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Abstrakt

Bakalaiska prace je zaméfena na studium distribuce organochlorovanych pesticidii ve dvou
typech dfevni biomasy. Konkrétné se jednalo o pesticid hexachlorcyklohexan — HCH (vcetné

jeho izomeri) a dieviny olSe lepkavé a biizy bélokoré.

Prakticka ¢ast je zaméfena na zkoumani distribuce hexachlorcyklohexanu pfi pouziti metody
experimentalniho vyzkumu. Pro toto studium byly provedeny odbéry z téchto dvou
zkoumanych dfevin za pomoci dvou extrakénich metod, extrakce organickymi rozpoustédly
ametodou SPME. Takto pfipravené vzorky byly poté zpracovany plynovou chromatografii

s hmotnostnim spektrometrem (GC/MSMS).

Na zaklad¢ vysledki provedenych analyz biomas dvou dfevin, olSe lepkavé a biizy bélokoré,
byla prokdzana pfitomnost organochlorované¢ho pesticidu — HCH v obou téchto dfevinach.
Analyzou ziskanych experimentalnich dat a jejim zhodnocenim byla zjiSténa rozdilna distribuce
hexachlorycklohexanu u zkoumanych dfevin. Provedeny vyzkum tak prokazal rozdilnost
chovani HCH mezi danymi dfevinami a také vhodnost téchto dfevin pro phytoscreening

v ptipadé tohoto pesticidu.
Klicova slova

Hexachlorcyklohexan, extrakce kapaliny kapalinou, mikroextrakce tuhou  fazi,
organochlorované pesticidy, persistentni organické latky, olSe lepkava, biiza bélokora,

phytoscreening.



Abstract

This bachelor thesis studies distribution of organochlorinated pesticides in two types of
researched biomass. The studied pesticide is called hexachlorcyclohexane — HCH (his isomers

are also included in the study) and trees common alder and silver birch.

The experimental part focuses on learning about distribution of hexachlorcyclohexane using
experimental research method. To learn about this distribution, samples were taken from the
two researched biomasses. These samples were prepared using two extraction methods, SPME
and extraction by organic solvents. Samples prepared in this way were then processed by gas

chromatography with mass spectrometer (GC/MSMS).

On the basis of results done by the analysis, presence of organochlorinated pesticide — HCH was
proven in both researched trees. By evaluating the results of analysis, different distribution of
hexachlorcyclohexane in the two trees was found. This research proved different behaviour of

HCH between the trees and also proved that these trees can be used for phytoscreening.

Keywords

Hexachlorcyclohexane, Liquid-liquid extraction, Solid phase micro extraction, organochlorine

pesticides, persistent organic pollutants, Alnus glutinosa, Betula pendula, phytoscreening.
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1 Uvod

Predkladana bakalaiskd prace se zabyva distribuci pesticidi ve dvou zkoumanych dievinach.
Konkrétné se jedna o organochlorovany pesticid Lindan (gama izomer hexachlorcyklohexanu,
HCH) a o archivované dreviny olsi lepkavou a bfizu bélokorou. Obé tyto testované dfeviny
pochazeji z kontaminované lokality v Karlovarském kraji. Lindan byl vyrdbén ve druhé
poloviné 20. stoleti a pouzival se zejména jako insekticid po celém svété, a to predevS§im
v zemé&dé@lstvi. Pti vyrobé Lindanu ve Spolané Neratovice vznikalo znaéné mnozstvi balastnich
izomerd HCH. Na studované lokalité jsou balastni izomery HCH ze Spolany uloZeny

do nezabezpecené vysypky lomu Hajek, odkud prosakuji do pramene Ostrovského potoka.

Tato bakalafska prace se snazi experimentalné vyvratit nasledujici hypotézu: Izomery HCH jsou
v biomase studovanych dievin distribuovany uniformné a bez smérové zavislosti, gradient
kontaminace podzemni vody se nepromita do smérového rozlozeni koncentraci HCH v biomase
drevin, pficemz gradient kontaminace podzemni vody je predpoklddany od severozapadu

k jihovychodu.

Prace vyuziva archivni pfi¢né fezy biomasou dfevin pokacenych na lokalité Hajek v tnoru roku
2018. Dfeviny byly sklizeny cca 100 m od pramene Ostrovského potoka, kde sumarni
koncentrace HCH dosahuji hodnoty okolo 100 pgel". Pozice studovanych dievin pied sklizni se

nachazela cca 5 m jihovychodné od kontaminovaného drénu.

Ob¢ zkoumané dieviny patii do cCeledi biizovité (Betulaceae). Ovsem olse lepkava je
tzv. freatofyt, coz jsou dfeviny, jejichz kofeny jsou obvykle neustale v kontaktu s vodnim
zdrojem. OlSe lepkava tento neustaly kontakt vyzaduje, jelikoz neni schopna regulovat
otevienost svych listovych pruduchti. Kvili tomuto faktu nedokaze olSe lepkava hospodatit
s vodou. Evapotranspirace vody u biizy bélokoré je nizs§i nez u olse lepkavé a z tohoto ditivodu

je méné narocna na vlhkost stanoviste.

Prace dale porovnava vysledky ze dvou pouzitych extrakénich metod, mikroextrakce tuhou fazi

(SPME) a extrakce organickymi rozpoustédly.
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2 Cile

Hlavnim cilem této bakalafské prace bylo studium distribuce organochlorovanych pesticidt ve
vzorcich z biomasy. Specificky se jednalo o dieviny olsi lepkavou a btizu bélokorou, ze kterych
byly provedeny systematické odbéry a nasledné analytické stanoveni se zaméfenim na izomery
hexachlorocyklohexanu. Vzorky byly odebrany formou néavrt dievni biomasy napfic¢ letokruhy
a také ve Ctyfech ruznych smérech (kvadrantech). Odebrané vzorky byly nasledné zpracovany
dvéma riznymi extrakénimi metodami — extrakce organickymi rozpoustédly a mikroextrakce
tuhou fazi (SPME). VS8echny vzorky byly nasledné zméfeny na plynovém chromatografu
s hmotnostnim spektrometrem (GC/MSMS).

