fika, Ze pouze
absorbované svétlo muze vést k chemickym zménam, a druhym fotochemickym zdkonem
stanovenym S. Starkem a A. Einsteinem (Stark-Einstein law), ktery uvadi, Ze kazdy absorbovany
foton aktivuje jednu molekulu. Z tohoto plyne, Ze pfimé fotolytické reakce probihaji podle

kinetiky prvniho fadu. Komplikujici okolnosti pro modelovani této kinetiky vSak zlstdva

kvantifikace intenzity svétla, a tedy poctu aktivné se ucastnicich foton(, protoze tato intenzita

11



je ve vodnim prostiedi silné zavisla na hloubce a také na uhlu dopadu zareni (Brezonik a Arnold,
2011). Tato problematika bude blize predstavena v kapitole 2.1.2 Svételné zareni ve vodnim

prostredi.

Konec¢né tfeti moznosti uvolnéni energie ziskané absorpci fotonu je pfedani energie,
a tedy excitace jiné molekuly, pfi srazce. Reakce iniciované timto zplisobem oznacujeme jako
nepfimou fotochemickou reakci. Chromofor nevstupuje pfimo do reakce, ale excituje
akceptor, ktery ndsledné iniciuje chemickou reakci. Tento proces ma velky vyznam, protoze
umoznuje fotochemickou preménu molekul neschopnych absorpce fotonl v dostupnych
vinovych délkach. Detailnéjsi kineticky model pro vétSinu téchto reakci neexistuje, zejména
z toho dlvodu, Ze obsahuji mnozstvi pfechodnych meziprodukt(, které se mohou preménovat
rdznymi zpUsoby. Navic, stejné jako u pfimé fotochemicka reakce, je potifeba zvazovat ménici

se intenzitu svételného zareni napfic¢ vzorkem (Brezonik a Arnold, 2011).

Existuje velké mnozstvi reakénich cest pro fotochemické reakce. Mezi nejvyznamnéjsi
bezpochyby patfi disociace, tedy rozpad na mensi molekuly. Tomuto typu reakce snadno
podléhaji napriklad latky obsahujici keto skupinu. DalSimi ¢astymi reakcemi organickych latek
jsou napriklad cyklizace, izomerace, odtrzeni vodikového atomu, dimerizace, nebo prenos
elektronu. Je tedy ziejmé, Ze fotochemickym reakcim podléhaji obzvlasté latky organického

plavodu (Roberts a Caserio, 1977).

2.1.1 Rozpustény organicky material (DOM)

Organicky materidl je hojné zastoupenou soucasti povrchovych vod a sklada se ze dvou
hlavnich sloZek. Prvni sloZzkou jsou partikulované organické latky (POM), jejichZz ¢astice maji
primér vétsi nez 0,45 um, a druhou sloZkou jsou rozpusténé organické latky (DOM), jejichz

¢astice maji primér mensi nez 0,45 um (Tan, 2014).

Existuji dva hlavni zdroje rozpusténého organického materidlu ve vodé. Prvnim je vnéjsi
zdroj, kdy se organicky material dostava do vodniho télesa z pldy, tento material se nazyva
allochtonni. Druhy zdroj je vnitfni, materidl ztohoto zdroje se nazyva autochtonni,
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a je produkovan rostlinnymi a Zivo€iSnymi organismy pfitomnymive vodnim télese. Ve vodnich
tocich a obzvlasté blize kjejich prameni je vétsina DOM allochtonniho pudvodu, zatimco
v jezerech, nadrzich a podobnych vodnich systémech Castéji prevazuje DOM autochnniho

pavodu (Hood et al., 2005).

SloZzeni rozpusténych organickych latek nelze snadno kvalifikovat. Nejéastéji
se molekuly DOM skladaji z uhliku, kysliku a vodiku, ale obsahuji i mnozZstvi jinych prvka.
Nejvétsi zastoupeni ma vsak jednoznacéné uhlik, ktery predstavuje zhruba 50% hmoty, a proto
se pri kvantifikaci DOM nejcastéji pfechazi na zjistovani obsahu rozpusténého organického
uhliku (DOC). Latky tvorici DOM se daji rozdélit do dvou skupin. Jsou jimi latky huminového
a nehuminového charakteru. Mezi huminové latky patfi zaprvé huminové kyseliny, jejichz
obsah uhliku je pfiblizné 57 %, a jsou rozpustné pouze v kyselém prostiedi, a zadruhé
fulvokyseliny, jejichz obsah uhliku se pohybuje okolo 46 %, a jsou zcela rozpustné.
Mezi nehuminové latky patfi predevSim proteiny a polysacharidy (Pivokonsky et al., 2010;

Tan, 2014).

Mezi rozpusténé organické latky dale také patfi nizkomolekularni slouceniny, jako jsou
karboxylové kyseliny a aminokyseliny. Tyto latky vznikaji predevsim degradaci
vysokomolekularnich organickych sloucenin zminénych v predeslém odstavci. Vyznamny podil
z téchto degradacnich reakcich tvofi reakce fotochemické. P¥i ozatovani chromoforickych
DOM (CDOM) dochazi k jejich fotochemické oxidaci. Produkty této reakce jsou pravé
nizkomolekularni organické slouceniny, dale jsou to anorganické slouceniny (konkrétné oxid
uhli¢ity a oxid uhelnaty), a navic dochazi k produkci reaktivnich forem kysliku, o kterych vice
pojednava kapitola 2.1.5 Reaktivni formy kysliku (ROS). CDOM urcuji z velké casti optické
vlastnosti povrchovych vod, ochranuji organismy pred ptisobenim UV zafeni a hraji klicovou
roli v mnozstvi biochemickych a fotochemickych reakci (Berggren et al., 2010; Helms et al.,

2008).
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2.1.2 Svételné zareni ve vodnim prostredi

Mnoistvi a spektralni sloZeni svétla, které dopada na zemsky povrch je ovlivnéno tfemi
faktory. Témi jsou absorpce, odraz a rozptyl. Absorpce zareni je z nejvétsi ¢asti zplsobena
molekulami H,0, O3, O, a CO,. Vdané zemépisné Sifce se tyto faktory periodicky méni
predevsim v zavislosti na naklonéni Zemé vici Slunci a mnozstvi srazek v atmosfére. Rozdil
mnozZstvi svétla vstupujiciho do atmosféry a dopadajiciho na hladinu more je znazornén

na Obrdazku 2.4 (Kirk, 2011).
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Obr. 2.4: Mnoizstvi a spektralni sloZzeni zareni vstupujiciho do atmosféry (m = 0) a zareni
dopadajiciho na hladinu more (m = 1) (Kirk, 2011).

Pronikani svétla pod vodni hladinu je silné zavislé na uhlu dopadajiciho zareni
a koncentraci a typu rozpusténych Iatek v ni obsazenych. Proud svétla prostupujici vodnim
sloupcem konstantné ztraci fotony v disledku rozptylu a absorpce svétla zplsobené
pfitomnymi cdasticemi, ale zdroven také v dUsledku rozptylu svétla, které pUlvodné
prostupovalo v jiném sméru, fotony ziskdva. MnoZstvi pronikajiciho svétla se s hloubkou

vodniho sloupce exponencialné zmensuje. Tuto zavislost je moZzné zapsat nasledujici rovnici:

IZ = IOe_kZ (2)
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kde I, je intenzita svétla v hloubce z, Ip je intenzita svétla tésné pod hladinou a k je tvz. extinkéni
koeficient. Extinkéni koeficient je nejcastéji uréovan experimentdlné (Kirk, 2011;

Schwarzenbach et. al., 1993).

2.1.2.1 Rozptyl svétla

Rozptyl svétla je jev, pfi kterém béhem interakce s molekulou dochazi k odklonu fotonu

z jeho pUvodni drahy. RozliSujeme dva druhy tohoto rozptylu.

Prvnim druhem je elasticky rozptyl svétla. Vtomto pripadé se zméni pouze dradha
fotonu a jeho vinova délka z(stava stejnd. Ve vétsiné pripadd dochazi pravé k elastickému
rozptylu svétla. Mala ¢ast zareni vsak béhem interakce s molekulou mlze ztratit nebo pfijmout
dané mnoizstvi energie odpovidajici energii vibrac¢ni nebo rotacni vrstvy molekuly, ¢imz se
zméni vinova délka tohoto zareni. Tomuto rozptylu fikame neelasticky, nebo také Raman(v
rozptyl, podle indického fyzika, ktery tento fenomén objevil. Pro molekulu vody je tento jev
vyrazny a jeji Ramanovo emisni spektrum se v rliznych prirodnich vodach lisi jen malo. Je tedy
mozné vyuzit zndmé parametry Ramanova emisniho spektra vody pro normalizaci
fluorescenénich méreni. Takto normalizovana data se uvadéji v Ramanovych jednotkach,
které vyjadfuji pomér naméreného emisniho zareni analyzovaného vzorku a plochy piku

Ramanova spektra v odpovidajici vinové délce emisniho zafeni vody (Kirk, 2011; Ohno, 2002).