Dal$im cilem bakalaiské prace bylo zhodnoceni, zda zkoumané dieviny jsou vhodné pro

metodu phytoscreening.
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3 Teoreticka Cast

Teoreticka cast této bakalaiské prace zaclina predstavenim a zakladni charakteristikou
hexachlorocyklohexanu, v minulosti hojn¢ pouzivaného pesticidu. Déle se tato ¢ast zaméfuje na
vlastnosti jeho izomert, jejich efektu na Zivotni prostiedi a ¢lovéka, historii vyroby a pouziti
HCH jak v Ceské republice, tak ve svét&. Stru¢né je také popsana historie lokality, ze které byly
zkoumané biomasy odebrany. Dale jsou zde zminény extrakéni metody, které byly vyuzity

k ptiprave vSech vzorkl biomasy pro nasledné analytické stanoveni izomertt HCH.

Poté se prace soustiedi na stru¢ny popis obou pouzitych dievin - olSe lepkavé a biizy b&lokoré.
Nasledné je zminéna nova inovativni metoda s ndzvem phytoscreening. Tato metoda pouziva
rostlinné matrice k detekci kontaminace podzemni vody. Na konci teoretické ¢asti je zminéna
plynova chromatografie a hmotnostni spektrometrie a extrakéni metody, které byly pouzity pfi

praktické Casti této bakalaiské prace.
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3.1 Hexachlorcyklohexan HCH

Hexachlorcyklohexan (HCH), také diive znamy pod ndzvem BHC (benzen hexachlorid), je bila
pevna latka, nepiijemného zapachu. Hexachlorcyklohexan (HCH) je obecné pouzivany nazev
pro vSech osm izomeru 1,2,3,4,5,6-HCH. Téchto osm HCH izomerl je oznaCovano pomoci
pismen fecké abecedy, ¢i jejich znakt (napf. alfa izomer a-HCH). Gama izomer, ktery je také
Casto oznaCovan jako Lindan, je jedna ze zakazanych latek Stockholmské umluvy, spole¢né

s alfa a beta izomery HCH. [1, 2]

Historicky je Lindan jednim z nejvice pouzivanych pesticidd, je pfedpokladano, ze celosvétove
bylo pouzito az 600 milionu tun gama izomeru HCH. Hexachlorcyklohexan je uméla latka
vyrabéna fotochloraci benzenu. Vyrobni proces ma za vysledek riizné procentualni slozeni
produkovanych izomert vysledné smési. Typické rozloZzeni izomert je 60 az 70 % alfa izomeru,
5 az 12 % beta izomeru, 10 az 15 % gamma izomeru, 6 az 10 % delta izomeru. Pokud jsou
izomery hexachlorcyklohexanu ve smési v téchto pomérech, byva tento produkt oznacovan jako
technicky hexachlorcyklohexan (tHCH). Dalsi zdroje [3] uvadi moznou pfitomnost epsilon

izomeru 3 - 5%. Ostatni izomery se formuji ve stopovém mnozstvi. [2, 4, 5]

3.1.1 [zomery HCH

Téchto osm izomert se lisi v poloze substituovanych chlor kolem molekuly cyklohexanu,
konkrétné v jejich ekvatoridlnich ¢i axialnich polohach. Ze vsech téchto osmi izomerl jsou

stabilni pouze alfa, beta, gamma, delta a epsilon izomery. [1, 4]

Fyzikalni a chemické vlastnosti prvnich ¢étyt izomeru (a- HCH, B-HCH, y-HCH a 6-HCH) jsou
velice rozdilné. Napriklad, beta izomer ma zna¢né vyssi bod tani neZ ostatni izomery. Polocas
rozpadu pro gama izomer v zeméd€lské pudé je piiblizné 3 az 7 tydnl. Pro alfa izomer je to
vyrazn¢ déle, az 20 tydnd. Delta a beta izomery jsou vice stabilni, méné tedy podléhaji
degradaci v pfirode€ nez je tomu u alfa a gama izomeru. Na zakladé tohoto faktu se detekce delta
a beta izomerti vyuziva jako indikator pro vyskyt HCH v pfirodé. Rozdily ve fyzikalnich
a chemickych vlastnostech izomeri jsou zptsobeny rozdilnym rozmisténim chlortt v molekule
izomert. Konkrétné beta izomer méa vSechny atomy chloru v ekvatoridlnich pozicich, zatimco
gama izomer ma v axialnich pozicich tfi atomy chloru. Tento fakt zpisobuje zvySenou stabilitu

beta izomeru, ktera ma pak za disledek jeho vétsi perzistenci v organismech. [4, 5, 6]

V nasledujicich tabulkach (tabulka 1 az 4) jsou popsany fyzikalni a chemické vlastnosti Ctyf
izomerd HCH (o- HCH, B-HCH, y-HCH a 8-HCH). Na obrazcich 1 az 8 jsou ukazany

konfiguracni vzorce téchto izomerd.
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Alfa-hexachlorcyklohexan (o-HCH)

Tabulka 1 Fyzikalni a chemické vlastnosti o-HCH [7, 8]

Sumarni vzorec CsHiClg
Vzhled Pevna krystalicka latka
Molekulova |

290,83 gemol
hmotnost
Bod Varu 288 °C pti 101,325 kPa
Bod tani 158-160 °C
Tenze par 0,25 Pa pii teploté 25 °C
Rozpustnost ve vode .

1.5-10 mgel’ Obriazek 1 Konfiguracni vzorec
(20-30°C) a-HCH [9]
Log Koy 3,8
Log K,y -3,02 a7 -3,68
Log K, 7,61

H
y Cl
H
cl
o] . ol H
Cl
Cl
2 H
{+J-alpha-HCH (-)-alpha+HcH

Obrazek 2 Axialni a ekvatorialni polohy chlori u dvou
ruznych enantiomera a-HCH [10]
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Beta-hexachlorcyklohexan (f-HCH)

Tabulka 2 Fyzikalni a chemické vlastnosti -HCH [7, 8]

Sumarni vzorec

CsHoClg

Vzhled

Pevna krystalicka latka

Molekulova hmotnost

290,83 gemol™

Bod Varu 374 °C (hruby odhad)
Bod tani 312-315°C
Tenze par 0,053 Pa pti teploté 25 °C

Rozpustnost ve vode

(20-30°C) 0.2—-5 mgemol
Log Koy 3,78

Log K,y -4,62 az -4,68
Log K, 8,88

Obrazek 4 Axialni polohy atomii chloru
v axialnich polohach §-HCH [10]
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Obrazek 3 Konfiguraéni vzorec
p-HCH [9]



Gamma-hexachlorcyklohexan (y-HCH)

Tabulka 3 Fyzikalni a chemické vlastnosti y-HCH [7, 8]