2.1.3 Kyslik

Objev kysliku je nejcastéji pripisovan Josephu Priestlymu, ktery ho ziskal zahfivanim
oxidu rtutnatého pomoci zvétSovaciho sklicka a tento objev publikoval ve své knize roku 1775.
Ve stejné dobé se podafilo kyslik ziskat také Carlu Wilhelmu Scheelovi. Ten ho umél vyrabét
stejnym zplUsobem jako Priestly, ale navic také zahtivanim oxidu manganicitého. Sheel mél
vSak potize s vydavatelstvim, a tak své poznatky publikoval az roku 1777. Oba dva si sice vSimli,

Ze tento prvek podporuje hoteni, ale ani jeden z nich si neuvédomoval dllezitost svého objevu.
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AZ francouzsky chemik Antoine Lavoisier, ktery s kyslikem experimentoval, vytvofil teorii, Ze pfi
spalovani kovi dochazi k tvorbé sloucenin s timto plynem, a polozil tak zaklad moderni chemii

(Ebsworth et al., 1975).

Kyslik je osmym prvkem periodické soustavy prvku. Je to bezbarvy plyn bez zapachu,
ktery je Zivotné dulezity pro viechny aerobni organismy. Nachazi se v 16. skupiné a 2. periodé
a je nejrozdirenéjsim prvkem na Zemi. Pouze izotopy 1’0 a 80 jsou stabilni. Ve své valenéni
vrstvé ma Sest elektronl a je to tedy dvouvazny prvek. Nejcastéji se vyskytuje v oxidacnim
stavu -Il, ale mUzZe nabyvat i oxidacnich stavd -l a +I (Dole, 1965). Kyslik v Cisté podobé tvori
dvou atomarni molekuly, ale je schopny reagovat s vétSinou ostatnich prvk( periodické
soustavy; ¢asto ho tedy nalezneme ve slouceninach. Vyznamna je také tfi atomarni molekula

kysliku Os, ktera se nazyva ozon.

Ozon se za béZznych podminek vyskytuje jako bezbarvy plyn; v kapalném stavu ziskava
tmavé modrou barvu. Vznika ve stratosfére reakci kysliku s UV zafenim nebo v nizsich vrstvach
atmosféry pri elektromagneckém vyboji doprovazejicim bourky. Uméle se také pripravuje
pomoci elektrického vyboje, do kterého je zavadén kyslik. Jedna se o velice silné oxidacni
¢inidlo, proto je pfi povrchu zemé obecné povazovany za Skodlivou latku. Patfi vSak také mezi
sklenikové plyny a utvari velice dulezitou ozonovou vrstvu. Ozonova vrstva se nachazi
15-50 km nad Zemskym povrchem a pohlcuje vétSinu UV zareni, coz zplsobuje zvySeni teploty.

evvs

atmosféry (troposféra) si uchovdava svou teplotu (Daintith, 2008).

Dvouatomarni molekulovy kyslik je vyjimeény tim, Ze se nejednda o molekulu
v singletovém stavu, jako vétSina molekul v zakladnim stavu, ale vyskytuje se ve stavu
tripletovém. Reakce mezi molekulami v singletovém a tripletovém stavu jsou mozné jen tehdy,
pokud se podafti vytvofit podminky pro prekonani spinového zakazu a jejich aktivacni energie
je velice vysoka. Z tohoto dlvodu je reaktivnost kysliku v zakladnim stavu znacné snizena.
Spinovy zdkaz rika, Ze elektrony sridznym spinovym cislem mohou sice toto Cislo zménit
(napriklad absorpci fotonu), ale nemohou zarovern volné ménit energetické hladiny, protoze je

potfeba zachovat celkovy spin molekuly. Bez spinového zdkazu by vSudypfitomny vzdusny
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kyslik zoxidoval vétSinu organické hmoty na Zemi na oxid uhli¢ity a vodu. Na Obrazku 2.5
je zobrazen diagram energetickych hladin a pfechodd mezi zakladnim a excitovanymi stavy
kysliku a obsazeni elektrond v nejvyssim antivazebném orbitalu (Lang et al.,, 2005;

Daintith, 2008).

Rozpustény kyslik je dilezitym ucastnikem fotochemickych reakci ve vodnim prostredi,
proto, Ze se zde vzdy vyskytuje ve vysokych koncentracich a energie potfebna k jeho excitaci

je pomérné nizka (Brezonik a Arnold, 2011).
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Obr. 2.5: Diagram pfechodd mezi zdkladnim a excitovanymi stavy kysliku. Symbol 3%, znaci
zakladni stav, A, je tripletovy excitovany, a 1%, je singletovy excitovany stav (Lang et al., 2005).

2.1.4 Reaktivni formy kysliku (ROS)

V této kapitole si postupné predstavime jednotlivé bézné se vyskytujici reaktivni formy
kysliku, které se ¢asto oznacuji zkratkou ROS prejatou z anglického: , Reactive oxygen species”.
Jedna se o molekuly jejichz polocas rozpadu ve vodnim prostfedi se pohybuje v rozmezi
nanosekund aZ pdar hodin, a jejichZ struktura obsahuje kyslik. V pfirodnich povrchovych vodach
se jejich koncentrace vétsSinou pohybuje v piko az mikro molarnich koncentracich, presto diky
své reaktivnosti vyrazné ovliviuji probihajici chemické premény (Burns et al.,, 2012).
Daji se rozdélit do dvou skupin. Prvni skupinou jsou latky s radikdlovym charakterem, mezi
které patfi mimo jiné hydroxylovy radikal a superoxidovy anion. Druhou skupinou jsou latky
singletového charakteru a fadi se sem napfiklad peroxid vodiku a singletovy kyslik. Nejéastéji

ROS vznikaji fotolytickou reakci, prenosem elektronu ¢i predanim energie (Burns et al., 2012).
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Hydroxylovy radikal zna¢ime OH- (nebo v zahranicni literature také HO-, coz lépe
popisuje umisténi neparového elektronu v této molekule). Jedna se o neselektivni oxidacni
¢inidlo s polo¢asem rozpadu v ramci mikrosekund. Tento radikal vznika napfiklad béhem
fotolytickych reakci dusicnani nebo DOM. Dal$i z mnoha moznosti vzniku je tzv. Haber-
Weissova reakce, kterd se da zndzornit pomoci nasledujici rovnice

M'+H,0, — M" + OH + OH- (3)
kde M reprezentuje donor elektronu. Diky tomu, Ze hydroxylovy radikal je schopny reagovat
se Sirokym spektrem latek, je jeho koncentrace v povrchovych vodach béhem slune¢ného dne

v rozmezi pouhych 107> a 108 mol/I (Burns et al., 2012; Brezonik a Arnold, 2011).

Superoxidovy anion, neboli superoxid, je forma tripletového kysliku v zakladnim stavu,
kterd je ochuzena o jeden elektron. Znaci se O, a ve vodnim prostifedi mlze vznikat dvéma
zakladnimi zplsoby. Prvni mozZnosti je redukce prechodného kovu (M), zndzornéna nasleduijici
rovnici:

M™ +0, — MM 4 0, (4)
Druhym zplUsobem vzniku superoxidu je v prlbéhu fotodegradace DOM, ktery lze zapsat
pomoci této rovnice:

DOM + 0, — DOM?*oiq + 05" (5)
Koncentrace superoxidu v povrchovych vodéch je 10°-1012 mol/l a jeho polodas rozpadu byl
naméren v rozmezi 1-3 minut v zavislosti na pH (Burns et al., 2012). Jedna se tedy o pomérné

staly ROS, a to diky tomu, Ze u néj dochazi ke stabilizaci pomoci rezonance.

Peroxid vodiku zna¢ime H,0, a jedna se o slabou kyselinu, ktera je nedilnou soucasti
pfirodnich vod. Jeho vyznam spociva v tom, Ze slouzi jako indikator fotochemické oxidace
DOM, a také v jeho schopnosti degradovat nékteré polutanty. Jednou z moznosti jeho vzniku

je oxidace redukovaného prechodného kovu (M), jak je naznaceno v nasledujici rovnici
Mn++02—- N M(n+1)++ H202 (6)

Polocas rozpadu peroxidu vodiku je silné zavisly na pH prostfedi, pfitomnosti pfechodnych

kovl, a pfitomnosti nékterych organickych slouc¢enin. V neutradlnim prostredi se viak polocas
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rozpadu obvykle pohybuje okolo 10 h. Jeho koncentrace v povrchovych voddch béhem

sluneéného dne se pohybuji mezi 107 a 10"** mol/I (Burns et al., 2012).