Sumarni vzorec CeHClg

Vzhled Pevna krystalicka latka a

Cly, ", ._\‘\\\Cl

Molekulova hmotnost | 290,83 gemol™

Bod Varu 323,4 °C pfi 101,325 kPa o g

Bod tani 112,5°C =

Tenze par 0,056 Pa pii teplot& 25°C ggréﬁll(gls Konfiguraéni vzorec
Rozpustnost ve vode B

(20-30°C) 6—17 mgel

Log Ko 4,10

Log Kaw -4 az -4,1

Log Ko 7,85

Obrazek 6 Ekvatorialni a axidlni polohy atomu
chloru y-HCH [10]
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Delta-hexachlorcyklohexan (0-HCH)

Tabulka 4 Fyzikdlni a chemické vlastnosti 6-HCH [7, 8]

Sumarni vzorec CeHClg
Vzhled Pevné Supinky
Molekulova hmotnost | 290,83 gemol™
Bod Varu 60 °C pii 48 Pa
Bod tani 138 °C i
Tenze par 0,047 Pa pti teploté 25 °C
Rozpustnost ve vode X
9-31 mgel’
(20-30°C) Obrazek 7 Konfiguraéni vzorec
3-HCH [9]
Log Koy 4,14
Log K. -4,54
Log K, 8,84

Obrazek 8 Ekvatorialni a axialni
polohy atomu chloru 6-HCH [11]

3.1.2 Toxicita a perzistence

Lindan (y-HCH) je perzistentnim organochlorovanym insekticidem, ktery byl hojné vyuZivan
v minulosti za G¢elem redukce poctu zeméd€lskych Skiidcti a ochrany plodin. Ackoliv jeho
pouziti se ukazalo jako pomérné uspé$né, nekontrolované nakladani s Lindanem a taktéz
nekontrolované likvidac¢ni procesy balastnich izomer mély za nasledek vytvofeni mnoha

skladek a kontaminovanych lokalit. [12]

Velké mnozstvi odpadu z produkce Lindanu bylo zptisobeno tim, Ze pouze jeden izomer, a to
konkrétné¢ y-HCH, ma insekticidni vlastnosti. Z tohoto diivodu byla provadéna separace
ostatnich izomert, které se ve vyrobené smési izomert vyskytovaly. Pii vyrobé Lindanu

Zbylych 85 % izomert vznika jako vedlejsi produkt. S kazdou vyrobenou tunu gama izomeru
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bylo vyrobeno dalSich 8 az 12 tun balastnich izomert. Odhaduje se, Ze bylo vyrobeno piiblizné
600 tisic tun gama izomeru, tudiz odhadem vzniklo dalSich 4,8 az 7,2 milionu tun pfebyte¢ného
materialu ve form¢ balastnich izomer(, se kterym se nakladalo jako s nepotfebnym odpadem.
Tyto balastni izomery byly obvykle neadekvatné ulozeny do skladek. Ptiklady stat potykajici
se s touto problematikou HCH jsou Cina, Argentina, Albanie, Chorvatsko, Ceska republika,
Francie, Némecko, Italie, Polsko, Rusko, Nizozemi, Turecko, Anglie, USA a dalsi.
V kvétnu 2009 byly alfa, beta, a gama izomery HCH uvedeny jako takzvané ,,perzistentni
organické latky”“ (POP’s) do Stockholmské timluvy (Stockholm convention), problematika
HCH je diky této umluve rozpoznana jako celosvétovy ekologicky problém. [3, 13]

V soucasnosti je v Ceské Republice zakazano veskeré pouziti Lindanu v zem&délstvi. Platna
legislativa Ceské republiky stanovuje hodnoty maximalniho pfipustného znegisténi pesticidy.
V ptipadé pitné vody je maximélni pFipustna hodnota rovna 0,1 pgel" pro jednotlivé pesticidni
latky a pro sumu pesticidnich latek je to pak 0,5 pgel” (vyhlaska Ministerstva zdravotnictvi CR
¢. 252/2004 Sb). Existuje také maximalni pfipustna hodnota pro pudu, ta je stanovena na
0,01 mgekg,s' pro individualni pesticidy (vyhlaska Ministerstva zdravotnictvi CR
¢. 153/2016 Sb). [14, 15]

3.1.2.1  POPs

POPs neboli perzistentni organické latky (anglicky Persistent Organic Pollutants) je
pojmenovani pro skupinu latek znelistujici Zivotni prostfedi. Typicky se jedna
o bioakumulativni, perzistentni (vydrZi v prostfedi dlouhou dobu, neZ dojde k jejich pfeméné ¢i
rozkladu) a toxické latky. Mezi dalsi vlastnosti latek zatazenych do této skupiny patii lipofilita
a hydrofobie. Tyto jejich vlastnosti maji za dusledek, Ze se v piidé a vodnich systémech vazi
pfedevs§im na organickou hmotu. Dal$im dopadem téchto vlastnosti je fakt, ze v organismech se
vazi ochotné na lipidy a pfedevsim tedy na tukové tkané. Diky této skutecnosti maji schopnost

se akumulovat v potravinovém fetézci. [16, 17, 18]

3.1.2.2  Toxicita HCH pro c¢lovéka

V minulosti byl HCH pouzivan pfedev§im jako insekticid pro redukci mnozstvi sktdct
a ochrany semen. Hojné byl pouZivan k ochrané bavlny, cukrové fepy, ryze, brukve a fepky.
HCH se do prostfedi dostaval jiz pii samotné aplikaci v zeméd¢€lstvi. V soucasnosti jsou

nejveétsim problémem piedevsim eroze kontaminované pudy. [2, 19]

HCH primarné zasahuje centralni nervovou soustavu (CNS), ovSem jednotlivé izomery se 1isi
v jejich biologické aktivit¢ a efektu na CNS. Alfa a gama izomer plsobi na CNS jako
stimulanty zptsobujici kieCe. Oproti tomu beta a delta izomer plisobi na CNS piedevsim jako

inhibitory. Celkové je nutné poznamenat, Ze znalosti u¢inkid izomerd HCH (az na gama izomer)
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na lidskou populaci jsou omezené a nékteré poznatky jsou odvozené z efektd, které maji

izomery pii pokusech na laboratornich zvifatech. [19]

Jsou popsany jak piipady onemocnéni v disledku expozice HCH, tak pifipady smrtelné otravy
gama izomerem HCH Symptomy byly nasledujici: zavraté, unava, bolesti hlavy, zvraceni,

ataxie, tfeseni. [20]

Dalsi efekty gama izomeru na lidské t€lo mohou byt dychaci problémy pii akutni expozici.
Chronicka expozice muze zpusobit hepatické problémy, onemocnéni ledvin, ovlivnéni

reprodukénich funkei. [21]

Clovék muize byt HCH vystaven napi. skrze 1é6¢ebné piipravky (obsahujici HCH), nejéast&ji se
jednalo o pfipravky proti svrabu a v§im. Dal§im moZnou cestou expozice je pozieni
kontaminovanych potravin ¢i vody, pfipadné¢ dychanim vzduchu obsahujiciho ¢astice HCH.