V pfiloze na Obrdzku P1 je zndazornéno schéma, které ukazuje premény uvedenych ROS

mezi sebou pomoci presunu energie Ci elektronu, a také ilustruje tvorbu dalSich produktd.

2.1.4.1 Singletovy kyslik

Singletovy kyslik je excitovany stav molekulového kysliku, ktery ma v nejvyssich
antivazebnych orbitalech dva elektrony s opacnym spinovym Cislem tak, jak je znazornéno
na Obrazku 2.5. Tuto formu kysliku znaéime 0, a je velmi reaktivni, obzvlasté v porovnani
s kyslikem v zakladnim tripletovém stavu. Je tomu tak proto, Ze se jednd o molekulu ve vyssi
energetické hlading, ale také proto, Ze singletova forma muZe reagovat s naprostou vétsinou
ostatnich latek bez nutnosti pfekonavani spinového zdkazu, a aktivacni energie téchto reakci

je tedy mnohem nizsi.

Pro vznik singletového kysliku je zapotrebi pfekonat spinovy zakaz. Tomuto procesu
rikdme aktivace kysliku a je moZné ji provést nékolika zpUsoby. Prikladem fyzikalniho procesu,
ktery je schopen generovat '0,, je mikrovinny vyboj v kyslikové atmosféfe. Produkci
singletového kysliku je také moZné zaznamenat v biologickych systémech, kde je tvoren
enzymaticky nékterymi druhy peroxidaz. Chemicky ho lze ziskat naptiklad reakci chlornanu
s peroxidem vodiku, nebo fotochemicky vznikd pfi fotolyze ozonu, fotolyze komplexi
s prenosem naboje kyslik-organickd molekula a fotoexcitaci molekuldrniho kysliku

(Lang et al., 2005; Roberts, 1977).

V soucasnosti se nejvice zkoumaji a vyvijeji fotosenzitizované reakce produkujici 10,.
Jako fotosenzitizdtory vtomto pfipadé slouZzi aromatické a heterocyklické organické
slouéeniny, barevné kovové komplexy a mnozstvi barviv, jako eosin, akridin, bengalska cerven,
methylenovd modf nebo porfyriny. Obecné plati, Ze senzitizator, ktery excituje elektron &
orbitalu, poskytuje singletovy kyslik. Praktické vyuZiti pro 0, nalezneme napftiklad pfi

organickych syntézach, kde se vyuZiva jako silné a zaroven selektivni oxidaéni cinidlo,
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pri fotodynamické terapii v mediciné, kdy se pomoci blizkého IR zareni a senzitizatoru
(produkujiciho '0,) lé¢i nékteré typy rakoviny, a pFi dezinfekci cilené na zneskodnéni

bakterialnich kmenu resistentnich v(ici antibiotikim (Lang et al., 2005; Lang et al., 2006).

Singletovy kyslik ma také skodlivé ucinky, které souvisi pravé s vysokou reaktivnosti
této molekuly. MizZe napriklad degradovat nékteré polymery, pokud obsahuji fotosenzitizujici
barviva. V lidském téle tento ROS degraduje proteiny a podporuje mutagenitu a efekty starnuti

(Lang et al., 2006).

2.2 Metody stanoveni ROS

Pro stanoveni reaktivnich forem kysliku je obecné mozné pouzit ptimé i nepfimé
analytické metody. Mezi pfimé metody patfi napriklad IR spektrometrie. VSechny zminované
ROS se ale v ptirodnich vodach vyskytuji ve velice nizkych koncentracich a s vyjimkou peroxidu
vodiku maji polocas rozpadu mensi nez jedna milisekunda. Proto se misto pfimého urcovani
téchto latek vétsSinou pristupuje k nepfimym metodam, jejichz cilem je v prvnim kroku vytvofrit

s konkrétni ROS stabilnéjsi slouceninu.

Pfi volbé nepfimé analytické metody musime zvaZovat nékolik faktor(. NejvétSim
rozdilem oproti pfimym metoddm je, Ze zavadénim latky, kterd ma s ROS vytvofit stabilnéjsi
slou€eninu, riskujeme naruseni pozorovaného systému. Vybér metody zaprvé podminujeme
jeji citlivosti, selektivnosti pouZivanych Cinidel, protoZze mnozstvi z nich je schopno reagovat
s vicero zastupci ROS, a také jeji rychlosti. V druhé fadé je nutné posoudit dostupnost, cenu

chemikalii i potfebnych pfistrojd, a moznosti pro méreni v terénu.

Z téchto dlivodu se bézné uzivanymi metodami staly ty, vyuZivajici cenové dostupné
latky, které lze stanovovat spektroskopicky, konkrétné pomoci UV-VIS absorbance,
fluorescence ¢&i chemiluminiscence. Castym omezujicim faktorem té&chto metod byva
pritomnost DOM, které také interaguji se zafenim, a jejichz pfitomnost zpUsobuje takovy Sum
na pozadi méreni, Ze by pfes néj nebylo moziné urcit pfitomnost hledané ROS, ktery se

zpravidla vyskytuje ve velmi nizkych koncentracich. Proto je nékdy nutné mérené latky nejprve
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oddélit od zbytku vzorku, k éemuz se hojné vyuZivaji zejména chromatografické metody. Tento
postup pridava na ¢asové narocnosti méreni a je potfeba pouzivat latky, které budou v tomto

¢asovém rozmezi dostatecné stabilni (Burns et al., 2012).

2.2.1 Metody stanoveni singletového kysliku

Uréeni koncentrace singletového kysliku pomoci pfimé metody je mozné diky tomu,
Ze jeho molekuly emituji infracervené zareni o vinové délce 1 268 nm. Intenzita tohoto zareni
je vsak tak nizka, Ze vyuziti této metody neni mozné pfi nizkych koncentracich a mimo umélé

podminky vytvorené v laboratofi.

Pro méfeni obsahu 0, v pfirodnim prostfedi je zapotfebi zvolit nepfimou metodu
stanoveni, kterd vyuzivd zachycuijici Cinidla vysoce reaktivni a specifickd vyhradné pro tuto
reaktivni formu kysliku. Tato Cinidla musi byt navic rozpustna ve vodé, byt stabilni po dobu
potifebnou k provedeni méreni, nesmi reagovat nebo jinak naruSovat ostatni latky ve
tvorbu singletového kysliku, a ovliviioval naméfené hodnoty. Témto narocnym podminkam
vyhovuji jen dvé znamé latky, kterymi jsou furfurylalkohol (systematicky furan-2-ylmethanol,
béZ oznacovan FFA) a 1,3-cyklohexadien-1,4-diethanoat. Vzhledem ke komeréni dostupnosti
je témér vyhradné pouZivan FFA, jehoZ strukturni vzorec je na Obrazku P2 v pfiloze

(Burns et al., 2012).

2.2.1.1 Metoda stanoveni s furfurylalkoholem (FFA)

Jedna se o nepfimou metodu. Tato metoda vyuziva jako zachycuijici ¢inidlo FFA, ktery je
vUci singletovému kysliku vysoce selektivni, reakce s nim probihd dostatecné rychle, a reakce
s ostatnimi druhy ROS neprobiha. Produkt reakce je nestabilni a rychle podléha hydrolyzaci.
Reakce FFA s 10, je zndzornéna na Obrazku 2.6. Koncentrace singletového kysliku se uréuje

podle ubytku mnoistvi FFA. Jelikoz se tento ubytek fidi podle kinetiky druhého fadu
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a koncentrace 10, v povrchovych vodach jsou nizké, je potfeba zahdjit méfeni pfidanim FFA
do vzorku, vzorek poté vystavit zdreni na dobu alespori nékolika desitek minut, aby bylo
vyprodukovdno méfitelné mnoiZstvi 10,, a poté neodkladné zméfit mnoiZstvi zbylého FFA.
Uréeni ubytku FFA by mélo probéhnout do nékolika hodin od ukonceni ozarovani, jelikoz FFA
neni ve vzorku zcela stabilni ani bez pfitomnosti svételného zareni. Vysledky méreni jsou
zavislé na pH a teploté; detekci FFA provadime na spektrofotometricky pfi vinové délce
A =218 nm. Pred detekci je nutné zaradit separac¢ni metodu (témér vyhradné vysoce Ucinnou
kapalinovou chromatografii), aby nedochdzelo k ruseni signalu jinymi latkami pfitomnymi ve

vzorku. Je patrné, Ze tato metoda neni vhodnd pro méreni v terénu (Burns et al., 2012).

o 0
OH
o 0 Z
/ 10, (o] + +
= o —— . 0
\ . \ CHOH
OH

Obr. 2.6: Schéma chemické reakce FFA s 'O, (Burns et al., 2012).

2.2.1.2 Metoda stanoveni se Singlet Oxygen Sensor Green reagent (SOSG)

Jednd se o nepfimou metodu, kterd vyuziva SOSG jako zachycuijici ¢inidlo pro 10,, jehoZ
vyhodou je, Ze nereaguje s Zadnym jinym ROS ne? s 10, a je komeréné dostupné. Cinidlo
je potfeba skladovat ve vysuSené formé, bez pristupu svétla a pfi teploté nizsi nez -20 °C.
V dUsledku ozarovani vyddvd SOSG slabé modré fluorescenéni zareni s excitaénimi piky
pFi Atex =372 nm a Azex = 393 nm a prislusnymi emisnimi piky v Ajem =395 nm a Ayem =416 nm.
V pfitomnosti 10, vsak SOSG vydava zelené fluorescendni zafeni s excitanim pikem
pfiAex =504 nm a pfislusSnym emisnim pikem v Aey, = 525 nm. V této vinové délce vétsinou
nedochdzi k ruseni signdlu v dlsledku pfitomnosti jinych latek, proto miieme provadét
méreni pfimo bez nutnosti separace sloZek ve vzorku. Strukturni vzorec SOSG a jeho reakéni
schéma s 10, je na Obrazku P3 v pfiloze. Signél z fluorimetrického detektoru nélezici zelenému
fluorescenénimu zafeni odpovida koncentraci 'O, ve vzorku. Produkt reakce ¢inidla s O, neni
prilis stabilni a je doporucovano pfistoupit k méreni bezprostfedné po ukonéeni experimentu.

K aktivaci SOSG muze dojit také dusledkem alkalického pH nebo v pfitomnosti urcitych
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rozpoustédel, jako napfiklad acetonitrilu, DMSO, DMF a acetonu, na cozZ je potifeba myslet pfi

vybéru analytické metody (ThermoFisher Scientific, 2004).

3. Metodika

3.1 Vzorky

Vzorky tekoucich i stojatych povrchovych vod byly odebirany z lokalit, které jsou
dlouhodobé monitorovany Hydrobiologickym Ustavem Biologického centra AV CR v Ceskych
Budéjovicich. Hlavnimi kritérii pro vybér testovanych vzorkd byla jejich odliSnost v mnozstvi
a stari obsazeného DOM, v rozdilnosti jejich pH a také mnozstvi slune¢niho zareni, kterému
byly pred odbérem vystaveny. Poslednim kritériem byla dostupnost ¢erstvych vzorka v dobé

provadéni méreni.

Celkem bylo méreni postupné provedeno u 46 vzorkd. Vzorky pochazely z rdznych

evvs

v ptiloze v Tabulce P1.

Vzorky byly zterénu pfivazeny vtermoboxech bez pfistupu svétla. Nejpozdéji
do druhého dne byly filtrovany pres sklenény filtr s porozitou 0,45 um (Macherey Nagel,
Némecko). Jejich ozafovani a méreni bylo provadéno vrozmezi nékolika dni od odbéru

(do tydne od odbéru), zfiltrované vzorky byly uchovavany ve tmé pfi teploté okolo 4 °C.

Ozarovani vzorkl probihalo v kfemennych nadobach o objemu 350 ml i ¢tyfsténnych
kyvetach, které propoustéji UV zareni, v ozafovacim reaktoru SolSim (Luzchem). Tento reaktor
je vybaven xenonovou lampou o vykonu 300 W. Béhem kazdého pokusu bylo dbano na to,
aby zafeni prostupovalo soumérné celym objemem vzorku, a byl vidy pouzivan difuzér,

ktery primé svétlo vychazejici z lampy rozptylil.
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3.2 Chemické analyzy

Nasledujici méreni pH, absorbance a analyzy obsahu DOC byly provadény na
Hydrobiologickém  Ustavu v Ceskych  Bud&jovicich vramci pravidelnych  méFeni
a dlouhodobého monitorovani vzorkd povrchovych vod z réiznych lokalit Ceské republiky. Pro

fedéni roztokl nebo kalibraéni méfeni byla vzdy pouzita ultra Cistd voda (UCV).

Méreni pH bylo provddéno na pfistroji TIM865 (Radiometer analytica). Probihalo
za stalého michani vzorku, a pred kazdym mérenim je provadéna kalibrace pomoci pufri

s hodnotoupH 4 a 7.

Stanoveni mnozstvi DOC probihalo na pfistroji SHIMADZU (TOC 5000A, Japonsko),
jehoZ detekéni limit je 8 umol/l. Po okyseleni vzorku, jimZz jsou anorganické formy uhliku
prevedeny na CO, a po vybublani tohoto CO, je rozpustény organicky uhlik katalytickym
spalovanim pfi teploté 680 °C preveden na CO,, ktery je nasledné analyzovan v infracerveném

detektoru.

Absorbance byla u vSech vzork(i mérena na pfistroji Shimadzu UV-2700 (Japan) a to pfi
vinovych délkach standardné pouzZivanych pro charakterizaci obsahu organickych latek,
tj. A1 =254 nm, A, =300 nm, A3 = 350 nm, a A4 = 400 nm. Pozdéji bylo zjiSténo, Ze toto rozmezi
neni dostacujici a pro stanoveni absorbance pfi delSich vinovych délkach bylo pouZito prolozeni

namérenych hodnot exponencidlni kfivkou v MS Excel. V obecné kfivce
y=a-ebl* (7)

a a b udavaji strmost a prohnutost kfivky, x je hodnota vinové délky a y vysledna hodnota
absorbance. Pro potifeby méreni bylo nutné zjistit hodnotu absorbance pfi vinovych délkach
Aex =490 nm a Aem = 525 nm. Priklad namodelované kfivky poklesu absorbance a jeji rovnice

pro vzorek Plesne-pritok_25/10 je v pfiloze na Obrazku P4.
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3.2.1 Stanoveni singletového kysliku pomoci FFA

Zasobni roztok FFA o koncentraci 5 umol/l byl pfipravovan denné cerstvy, pfipadné
skladovan ve tmé pfi teploté 4 °C do druhého dne. Pfed ozafovanim bylo ke 2 ml vzork(
priddno 0,5 ml zdsobniho roztoku FFA, takZze koncentrace FFA v ozafovanych roztocich Cinila

1 umol/l. Kazdé méreni bylo provadéno trikrat.

Stanoveni zbytkového FFA bylo provadéno metodou HPLC na chromatografu IC20
(DIONEX, USA) s kolonou Supelcosil LC-10, kterda ma délku 150 mm, vniténi prmér 4,6 mm
a velikost ¢astic 5 um. Jako mobilni faze slouZila smés acetonitril —voda ( 10 v/v % acetonitrilu),
k detekci byl pouzit UV detektor (AD20, DIONEX) pfi vinové délce 220 nm. Objem nastfiku

vzorku byl 20 pl, pritok byl nastaven na 1 ml/min a méfeni jednoho vzorku trvalo 6 minut.

K vyhodnoceni vysledk( bylo pouZito porovnani plochy piku FFA jednak v ozareném
a neozareném roztoku FFA v UCV, kdy nevznika singletovy kyslik a tudiz nedochazi k ubytku
FFA (plocha piku P,) a jednak priaméru ploch piku v ozarenych vzorcich (plocha piku P), jak

ukazuje rovnice (8).
Appa= b, — P (8)

Pro zjisténi kinetiky reakce FFA se vznikajicim O, byl po dobu tfi hodin ozafovan vzorek
Plesne-pritok_25/10 a v pravidelnych ¢asovych intervalech bylo provadéno méreni Ubytku

FFA.

Ubytek FFA je pfimo umérny mnoZstvi singletového kysliku, ktery vznikl béhem
ozafovani (Fede a Frannas, 2015). Z tohoto ddvodu se vznik 10, také fidi kinetikou prvniho
fadu. Pro vypocet rychlostni konstanty jeho vzniku mizeme sestavit graf pfimé Umérnosti
pfirozeného logaritmu Area na €ase (v sekundach). Pro vypocet smérnice této primky, ktera je

zaroven rychlostni konstantou reakce prvniho fadu ki, pouzijeme nasledujici rovnici:

kl — In(App,) 9)

t
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kde t je doba ozafovani vzorku. Rychlostni konstantu k; dosadime do rovnice (10), kterd nam

umoznuje zjisténi rovnovazné koncentrace singletového kysliku.

kq

krra

Cso1 = (10)

Rovnovazina koncentrace singletového kysliku cso; je v jednotkdch mol/l a keea je rychlostni
konstanta spotfeby !0, pomoci <&inidla FFA. Hodnota kga je 1,2.108 I/(mol s)
(Fede a Grannas, 2015).