Konkrétn¢ gama izomer byl zjistén v lidské krvi a v lidském mateiském mléku. [22]

Technicky HCH je klasifikovan jako latka kategorie B2. Je tedy povazovan za mozny lidsky
karcinogen. Na zatazeni do vyssi kategorie se data ohledné karcinogenity HCH povazuji za
nedostacujici. Jsou vSak znamé studie, které ukazuji zvySené riziko Non-Hodgkinova lymfomu.
Existuje nékolik dalSich studii a vyzkumt poukazujicich na mozny vliv alfa, beta a gama

izomeru na rakovinu prsu. [10, 23, 24]

3.1.2.3  Toxicita HCH pro zvirata

Beta i gama izomer byly shledany jako latky akutné toxické pro vodni organismy. Napiiklad
beta izomer disponuje negativnimi u¢inky na reprodukéni systém organismt. Gama izomer
HCH byl identifikovan jako mirné toxicky pro ptaky a savce. Jeho chronicka expozice méla za
disledek negativni efekt na produkci vajec a parametru pieziti u ptakd. Byl sledovan i pokles

hmotnosti u savct a G¢inek na endokrinni Zlazy. [25]

JelikoZ karcinogenita HCH u lidi neni nalezité prostudovana, data ziskana z experimenti na
zvitatech poskytuji zaklad, ze kterého se usuzuji efekty HCH. U krys a myS$i dlouhodobé
davkovani alfa izomeru HCH mélo za disledek vznik tumorl a karcinomi v Zaludku. Dalsi
studie prokazaly, Ze tento izomer neiniciuje karcinogenni aktivitu, ale zptsobuje tvorbu

tumort. [10, 25]

U hmyzu gama izomer HCH ptisobi na centralni nervovou soustavu a zptsobuje rychlou smrt
doprovazenou prudkymi kiecemi. Jedna z toxickych vlastnosti gama izomeru je jeho interakce
s receptorem kyseliny gama-aminomaselné (angl. GABA), kde brani neurotransmisi pravé této

kyseliny. [4]
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3.1.2.4  Perzistence a degradace

Diky perzistenci HCH muize byt vdne$Sni dobé zjistetn ve vzduchu, vod¢, pude ale
vyroby, napiiklad v arktickych oblastech. Vlastnosti pifekonavat velké vzdalenosti se zabyvala
studie, kterd zjistila, Ze alfa izomer je schopny pfekonat vzdalenost az 22 000 kilometri a gama

izomer vzdalenost 12 000 kilometrd. [21, 26]

Degradace HCH je obtizna jednak kvili vzniku toxickych meziproduktt ale predevsim kvili
ptitomnosti chloru, ktery ¢ini HCH méné nachylny vi¢i biodegradaci. Dale vazba uhlik-halogen
¢ini slouCeninu persistentni a prirozené toxickou pro Zivotni prostfedi. Z tohoto divodu je
environmentalnich matricich se ze vSech izomerti dominantné vyskytuje beta izomer. Beta
izomer ma ze vSech izomerQ nejdelsi zivotnost, nachazi se ve vzorcich i po dlouhé dobé, kdy
ostatni izomery podlehly pfeméné. Zizomert HCH byl pravé beta izomer ve vzorcich
v 90% prevaze, a to v lidské krvi, matetském mléku, zvifecich vlaknech a ptud€. V pripade
perzistence je beta izomer nejvice relevantni, jelikoz je ze vSech izomerd HCH nejvice
rezistentni vic¢i degradaci (kvili poloze chlori vjeho molekule). Napiiklad jeho
biokoncentracni faktor v lidskych tukovych vrstvach je 30krat vyssi nez gama izomeru HCH
ajeho polocas rozpadu vkrvi je také znacné nizSi. Z téchto divodl je beta izomer casto

pouzivan jako indikator aplikace HCH v minulosti v daném regionu. [21, 27]

3.1.3 Historie globalné

HCH byl produkovan v mnoha evropskych statech a to predevsim v letech 1950 az 1990. Mezi
staty, kde dochazelo k produkci, se fadi naptiklad: Ceska Republika, Némecko, Francie, Velka
Britanie, Italie, Polsko, Spanélsko a Rumunsko. K produkci HCH dochézelo i ve statech mimo
Evropu, naptiklad v Argentiné, USA, Indii, Japonsku, Rusku a Cing. Celkové mnoZstvi gama
izomeru HCH pro zemédélské vyuziti se odhaduje okolo 450 tisic tun od roku 1950 do
roku 2020. Po souctu suzitim gama izomeru ve farmacii, lesnictvi a dal$imi odvétvimi,

dostavame celkove 600 tisic pouzitych tun. [28, 29]

3.1.4 Historie v CR

V roce 1961 zacala v Ceské republice produkce HCH, a to v tovarné Spolana Neratovice, kde
dochazelo k produkci ptedevsim v Sedesatych letech dvacatého stoleti. Jako dusledek této
vyroby bylo v Ceské republice kontaminovano HCH nékolik lokalit. U nékterych lokalit je

jejich naprava jiz dokonéena, kdezto nékteré lokality jsou sanovany dodnes. [30, 31]

23



3.1.4.1  Spolana Neratovice

Spolana Neratovice je chemicka tovarna sidlici v Neratovicich, jeji areal se nachazi u feky Labe.
Po vétsinu Casu se jednalo o statni podnik, ktery byl v roce 1992 transformovan do spolecnosti
SPOLANA s.r.o. (dale jen ,,Spolana®). Tato firma je v soucasnosti jedinym vyrobcem PVC
a kaprolaktamu v Ceské republice. Mezi jeji dal$i produkty se fadi napt. hydroxid sodny,

kyselina sirova ¢i kyselina chlorovodikova. [32]