U vzorkl bylo provadéno kontrolni méreni bez pridavku FFA, které prokazalo, Ze dalsi

latky pfitomné ve vzorku neovliviuji velikost piku FFA detekovaného pfi 220 nm.

3.2.2 Stanoveni singletového kysliku pomoci SOSG

Méreni fluorescencnich spekter byla provadéna na pfistroji HORIBA Jobin-Yvon
FluoroMax-3. Pfi mapovani fluorescence napfi¢ spektrem byly vinové délky pro excitaci
zvoleny v rozmezi 240-500 nm (vZdy s posunem 5 nm) a pro emisi 270-620 nm (s posunem
2 nm). Dalsi méreni byla provadéna pfi vinovych délkach A =490 nm (vinova délka

excitacniho zareni) a Aem =525 nm (vinova délka emisniho zareni).

SOSG ¢inidlo bylo skladovano pfi teploté -15 °C, ve tmé a ve vysuSené formé. Zasobni
roztok byl vZdy pfipraven rozpusténim 100 pug SOSG v 1 ml methanolu, ¢imz jsme ziskali zasobni
roztok o koncentraci 167 pmol/l. Tento zdsobni roztok byl ihned pouZit k méfeni,

nebo skladovan pfi teploté -20 °C a ve tmé po dobu maximdlné jednoho tydne.

K mérenym vzorkdm byl pridavan Tris pufr o pH = 7,4 a koncentraci 50 mmol/l. Zasobni

roztok azidu sodného byl namichan o koncentraci 1,67 mol/I.

Po pridavku SOSG byl kazdy vzorek ozafovan soucasné ve dvou variantach. Varianta A
byla ziskdna smichanim (v tomto poradi) 0,5 ml Tris pufru, 40 pul SSOG, 4,4 ml vzorku a 60 pl
azidu sodného. Varianta B byla smichana pomoci (v tomto pofadi) 0,5 ml tris pufru, 60 pl UCV,

40 pl SOSG a 4,4 ml vzorku. UCV byla pfidavana u varianty B pro zachovani koncentrace vSech
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sloZzek roztoku tak, jako byla ve varianté A. Vysledna koncentrace slozek roztoku ptipraveném

k ozafovani byla 50 mmol/I tris pufru, 1,33 umol/I SOSG a 20 mmol/I azidu sodného.

Kazdy vzorek byl vdaném bodé spektra (Aex = 490 nm, Aem = 525 nm) zméren pétkrat
(s 3sekundovymi intervaly mezi jednotlivym méfenim). Po presné porovnani ziskanych
vysledk fluorescenéniho méfeni, bylo pracovano s pomérem S/R, kde S je signal fluorescence
a R je intenzita elektrického proudu prochdzejici excitacni lampou. V prvnim kroku jsme

vypocitali primér z téchto péti méreni, jak reprezentuje rovnice (11).
A = [(81525354S5) + 5]/[(R{RyR3R4Rs) + 5] (11)

Kazdy den bylo potteba zjistit emisni spektrum vody v rozmezi 360 — 460 nm pfi
excitacni vinové délce 350 nm. Toto spektrum obsahuje jeden pik odpovidajici pfirozené
fluorescencivody, diky kterému byla provedena normalizace fluorescencniho zareni za pomoci

plochy pod danym pikem, ktera byla vypoctena nasledujici rovnici:

Arp = Zi[(xi+1 _ xi) v + (J/i+1—J/i)2'(xi+1—xi)] (12)

kde hodnoty x odpovidaji postupné vsem vinovym délkam, ve kterych se pik vyskytuje,

a hodnoty y jsou namérené hodnoty pro pftislusna x.

Dalsim krokem byla samotna normalizace signalu fluorescenéniho zareni, kterd byla

provedena prevedenim na Ramanovy jednotky podle rovnice (13).
N =A/Arp (13)
Kde N je normalizovana fluorescence v Ramanovych jednotkach.

Bylo nutné provést korekci dat zohlednujici absorbanci pfi vinové délce odpovidajici
excitaénimu zareni, a také absorbanci odpovidajici emisni vinové délce pfi prlichodu vzorkem.

Tato korekce byla provedena pomoci ndsledujici rovnice:

I = N/]_O_O'S(Aex"'Aem) (14)
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kde 0,5 odpovida poloviné Sitky pouzité kyvety, Aex je absorbance pti excitacni vinové délce
(zde Aex = 490 nm), a Aem je absorbance pfi emisni vinové délce (zde Aem = 525 nm)

(Ohno, 2002).

V poslednim kroku uUpravy dat ode¢teme hodnotu varianty A (s azidem sodnym) od

hodnoty varianty B (bez azidu sodného), podle rovnice (15).
AAB= IB_IA (15)

Pro vypoctech rychlostnich konstant k, tvorby 'O, v jednotlivych vzorcich vyjdeme

z kinetiky prvniho fadu a pro k; plati:

kz _ —1n(tAAB) (16)

kde t je doba ozafovani vzorku. Rychlostni konstantu k> dosadime do rovnice (19), kterd nam

umozZiuje zjisténi rovnovainé koncentrace singletového kysliku.

ks

ksosc

Cso2 = (17)

Rovnovaina koncentrace singletového kysliku csoz je v jednotkach mol/l a ksosc je rychlostni
konstanta spotfeby !0, pomoci C¢inidla SOSG. Hodnota ksoss je 3,8.10% 1/(mol s)
(Gollmer et al., 2011).
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4. Vysledky

Vysledky méreni pH a mnozstvi DOC obsazeného v jednotlivych vzorcich jsou uvedeny
v pfiloze v Tabulce P2.

4.1 Metoda stanoveni s FFA

Retencni Cas pro FFA byl pfiblizné 4,5 minuty, coz odpovida udajiim ziskanym
z literatury (Fede a Frannas, 2015). Na vysledném chromatografu byl pik pro FFA dostatecné
ostry a jasné odlisSny. Pro ilustraci je v pfiloze na Obrazku P5 chromatograf vzorku

Klicava-pritok_2.

Reakce FFA se vznikajicim 0, probihd pomoci kinetiky prvniho Fadu, coz bylo potvrzeno
tak, Ze po dobu tfi hodin byl ozafovan vzorek Plesne-pritok_25/10, a v pravidelnych intervalech
bylo provadéno méreni Ubytku FFA. Vysledna zavislost Ubytku plochy piku, reprezentujici
mnoZstvi FFA, na Case je zndzornéna na Obrazku 4.1.
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Obr. 4.1: Kinetika Ubytku FFA v ozafovaném vzorku Plesne-pritok_25/10. Zména plochy piku
je uddvanav procentech.

Stabilita ozarenych vzork( byla testovana po dobu jednoho dne pfi pokojové teploté

a bez vystaveni pfimému zareni. Vzorek Plesne-pritok_25/10 byl s pfidavkem FFA ozarovan
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po dobu 90 minut a vysledny pokles mnozstvi FFA za tuto dobu je znazornén graficky
na Obrazku 4.1. Vzorky byly opétovné preméreny druhy den a byl zjistén narlst signdlu

v priiméru o 7 %. Tento rozdil je také patrny na Obrazku 4.2.
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Obr. 4.2: Zména mnoistvi FFA zndzornéna poklesem plochy piku ve vzorku
Plesne-pritok_25/10 béhem ozarovani a kontrolniho méreni stejnych vzorkd uskutecnéného
druhy den.

Méreni rovnovazné koncentrace singletového kysliku probihalo u 30 vybranych vzorka,
jejichz pH se pohybovalo v rozmezi od 4,5 do 9,6 a obsah DOC od 1,92 mg/I do 17,87 mg/I.
Tyto vzorky byly ozafovany s pridavkem FFA po dobu 30 minut a vysledna rovnovaina
koncentrace singletového kysliku byla v rozmezi od 1,92.10"*2 mol/l do 1,32.10'* mol/I.
Tyto vysledky jsou uvedeny v pfiloze v Tabulce P2 a jejich grafické srovnani je zndzornéno
na Obrdzku 4.3. Obrazek 4.3 je rozdélen do tfi ¢asti podle plvodu vzorkd. V prvni ¢asti jsou
vzorky stojatych vodnich ploch, ve druhé vytoky z téchto vodnich ploch a ve tfeti jsou pritoky
a potoky. Toto rozdéleni slouZi k lepsi porovnatelnosti vysledk( v zdvislosti na kvalité

obsazeného DOM.
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Obr. 4.3: Rovnovaind koncentrace 'O, ve vybranych vzorcich méfend pomoci metody
vyuzivajici FFA. Vysledky jsou ve trech kategorii tak, Ze v prvni jsou vzorky stojatych vodnich
ploch, ve druhé vytoky z téchto vodnich ploch a ve treti jsou pfitoky a potoky. Mezi vytoky je
zarazen i vytok z Cistirny odpadnich vod (COV).

4.2 Metoda stanoveni s SOSG

Experimentéalné bylo zjisténo maximum fluorescence pro SOSG reagujicim s 'O,
pfi Aex =490 nm (vinova délka excitaniho zareni) a Aem = 525 nm (vinova délka emisniho
zareni), které bylo ndsledné pouzivdno pro vSechna meéfeni. Toto maximum je patrné
na Obrazku 4.4, kde je zobrazeno namérené fluorescenéni spektrum vzorku Plesne-
pritok_25/10 vrozmezi 240-510 nm excita¢nich vinovych délek a 270-620 nm emisnich
vinovych délek. Toto méreni slouZilo k uréovani trendd a jeho hodnoty jsou vyjadreny

v jednotkach pfistroje (cps = counts per second).
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Obr. 4.4: Fluorescencni spektrum vzorku Plesne-pritok_25/10 s pfidanym SOSG.

Stabilita Cinidla SOSG v pfitomnosti vzorku svysokou koncentraci DOC

(Plesne-pritok_25/10) byla testovana v tmavych podminkach za pokojové teploty. Vysledky

jsou znazornény na Obrazku 4.5.
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Obr. 4.5: Hodnoty fluorescencniho signalu ziskané pro vzorky obsahujici SOSG bez pfistupu
svétla po dobu 30 minut.

Opakovatelnost méreni byla testovdna pro 15 vzorkd, ke kterym byl pfidavan pufr

a SOSG. Vzorky byly ozafovany v triplikatech a nékolikrat priilbéiné méreny az po dobu
15 minut. Namérené hodnoty se u jednotlivych opakovani znacné lisi (Obrazek 4.6,
Tabulka P3). Soubézné se vzorky byl ozafovan také kontrolni vzorek (blank), ktery obsahoval

pufr, SOSG a vodu. Bylo zjisténo, Ze i u vzorku blank dochazi k ristu fluorescenéniho signdlu
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presto, Ze neobsahuje Zadny zndmy zdroj singletového kysliku. Z pozorovani praméra

a smérodatnych odchylek je zfejmé, Ze opakovatelnost je pro nékteré vzorky Spatna.
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Obr. 4.6: Testovani opakovatelnosti méreni metodou vyuZivajici SOSG. Hodnoty jsou praméry
se smérodatnou odchylkou udavané ve fluorescencnich jednotkach pristroje.

Pro testovani pribéhu reakce *0, a SOSG bylo provedeno nékolik pokust, které se lisily
pouze v koncentraci SOSG ve vzorcich, typ i koncentrace zdroje 10, byl vidy stejny. Vysledkem
pozorovani byla casova zavislost ristu fluorescence, kterd je zobrazena na Obrazku 4.7.
Tato zavislost svym tvarem odpovida kinetice prvniho fadu, a to i pro rtizné koncentrace SOSG

(Connors, 1990).
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Obr. 4.7: Kinetika rGstu Aag v prlibéhu ozarovani u vzorku Plesne-pritok_25/10.
Rovnovazina koncentrace singletového kysliku byla mérena ve stejné sadé 30 vzorkd,

ktera byla vybrdna pro predchozi méreni pomoci metody vyuZivajici FFA. Vzorky byly vystaveny

33



umélému sluneénimu zafeni po dobu 30 minut a vyslednd rovnovaina koncentrace 10, byla
vrozmezi 3,79.10%% mol/l do 7,46.10'2 mol/l. Tyto vysledky jsou uvedeny v pfiloze

v Tabulce P2 a jejich grafické srovnani je znazornéno na Obrazku 4.8.
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Obr. 4.8: Rovnovaina koncentrace 0, ve vybranych vzorcich méfend pomoci metody
vyuzivajici SOSG. Vysledky jsou ve tifech kategorii tak, Ze v prvni jsou vzorky stojatych vodnich
ploch, ve druhé vytoky z téchto vodnich ploch a ve treti jsou pritoky a potoky, poradi vzork(
odpovidd Obrazku 4.2.

Obrazek 4.8 je rozdélen do stejnych t¥i ¢asti jako pfi méreni vyuZivajici FFA podle

pavodu vzorkU. V prvni €asti jsou vzorky stojatych vodnich ploch, ve druhé vytoky z téchto

vodnich ploch a ve tfeti jsou pritoky a potoky.
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4.3 Porovnani vysledkd

Vysledné rovnovadziné koncentrace singletového kysliku ziskané pomoci metody

pouzivajici FFA a metody pouzivajici SOSG se neshoduji. Koncentrace ziskané metodou s FFA

Vv

vykazuji ve vétsiné pripad( vyssi hodnoty a pouze u dvou vzorkd odpovidaly rovnovaziné
koncentraci singletového kysliku namérené metodou s SOSG. Rozdilnost vysledk(l zobrazuje

graf na Obrdzku 4.9.
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Obr. 4.9: Porovnani rovnovaznych koncentraci pro jednotlivé vzorky ziskané metodou
vyuzivajicich SOSG a metodou vyuZivajici FFA. Modré body zna¢i namérené vysledky, oranzova
kfivka je zavislost 1:1.

Oranzova kfivka v Obrdzku 4.9 zobrazuje zavislost 1:1 a ¢im jsou namérené hodnoty

pro jednotlivé vzorky blize této kfivce, tim vice se shoduji koncentrace, které jsme naméfili

pomoci obou metod.
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Nebyl zaznamenan statisticky vyznamny vztah mezi hodnotami koncentrace ziskané
pomoci metody vyuZivajici FFA a pH ¢i mnozstvim DOC ve vzorcich. Zavislost rovnovazné
koncentrace 0, na pH vzork( pro celou skupinu vzork( (pH od 4,5 do 9,6) je na Obrazku 4.10.
Vztah mezi rovnovaznou koncentraci singletového kysliku a mnozstvim DOC ve vzorku je

zobrazena na Obrazku 4.11.
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Obr. 4.10: Z4vislost rovnovazné koncentrace 0, na pH vzorku.
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Obr. 4.11: Zavislost rovnovazné koncentrace 10, na obsahu DOC ve vzorku.
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5. Diskuse

PUsobenim umeélého slunecniho zafeni na DOM obsazeném ve vzorcich dochazelo
k produkci singletového kysliku, ktery reagoval s pouzitymi zachytavacimi Cinidly. Byli jsme
schopni zaznamenat stabilni rist mnoZstvi vzniklého 0, b&hem ozafovani pomoci obou

pouzitych metod, a stanovit tak jeho rovnovaznou koncentraci.

Méreni fluorescence u metody vyuzivajici SOSG bylo mozné pfi vinovych délkach
Aex =490 nm aAem = 525 nm, protoze vtomto bodé spektra nedochazi k fosforescenci
zpusobené jinymi béznymi zdroji v povrchovych vodach jako napfiklad DOM nebo pfirozené
fosforescenci vody (Ramanlv rozptyl), coz ilustruje i graf fluorescencniho spektra vzorku
obsahujiciho vSe zminéné, ktery je na Obrazku 4.4. Tato metoda je citlivda na zmény pH, proto
byl k mérenym vzork(m pridavan Tris pufr o pH = 7,4. Do vzork( byl pfidavan také azid sodny,

protoZe reaguje s ‘0, pfednostné.

Béhem ozarovani vzorkl s obsahem SOSG dochazi ke zménam tohoto Cinidla i bez
pritomnosti singletového kysliku, které se projevuji narlstem fluorescenéniho signalu.
Pridavek azidu umozZnuje, pfi porovnani méreni s azidem a bez azidu, odlisit vliv jinych faktord

nez pritomnosti singletového kysliku na fluorescenci SOSG (Silva et al., 2015).

Porovnanim ziskanych vysledkl byl zjistén signifikantni rozdil mezi hodnotami
namérenymi pomoci metody stanovujici mnoZstvi vznikajiciho singletového kysliku pomoci
Ze rychlostni konstanta kera, kterd uréuje rychlost reakce ¢inidla FFA s 0, (1,2.108 I/(mol s),
Fede a Grannas, 2015), byla témér tfikrat mensi, nez rychlostni konstanta ksoss pro reakci SOSG
s 10, (3,8.10% I/(mol s), Gollmer et al., 2011). Za pfedpokladu stejné kinetiky tvorby 0,
je divodem odlisnych rovnovainych koncentraci rozdil téchto rychlostnich konstant, ktery

vede k vy$s§im hodnotdm pomoci metodiky s FFA.