Spolana byla jedinym vyrobcem Lindanu v Ceské republice, kdy vyprodukovala aZ 3300 tun
gama izomeru HCH a celkem 61 680 tun technické smési HCH v letech 1963 az 1972. Tovarna
v téchto letech také vyrabéla komponenty Agent Orange a pravé kvuli témto latkam byla poté
zastavena i1 produkce HCH. K tomuto kroku bylo pfistoupeno, protoze béhem produkce téchto
herbicidii se u zaméstnancti objevily pfipady tzv. chlorakné. Odpadni izomery a chlorované
benzeny byly dohromady skladovany ve vysypce dolu s nazvem ,,Hajek™ blizko stejnojmenné
vesnice nachazejicich se v Karlovarském kraji. Spolana patii k nejlépe prostudovanym

ptipadéim perzistentnich organickych latek v Ceské republice. [28, 30, 33]
3.1.4.2  Lom Hdjek

Prvotné¢ méla lokalita Hajek byt dolem pro uranovou rudu. V 60. letech byly provedeny
geologické prizkumy na ovéfeni zasoby uranové rudy. DoSlo k otevieni loZiska, ovSem

postupem Casu se objevila fada nepriznivych faktorti a trvani té€Zby se stalo nerealnym.

RUPRECHTOV

VELKY
RYBNIK

Hajek

MEZIROLI . ‘
. Sadov, Viska
Y .

CANKDY
—— | — i Otovice
. = K o

i

Obrazek 9 Lokalita lomu Hajek [34]
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Nasledné bylo rozhodnuto ulozit odpadni izomery z vyroby gama izomeru HCH a také
chlorované benzeny do vytvorené vysypky. Nékteré z téchto latek byly ulozeny v kovovych
sudech, ale i vpapirovych balicich ¢i voln¢ lozené. Odhaduje se, ze hmotnost takto

skladovanych latek ve vysypce je 3 az 5 tisic tun. [28, 30, 35]

Pozdéji se prokazalo, Ze umisténi vysypky lomu nebylo vhodné, jelikoz byla vytvofena na
kolektoru podzemnich vod, do néhoz vtékaji podzemni vody z Krusnych hor. Neustalé
podmaceni pidy zpisobené kolektorem podzemnich vod bylo nejspiSe divodem pro sesuv
zeminy, ke kterému doslo v roce 1977. Voda z vysypky odtéka do Ostrovského potoka, ktery
napdji systém rybnik vzdaleny 1,5 km od vysypky. Kvuli vysoké hladiné podzemnich vod
dochazi k vyplavovani jak pevnych Castic, tak rozpusténych chlorovanych ¢astic a dochazi
k mozné kontaminaci okoli. Dnes je omezen Unik toxickych latek a nadale probihaji prace na
dekontaminaci lokality. OvSem ulozené chemikalie jsou v mase vysypky stale pritomny. Tyto
snahy o dekontaminaci ztézuje fakt, Ze piesna poloha uloZeni chlorovanych latek ve vysypce
neni zndma. [28, 30, 36]

U paty vysypky dochazi k vytoku drenaznich vod. Vytok se sklada z vod spodnich pramentl,
vod prosakujicich z vysypky a vody z povrchu vysypky. Byla zjisténa pritomnost HCH izomer
v tomto vytoku. Byl pozorovan rozdil v namétenych koncentracich chlorovanych organickych
latek béhem roc¢nich obdobi, v letnich mésicich byly naméfeny maximalni hodnoty, kdezto

v zimnich mésicich byly namétfeny hodnoty nejnizs$i. Mimo téchto chlorovanych organickych

latek obsahuje voda z drenaZe znaéné mnoZstvi rozpuiténého Zeleza (20 mgel) a manganu

(5 mgel™). [30]

olde lepkava
50°17'31.489"N, 12°53'36.270"E
50.2920803N, 12.8934083E

biza bélokora
50°17'30.552"N, 12°53'35_420"E
50.2918200N, 12.8931722E

Obriazek 10 Poloha olSe lepkavé a brizy bélokoré v lomu Hajek [34]
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3.2 Zkoumang¢ dieviny

Jako vzorky k praktické casti této bakalarské prace byly pouzity vyfezy ze dvou stromt, a to
brizy bélokoré a olse lepkavé. Tato kapitola se vénuje struénému popisu téchto dievin, jejich

morfologii a vyskytu.

3.2.1 Bfiiza bélokora

Btiza bélokora (latinskym ndzvem Betula pendula) je
sttedn€ vysoky strom spadajici do celedi bfizovitych
(Betulaceae). Dosahuje vysky az 30 metrdi, kmen muze
nabyvat priméru pies 75 centimetri. Bfiza bélokora je
povazovana za kratkoveékou dievinu a bézné se doziva
priblizné 90 az 100 let (vzacné se muze dozit az
150 let). Bfiza bélokorda ma obvykle fidkou korunu,
malé zubaté listy a charakteristicky zabarvenou ktru do

bilé az Sedivé barvy. [37, 38]

Bftiza bélokora je silné svétlomilna dievina, je schopna

rustu i na nehostinné piidé (malo vlahy) a jeji plody jsou

Obrazek 11 Briza bélokora [37]

velice efektivné prenaSeny vétrem. Lze je tedy casto
nalézt i na extrémnich lokalitach, kde jim nehrozi konkurence od ostatnich dievin. Nejlépe vSak
roste na pomérn¢ urodnych piadach a ptidach kyselého charakteru. Dokaze se ovSem pfizpisobit
riznym nepfiznivym podminkdm jako je napi. pisCité podlozi. Rozsahle se vyskytuje
v eurasijské zoné€, lze ji nalézt i na hranici polarniho kruhu. Na jihu Evropy zasahuje az
k Pyrenejim. Nejvétsi pfevahu maji bfizy predevsim v severnich oblastech Evropy. V Ceské

republice ji 1ze nalézt napfic¢ celym uzemim. [37, 38]
3.2.2 Olse lepkava

Olse lepkava (latinsky Alnus glutinosa) je rychle rostouci dievina, spadajici do celedi
btizovitych (Betulaceae). Dosahuje vysky az 35 metrQ, a primér kmenu mtize dosahovat i vice
nez 1 metr. Je také povazovana za kratkovekou dievinu, obecné se dozivajici v rozmezi od 60
do 200 let. Koruna olse lepkavé je obvykle kuzelovitého tvaru s rovnomérné rozmisténymi
vétvemi. Kira je v mladém véku dieviny hladka a hnédé barvy, ovsem s vékem se stava tmavsi,
hrubsi na dotek, s obCasnymi prasklinami. Olse lepkava disponuje lepkavymi pupeny, odtud

dostala své jméno ,,lepkava“ (glutinosa). [39, 40]
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Olse lepkava je dosti svétlomilna dievina, ovSem je
schopna obstat v Sirokém spektru teplot, vcelku dobie
snasi mrazy. VyZzaduje vysokou vlahu piidy, mizeme ji
nalézt i na lokalitach s hladinou ptidni vody konstantné
na pudnim povrchu. Mize rist na riznych typech pud,
vcetné chudych pud a piscich a stérku, pokud je vlhkost
pudy dostate¢na. Vlhkost vzduchu musi byt vysoka po
celou dobu ristu olSe lepkavé, Spatné snasi také
nekonzistenci ve vlhkosti pidy. OlSe lepkava je schopna
piezit zaplavy Iépe nez vétSina ostatnich lesnich dievin.
Oproti biize bélokoré ji vadi kyselé pidy. Olse lepkava

je povaZovana za uziteénou dievinu diky jeji schopnosti

vazat atomy dusiku na uzliny kofent, které jsou
symbiotické s bakterii Frankia Alni, ¢imz zlepSuje Obrizek 12 OlSe lepkava [40]

celkovou kvalitu ptdy. [39, 40]

Olse lepkava preferuje biehy tek, potokdl, tini, rybniki, jezer a podmacené ptdy, jako naptiklad
mocaly. Miizeme ji zde spatfit vedle topoll a vrb. Vyskytuje se i ve vyssich polohach, pokud je
puda dostatecn¢ vlhka, jako brehy pomalu tekoucich vod. Olse lepkava se vyskytuje na vétsine
uzemi Evropy, od Skandinavie aZ po Stfedomofi. Je povazovana za Eurosibifskou dfevinu.
V Ceské republice miizeme olsi lepkavou spatfit sporadicky od niZin do niz§ich hor. Avsak
antropogennim vlivem na lesni plochy v Ceské republice doslo b&hem poslednich desetileti
k rychlému snizeni populace olse lepkavé, jelikoZz pudy, na kterych olSe lepkavé rostly, byly

odvodnény a zacaly byt pouzivané jako zemedélské piidy a pastviny. [39, 40]

3.2.3 Rist dievin a letokruhy
3.2.3.1 Tvorba letokruhu

Pti rdstu dieviny dievo pribyva sekundarnim tloustnutim téla rostliny vytvarejicim letokruh.
Toto tloustnuti je uskute¢néno pomoci délivého pletiva kambia, to je skupina bunék, které si
dokazou zachovat délivou funkci. Touto ¢innosti kambia se vytvaii xylém (stied bunky) a floém
(vn¢ buiiky), coZ jsou pletiva v rostliné, které maji vodivou funkci. Sekundarni tloustnuti
zptisobené kambiem probihd pouze béhem urcité casti roku, kdy jsou pro tento rist vhodné
podminky. Délka této &asti roku je uréena podle lokality dieviny a rok od roku. V Ceské
republice je toto obdobi obecné¢ dlouhé 4 mésice, a to od kvétna do srpna, stim Ze

nejintenzivnéj$i aktivita kambia je v Cervnu. U jehlicnand je viditelny rozdil mezi jarnim
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aletnim dfevem, ovSem u vétSiny listnatych dfevin je letni a zimni dfevo méné

rozeznatelné. [41]

3.2.3.2  Letokruhovd analyza

Jak jiz bylo zminéno vyse, béhem ristového obdobi se kmen stromu rozsifuje, vytvaii se nova
vrstva dieva, které fikame letokruh. Mlada dievina roste mnohem rychleji nez dospéla dievina.
Letokruhy jsou Siroké béhem brzkého rustu dieviny (ve stiedu kmene), ale v pribéhu dospivani

se postupné¢ stavaji ten¢imi. Stara dievina vytvari velice uzké letokruhy. [42]

Sitka a tvar letokruhi oviem nejsou uréeny pouze stafim dieviny, ale i dalsimi faktory.
Naptiklad vhodna teplota podporuje vznik a rtst dfeviny a tim padem vznikaji Sirsi letokruhy.
Dalsimi faktory mize byt vlhkost, mnozstvi slunec¢niho svétla, naklonéni stromu, intenzita vétru
a podobné. Naptiklad, letokruhy dfeviny, ktera byla vystavena silnému vétru, nebudou
symetrické, ale znacné tlust$i na jedné poloviné kmenu a Gzké na druhé poloviné. Pfirodni
katastrofy, jako lesni pozary, mohou byt v letokruzich také ,,zaznamenany®, a to jizvou,
zpusobenou piimym poskozenim, nebo velice tenkym letokruhem. Pokud je dfevina na svahu,

¢i naklonéna, vytvari si tzv. reakéni dievo, které umoznuje dfeviné narovnani. [42]

Diky letokruhtim a jejich rozdilné $ifce a tvaru, mizeme identifikovat klima v rdznych letech
rustu dieviny, jelikoz prave Sifka a tvar letokruhti jsou ovlivnény klimatickymi a jinymi faktory

napfi¢ rokem. [42]

3.3 Phytoscreening

Phytoscreening je metoda rozmahajici se v poslednich desetiletich. Phytoscreening vyuziva
vzorkti odebranych z dfevin jako indikatord kontaminace Zivotniho prostfedi v okoli stromu,
zejména pudy a vody. Metoda phytoscreeningu vyuziva jevu zvaného evapotranspirace, pri
kterém dfevina piijima potencialné kontaminovanou vodu. Pfi evapotranspiraci pfijima strom
nejen vodu, ale 1 latky vni obsazené, které jsou nasledné transportovany naskrz

dievinou. [43, 44]

Ve studiich vyuzivajici phytoscreening byla prokadzana uspé$na detekce kontaminace
podzemnich vod chlorovanymi uhlovodiky, konkrétné¢ chlorovanymi etheny [45]. Jednim
z faktord ovlivilyjici koncentrace kontaminantti ve dfevinach jsou srazky, které zptsobi ziedéni
kontaminované vody. Studie vyuzivajici k phytoscreeningu olSi lepkavou dokéazala pfitomnost
chlorovanych uhlovodikli v dfeviné (v€etné vinylchloridu). Tato studie také shledala pfirodni
jevy, jako je teplota, relativni vlhkost, doba slunec¢niho svitu a srazky jako zasadni faktor pro

mnozstvi koncentrace chlorovanych uhlovodiki ve zkoumané dieving. [43]
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3.4 Ptiprava vzorku

Priprava vzorkli biomasy pro tuto bakalaiskou praci byla provedena za pomoci dvou
extrakénich metod. Jednou z téchto technik je metoda extrakce organickymi rozpoustédly. Pri
experimentalni ¢asti dochazelo k extrakci pevné matrice, ktera obsahovala z vice nez 50 %

vodu, proto je zde pro zjednoduseni popsana metoda extrakce kapaliny kapalinou (LLE).