Pti opakovaném méreni vzorkl pomoci metody vyuzivajici SOSG byl rozptyl vysledkd u
nékterych vzork( v mezich tolerance, ale u jinych byla namérena data pfilis rozptylena, jak je

znazornéno na Obrazku 4.6, metoda tedy neposkytovala opakovatelné vysledky. Cinidlo SOSG

37



je na svétle nestabilni, coz mlze ovliviiuje vysledky méfeni, ale hlavné komplikuje manipulaci
s nim. Pfi méreni je zapotrebi pracovat s nizkymi koncentracemi a objemy (v fadu mikro
jednotek), &imz se postup stava citlivym na chybu. Produktem reakce SOSG se 0, je Géinny
fotosenzitizator, ktery je schopny podporovat produkci singletového kysliku, a tedy muze
dochazet k nezadoucimu ovlivnéni méreni (Gollmer et al., 2011). Vzhledem ke kratkému
polocasu rozpadu singletového kysliku a jeho nizké rovnovaziné koncentraci nebylo mozné
pridavat ¢inidlo do pfedem ozafenych vzorkd, nebot rozdil ve fluorescenci u takto mérenych
vzork(l je mimo rozsah detekce. Z téchto dlivodl neni mozné tuto metodu vyuzit pro méreni
mnozstvi 0, ve vodnych roztocich a mimo laboratorni podminky. Proto budou dale
diskutovany pouze rovnovainé koncentrace 10, ziskané pomoci metody vyuZivajici FFA jako

zachytavaci ¢inidlo.

Metoda pouzivajici FFA poskytovala uspokojivé vysledky. Hodnoty rovnovainé
koncentrace se pohybovaly v Fddech 10! az 1012 mol/l, coZ odpovidd jinde publikovanym
hodnotam pro pfirodni vody (napf. Fede a Grannas, 2015). Nebyla zaznamenana zavislost
rovnovazné koncentrace 0, na pH vzork( pro celou skupinu vzorkd (pH od 4,5 do 9,6), co? je
patrné na Obrazku 4.10. Vztah mezi rovnovainou koncentraci singletového kysliku
a mnozstvim DOC ve vzorku je zobrazena na Obrazku 4.11, ani zde nebyl nalezen statisticky

vyznamny trend pro vSechny studované vzorky.

Nejvétsi rovnovaind koncentrace 'O, byla zaznamendna ve vzorku
Plesne-pritok_25/10, ktery obsahoval nejvétsi mnozstvi DOM. Jedna se o vzorek vody ziskany
z malého pfritoku PleSného jezera, ktery obsahuje Cerstvé vylouhované DOM, kterd byla
slune¢nimu zareni vystavena jen velmi kratkou dobu, aobsahovala proto vétsi podil
organickych latek svyssi molekulovou hmotnosti (Kopacek et al., 2003). Naopak nejmensi
rovnovazna koncentrace singletového kysliku byla zaznamenana pro vzorek Laka-vytok_30/07,
ktery byl ziskan z vytoku z Sumavského jezera Laka. Koncentrace DOM v tomto vzorku byla
v ramci naseho souboru vzorkl jen lehce pod prlimérem. Tato voda vsak byla v jezere
vystavena slune¢nimu zareni po nejdelsi dobu a doslo u néj k poklesu molekulové hmotnosti

v disledku vystaveni slunec¢nimu zareni a biologickym transformacim. Takto transformované
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DOM ma snizenou schopnost produkce singletového kysliku (Helmes et. al., 2008), jelikoz je

sam ovlivnén fotochemickymi reakcemi, pfi kterych 10, vznika.

Pokud se zaméfime na vzorky z hlediska historie jejich vystaveni slune¢nimu zareni
ajejich geneze, pozorujeme stejny efekt jako u vzork( Plesne-pritok 25/10
a Laka-vytok_30/07. Vzorky odebirané ze dna vodnich nadrzi ¢i jezer vykazuji potencidlné vyssi
rovnovazné koncentrace 0, neZ odpovidajici vzorky odebrané na hlading, protoZe voda u dna
s obsahem DOM neovlivnénych slune¢nim zafenim ma vyssi molekulovou hmotnost nez DOM
na hladiné (Helmes et al., 2008). Vzorky odebirané ve vytoku vodnich nadrzi ¢i jezer maji
podobné sloZzeni DOM jako vzorky zhladiny. Jsou jimi napfiklad Certovo-hladina
a Certovo-vytok, a jejich rovnovainé koncentrace singletového kysliku jsou srovnatelné.
Ve vzorcich odebiranych z pfitokd a potok( byla az na vyjimky zjisténa vyssi rovnovazina
koncentrace '0, neZ u vytok( a hladin, protoze DOM v nich obsaZzend byla vystavena
slune¢nimu zareni po kratsi dobu a ma vyssi molekulovou hmotnost. Je tedy patrné, Ze slozeni
DOM ovliviiuje rovnovaznou koncentraci singletového kysliku, coZ odpovida poznatkim

ziskanym z literatury (Fede a Grannas, 2015).

Obsah FFA v ozarenych vzorcich vykazoval v pribéhu ¢asu zmény, a proto je nutné
provadét jejich méreni neodkladné. Toto zjisténi je konzistentni s Udaji ziskanymi z literatury
(Fede a Grannas, 2015). Z tohoto dUvodu neni ani tato metoda vhodnd pro méreni mimo

laboratorni podminky.
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6. Zaver

Metoda vyuZivajici SOSG neni vhodnd pro testovani rovnovdiné koncentrace
singletového kysliku ve vodnim prostiedi. Cinidlo se plisobenim svételného zéfeni stava

nestabilnim a metoda neposkytovala opakovatelné vysledky.

Hodnoty rovnovainé koncentrace singletového kysliku ziskané pomoci metody
vyuZivajici FFA se pohybovaly v fadech 10! aZz 101> mol/l, coZ odpovidd Gdajim ziskanym
z literatury. Ve vybranych vzorcich povrchovych vod nebyla zjiSténa zavislost rovnovaziné
koncentrace singletového kysliku na pH ani na mnozstvi rozpusténych organickych latek.
Naproti tomu byla pozorovéana zavislost na ,kvalité” DOM vyjadiené predchozi expozici
slune¢nimu zareni, odpovidajici dobé zdrzeni v daném vodnim télese. Stabilita FFA ve vodném
roztoku neni dostatecnd pro pouziti této metody pro méreni mimo stabilni laboratorni

podminky.
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8. Prilohy

8.1 Obrazky

ONOO" NO,
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Obr. P1: Formace ROS pomoci prenosu energie nebo elektronu s uvedenymi standardnimi
redoxnimi potencidly, které odpovidaji 1 mol/I molekul O, (Nonell a Flors, 2016).
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Obr. P2: Strukturni vzorec FFA.
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Obr. P3: Reakce SOSG s 10, (Kiesslich et al., 2013).
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Obr. P5: Chromatograf detekce FFA ve vzorku K5-PL (snimek obrazovky).
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8.2 Tabulky

Tab. P1: Pfehled vSech mérenych vzorkd.