LLE neboli Liquid-liquid extraction, Cesky extrakce kapaliny kapalinou), také nazyvana
»solvent extraction®. Druhou pouZzitou metodou pro piipravu vzorku byla SPME (neboli Solid

phase Microextraction), ¢esky mikroextrakce tuhou fazi.

34.1 Metoda LLE

Metoda LLE je jednou z nejstarSich a nejvice pouzivanych extrakénich metod pro piipravu
vzorku. Tato technika je postavena na faktu, Ze slouCenina se distribuuje mezi dvé nemisitelné
kapalné faze. Rovnovaha je urCena fyzikadlnimi a chemickymi vlastnostmi dvou danych

kapalnych fazi. [46, 47]
3.4.1.1  Princip LLE

Princip metody LLE spociva v piesunu analytu z vodniho prostfedi do prostfedi rozpoustédla,
aby mohlo dojit k nasledné analyze plynovou chromatografii ¢i jinou analytickou metodou.
V typické LLE procedufe se vodni prostiedi smicha s nepolarnim nemisitelnym rozpoustédlem,
kterym muZze byt napiiklad chloroform, toluen, hexan a dal$i. Analyty musi byt rozpustné
v daném rozpoustédle. Po smichani rozpoustédla a vodniho prostfedi se musi dikladné tfepat
s nadobou, ve které doslo ke smichani, jelikoZ protfepavani pomaha k vzajemnému promichani
téchto dvou fazi. Po dokonceni tiepani se vytvori ¢astice pfipominajici kapicky, ty se vytvari,
jelikoz jsou tyto dvé faze nemisitelné. Schéma tohoto procesu je ukazano na obrazku 13. Béhem
ttepani se miize vytvorit emulze, tu 1ze ovSem odstranit, napi. pouzitim centrifugy. Faze (pokud
ma mensi hustotu nez voda), ve které je konkrétni chtény analyt rozpustén, se odebere,
napiiklad pipetou, do jiné nadoby. K odebrani vétSiny analytu miize byt zapotfebi vice

opakovanych extrakci. [46, 47]
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Fazes Druha faze

analytem

Trepani
Pridani druhé
faze

Obrazek 13 Princip LLE [48]

Uspéch LLE metody pievazné zavisi na spravném vybrani rozpoustédel, na pouziti aditiv
(naptiklad latky pouzité na tpravu pH, které mohou siln€ ovlivnit schopnost rozpousténi ve
vode) a na vlastnostech extrahovanych latek a necistot. V ptipadé, ze latky, které do procesu
zasahuji, jsou podobného charakteru jako analyty, nemusi byt LLE metoda extrakce téchto
analytd vhodnym zpisobem extrakce. Klasicka LLE procedura vyzaduje veétsi mnozstvi vzorku,
minimalné 10 az 100 ml, v n¢kterych analytickych oblastech i zna¢né vice (napft. pro analytiku
pesticidnich latek). Dal$Sim problémem je cCasovd a pracovni narocnost této metody
a komplikace s automatizovanim procesu. Také financni naklady velkého mnozstvi
rozpoustédel (které mohou byt i toxické) mohou byt dal$im negativem. Naopak pozitivem LLE
metody je moznost zpracovani velkého mnozstvi vzorkl, metoda tedy disponuje velmi dobrou

robustnosti a opakovatelnosti. [46, 47, 49]

34.2 Metoda SPME

Metoda SPME je ucinnou sorpcni/desorpéni technikou, ktera eliminuje potfebu pouziti
organickych rozpoustédel a komplikované aparatury. SPME techniku lze pouzit v kombinaci

jak s plynovou chromatografii, tak i s kapalinou chromatografii. [49]

V porovnani s ostatnimi béznymi extrakénimi technikami ma SPME metoda mnohé vyhody.
Napriklad extrakce pesticidnich latek metodou LLE, ktera muze trvat i nékolik hodin. Oproti
tomu metoda SPME je mnohem rychlejsi, efektivnéjsi a méné naro¢na co se tyce prace s jednim
vzorkem. Také vyzaduje velmi malé mnozstvi vzorku a neni zapotiebi organické rozpoustedlo.
Dalsi vyhodou metody SPME je moznost jeji automatizace, ktera cely proces ptipravy vzorku

znacn¢ zrychluje. [49, 50]
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Metoda SPME rovnéz integruje vzorkovani, extrakci a zakoncentrovani do jednoho kroku bez
potieby rozpoustédla. Na nasledujicim obrazku 14 je zobrazeno schéma SPME vlakna pro

manualni pouziti. [49, 50]

}— Pist

| |

' —— Stojan
| ||| _—~ Bezpecnostni Sroub pistu

\ﬂ_ L—— 2" §térhina

Otvor pro barevny kéd viakna
ML~ '

e

Nastaveni jehly
~ Napinacf pruZina , A

~ Tésnici septum | /,/' II
' /

Jehlana propl’chnutl’septa/ /-"
Tuba na upevnéni vlidkna

KFemenné vldkno-

Obrazek 14 Schéma SPME vlikna pro manualni pouZiti [47]

3.4.2.1  Princip SPME

Existuje nékolik zafizeni pro metodu SPME

(viz obrazek 15), a to vlakno, kapilara, B8 —Extrakéni fize .
|
michadlo, suspendované cCastice, sténa nadoby II l
—
a membrana (disk). Dalsi typy zafizeni se |