Oznaceni Misto odbéru Typ Datum odbéru
Plesne-pritok_25/10 |Plesné potok 25-10-17
Rimov-hladina_19/02 Rimov - hladina hladina nadrze |[19-02-18
Rimov-vytok Rimov - vytok vytok z nddrze  |20-02-18
Rimov-surova Odbér surové vody na Gpravnu Plav |néadrz 21-02-18
Malse Malse - soutok feka 22-02-18
Cerna Cerna - Licov feka 23-02-18
Velesinsky Velesinsky potok, pFitok do Rimova [potok 24-02-18
Zvikovsky Zvikovsky potok, piitok do Rimova  [potok 25-02-18
Besednice Besednice polni potok 26-02-18
Dobechov Dobechov polni potok 27-02-18
Benesovsky Benesov nad Cernou luéni potok 28-02-18
Malonty Malonty potok v pastviné [01-03-18
Klepna Klepna lesni potok 02-03-18
Uhliste Uhlisté lesni potok 03-03-18
Pohori Pohoti lesni potok 04-03-18
Jiricka_05/03 Jifickd nadrz nadrz 05-03-18
Plesne-vytok Plesné vytok z jezera 17-07-18
Plesne hladina Plesné hladina jezera  [30-07-18
Plesne-dno Plesné dno jezera 30-07-18
Plesne-pritok_30/07 Plesné pfitok jezera 30-07-18
Plesne-pritok_2 Plesné pritok jezera 30-07-18
Plesne-pritok_3 Plesné pritok jezera 30-07-18
Certovo-vytok Certovo vytok z jezera 27-07-18
Certovo-hladina Certovo hladina jezera [01-08-18
Certovo-dno Certovo dno jezera 01-08-18
Certovo-pritok Certovo pritok jezera 01-08-18
Certovo-pritok_2 Certovo pfitok jezera 01-08-18
Certovo-pritok_3 Certovo pfitok jezera 01-08-18
Laka-vytok_07/07 Laka vytok z jezera 07-07-18
Laka-vytok_30/07 Laka vytok z jezera 30-07-18
Prasilske-vytok_09/07 |Prasilské vytok zjezera  [09-07-18
Prasilske-vytok_30/07 |Prasilské vytok z jezera 30-07-18
Rimov-hladina_30/07 Rimov hladina nadrze |06-08-18
Pohori Pohoti lesni potok 06-08-18
Jiricka_06/08 Jificka nadrz nadrz 06-08-18
cov CoV Kaplice vytok z Cisticky  |[06-08-18
Slapy-hladina N&drzZ u obce Nebfich hladina nadrze |07-08-18
Zlutice-hladina Zlutice hladina nddrie |07-08-18
Zlutice-dno Zlutice nadrzv 17 m 07-08-18
Zlutice-hladina_2 Zlutice hladina nadrze |07-08-18
Strela Strela feka slévany pfitok  |07-08-18
Klicava-hladina Klicava hladina nadrze |08-08-18
Klicava-dno Klicava nddrz ve 25 m 08-08-18
Klicava-hladina_2 Klicava hladina nadrze |08-08-18
Klicava-pritok Klicava slévany pritok  |08-08-18
Klicava-pritok_2 Lansky potok slévany pfitok  |08-08-18
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Tab. P2: Pfehled vysledkd méfeni pH, obsahu DOC, rovnovazné koncentrace 10, pomoci
metody vyuZivajici FFA (FFA[*O;]ss) a pomoci metody vyuZivajici SOSG (SOSG['O;]ss).
N — nedetekovano.

Vzorek pH DOC (mg/I) | FFA [*0,]ss (mol/1) | SOSG [*0,]ss (mol/1)
Plesne-pritok_25/10 4.3 23.57 N N
Rimov-hladina_19/02 6.9 5.66 N N
Rimov-vytok 6.9 5.88 N N
Rimov-surova 6.9 5.70 N N
Malse 7.0 4.14 N N
Cerna 6.7 4.41 N N
Velesinsky 7.4 4.51 N N
Zvikovsky 7.2 3.23 N N
Besednice 7.1 4.28 N N
Dobechov 6.9 6.40 N N
Benesovsky 6.9 2.23 N N
Malonty 7.0 4.30 N N
Klepna 6.6 0.81 N N
Uhliste 6.3 4.77 N N
Pohori 5.3 14.10 N N
Jiricka_05/03 6.2 9.33 N N
Plesne-vytok 5.6 8.05 1.17E-11 4.89E-12
Plesne hladina 5.8 8.21 N 5.00E-12
Plesne-dno 5.8 8.86 1.13E-11 4.92E-12
Plesne-pritok_30/07 4.5 17.87 1.32E-11 3.94E-12
Plesne-pritok_2 4.8 3.90 1.15E-11 5.28E-12
Plesne-pritok_3 4.9 1.92 9.58E-12 6.95E-12
Certovo-vytok 5.0 3.46 1.03E-11 6.08E-12
Certovo-hladina 4.9 3.39 9.57E-12 6.76E-12
Certovo-dno 5.1 3.19 7.21E-12 7.02E-12
Certovo-pritok 4.5 4.81 1.05E-11 4.54E-12
Certovo-pritok_2 4.8 2.07 3.28E-12 6.22E-12
Certovo-pritok_3 4.9 5.07 7.35E-12 3.79E-12
Laka-vytok_07/07 6.0 7.38 N 4.84E-12
Laka-vytok_30/07 6.5 6.02 1.92E-12 4.42E-12
Prasilske-vytok_09/07 5.4 6.66 5.24E-12 4.26E-12
Prasilske-vytok_30/07 5.6 7.00 4.52E-12 3.57E-12
Rimov-hladina_30/07 9.4 7.93 4.35E-12 4.56E-12
Pohori 6.2 13.51 9.28E-12 4.80E-12
Jiricka_06/08 6.7 14.00 1.14E-11 4.92E-12
cov 7.7 9.19 6.26E-12 4.56E-12
Slapy-hladina 9.6 6.96 1.17E-11 6.46E-12
Zlutice-hladina 9.3 7.31 8.45E-12 4.18E-12
Zlutice-dno 7.1 6.19 1.25E-11 5.67E-12
Zlutice-hladina_2 7.6 12.22 7.72E-12 4.88E-12
Strela 7.8 7.13 1.07E-11 4.76E-12
Klicava-hladina 8.4 4.16 1.07E-11 N
Klicava-dno 7.5 5.17 1.17E-11 7.27E-12
Klicava-hladina_2 8.4 411 1.10E-11 N
Klicava-pritok 7.6 8.00 9.53E-12 5.85E-12
Klicava-pritok_2 8.1 6.34 1.01E-11 7.46E-12




Tab. P3: Testovani opakovatelnosti méreni metody vyuzivajici SOSG. Hodnoty jsou udavany
ve fluorescencnich jednotkach pfistroje. N — nedetekovano.

signal fluorescencniho zareni

1. opakovani 2. opakovani 3. opakovani

doba ozafovani (min) 0 5 10 15 0 5 10 15 0 5 10 15
Blank 323306.6| 476259.0( 600611.5( 719849.2( 303724.1| 452304.2| 563798.5| 677985.4) 274151.2 365928.8| 481250.0| 551122.2
Rimov-hladina_19/02 | 523076.9| 608658.7| 721956.0| 811854.2| 300499.2| 432398.9| 547895.6| 654014.5 419376.4| 429594.3| 496661.6| 550257.5]
Rimov-vytok 292013.2| 422899.6| 548518.5| 647140.3| 295766.6| 412176.9| 542778.7| 634970.2| 304356.1| 404381.0( 508329.4| 597526.2]
Rimov-surova 305602.7| 404418.7 505407.1 602601.9| 345525.0| 456994.3| 568851.5| 657482.5| 332224.7 417458.2| 534086.6| 622992.9
Malse 284833.9| 390493.2| 506272.6] 603549.8| 261304.6 353897.0 443279.5| 532552.2| 362212.9| 459603.2 583325.4| 654072.0)
Cerna 320547.1 423901.9 521351.5 619856.4f 279093.9| 368829.2| 466012.1| 541615.5] 312381.5( 397421.3| 491901.1| 594218.0
Velesinsky 493405.2 636939.5( 781900.9 905756.4f 280354.4| 390672.2| 507647.3| 608765.3| 301600.8( 423874.9| 530826.8] 647187.0

§ Zvikovsky 334002.1 471134.1 598214.3( 727070.0f 277500.2| 368153.1| 477178.4| 572021.9 N N N N

§ Besednice 300875.1| 437488.9 569094.1| 682400.8( 298096.9| 443187.2| 578282.6| 679248.8| 343821.5( 426703.6| 559603.3| 639402.0
Dobechov 315648.1| 459734.1 598747.9| 718376.6 316891.4| 480045.3| 623372.9| 756304.9| 515745.4( 671268.1| 844683.3| 1000951.7
Benesovsky 308944.9 410719.3 536078.6( 637903.3( 304974.8| 396089.0| 514345.8| 605834.5| 281157.8 383320.7| 514693.3| 595969.2
Malonty 356004.2| 511873.4| 667829.2 759660.7( 349380.4| 522315.5| 663114.8| 752209.0] 317448.3| 476737.6| 588503.6| 725657.8
Klepna 385072.1| 494667.3| 616306.5 719694.8( 269168.8| 379548.9| 471732.1| 562067.3| 360638.6( 462941.8| 588011.8| 710161.4
Uhliste 427496.0| 547168.0| 668049.8| 788024.5| 285037.9| 370029.4| 453762.4| 531075.6| 269402.5| 362573.7 463681.3| 541955.7
Pohori 427654.6| 506326.7| 627195.5 728826.4f 311306.5| 394246.2| 466218.8| 543297.4) 289201.3( 359810.0| 453136.9| 516021.7
Jiricka-hladina_05/03 || 415510.9| 490847.3| 604664.3| 718251.3| 331222.8| 424374.1| 504298.5| 590380.8| 271086.6| 329692.2| 425206.6| 486745.8]
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