!apllara Stény nadoby

nadale wvyviji a testuyji. Momentalné
nejpouzivangj§i typem aparatu je SPME Castice
vlakno. Toto vlakno je jednoduché zatizeni

pfipominajici  injekéni  stiikacku.  Jeden

Disk/membréna

centimetr dlouhy sorbent, ktery je pokryty
polymerem, je piidélan kpistu znerezu Obrizek 15 Zafizeni SPME [51]
anainstalovan v drzéku. Toto vlakno ma

chemicky modifikovany povrch, ktery funguje v pribéhu SPME jako stacionarni faze. Pist
posouva vlakno do duté kapilary a zpét. Tato bakalaiska prace pojednava predevsim o praci

se SPME vlaknem. [49, 50]
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Zakladni princip metody SPME je zaloZen na rozdélovani molekul analytu mezi vzorkem
a sorbentem na SPME zafizeni. Toto rozdélovani ¢astic mize byt provedeno tiemi zplsoby.
Vlakno mtze byt vystaveno param nad smési (vzorkujeme tedy plynnou fazi), tato metoda je
nazyvana HS-SPME (headspace SPME). Druhym zplsobem je pifimy kontakt vlakna
s analyzovanym vzorkem, vldkno se do smési ponoii (vzorkujeme kapalnou fazi). Tento zptisob
nazyvame DI-SPME (direct immersion SPME, Cesky ptimé ponofeni). Tyto dvé metody jsou
ukazany na obrazcich 16 a 17. Tietim zpisobem je M-SPME (membrane SPME, cCesky
membranové SPME), tato metoda vyuziva polyetylen glykolu (PEG) a polydimethylsiloxanu
(PDMS) jako membranového materialu, kde PEG se chova jako pseudo-kapalina pii extrakcni

fazi metody. [52]

Pouziti zafizeni zacina natazenim vlakna do duté jehly, ktera se propusti do vzorkovnice. Poté
dochazi k sorpci organického analytu na vlakno. Kdyz je dosazeno extrakéniho Casu, vlakno se
natdhne do jehly a jehla je vyndana ze vzorkovnice. Nakonec je SPME vldkno zavedeno do
injektoru plynového chromatografu, kde dojde k termalni desorpci analytti ze sorbentu. Tento

cely proces muze byt automatizovan za pomoci autosampleru. [49, 50, 53]

SPME
drak

SPME
drzak FT

. I
?clu-amm I ochrann: E
jehla jehla
vzorek vzorek
plotynka plotynka .
Proniknuti  Expozice  Vtihnuti Pronikmuti  Expozice  Vitahnuti
septem vlakna vlakna/prremisténi septem vlakna vlakna/pi'emisténi

Obrazek 16 Postup pii HS-SPME [54]
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3.4.2.2  Optimalizace metody SPME

Pti pouziti metody SPME neni zapotiebi dosazeni rovnovahy. Co je pro metodu SPME klicove,
je presna délka doby vzorkovani (extrakce), hloubka ponoteni vlakna a v neposledni fadé
teplota vzorku. Dal$imi faktory, které ovliviuji pribéh SPME, jsou polarita, tloustka
a porovitost vlakna (sorbentu), pH vzorku a michani vzorku. Nepolarni analyty jsou efektivnéji
extrahovany nepoldrnimi sorbenty, napt. polydimethylsiloxanem (PDMS). Naopak na polarnéjsi
latky je vhodnéjsi pouzit SPME vlakno s kombinovanym sorbentem (napf. PDMS/DVB —
polydimethylsiloxan/divinylbenzen). Porovitost sorbentu mize byt dalsim dulezitym faktorem,
obzvlasté pii extrakci malych tékavych molekul. Existuji SPME vlakna obsahujici ¢astice zvané
Carbonex, které obsahuji malé pory a pouzivaji se spolu s PDMS. Tlustsi sorbent je schopen
extrakce véts§iho mnozstvi analytu nezZ SPME vlakno s ten¢im sorbentem. Oproti tomu vyhody
tenkého pokryti vlakna spocivaji v rychlejsi difuzi. Ptidavek soli do vzorku mutize vysoce zvysit
efektivitu extrakce u nékterych analytd, tento efekt je vice patrny u latek, které maji nizsi tenzi
par. Michani vzorku také zlepSuje extrakci a snizuje dobu jejiho trvani. Michani vzorkd je
obzvlast¢ ucinné pro latky svyS§i molekulovou hmotnosti a vysokymi diftiznimi

koeficienty. [49]
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V nasledujici tabulce 5 je uveden piehled béznych komerénich SPME vlaken.

Tabulka 5 Druhy SPME vliken [49]

Polydimethylsiloxan (PDMS)

Tloustka Vhodné pro

100um Tekavé latky
30pum Nepolarni ¢aste¢né tékavé latky
7um Stfedné polarni/nepolarni ¢astecné té€kavé latky

Polydimethylsiloxan/Divinylbenzen (PDMS/DVB)

Tloustka Vhodné pro

65um Polarni t€kavé latky

60pm Obecné pouziti (pouze pro HPLC)

Polydimethylsiloxan/Carboxen (PDMS/Carboxen)

Tloustka Vhodné pro

75um Stopové mnozstvi tékavych latek

Carbowax/Divinylbenzen (CW/DVB)

Tloustka Vhodné pro

65um Polarni latky

Carbowax/Templated Resin (CW/TPR)

Tloustka Vhodné pro

50pum Povrchové aktivni latky (pouze HPLC)
Polyakrylat (PA)

Tloustka Vhodné pro

85um Polarni Caste¢né tékavé latky
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3.5 Chromatografie

Chromatografie jsou fyzikalné-chemické separacni metody, které slouzi k rozdéleni slozek
smési mezi dvé faze — stacionarni a mobilni. Tyto dvé faze maji riznou nékterou fyzikalné-
chemickou vlastnost. Chromatografie umoziuje separaci, identifikaci, purifikaci a naslednou
kvalitativni 1 kvantitativni analyzu organickych slouc¢enin. Nutnou podminkou pro analyzu je
tékavost slouCeniny nebo musi tato sloufenina byt rozpustna v daném vyhovujicim
rozpoustédle. Moznost automatizace ¢ini chromatografii velice efektivni technikou. Stacionarni
fazi chapeme jako fazi pevného skupenstvi nebo vrstvu kapaliny adsorbovanou na latku
pevného skupenstvi. Mobilni fazi chapeme jako fazi sloZenou zkapalného nebo plynného
komponentu. Dle typu mobilni faze se urCuje typ chromatografie, a to plynova, kapalna a fluidni

chromatografie. [55, 56, 57]

Obecné mliizeme chromatografické metody rozdélovat takto:
Podle fyzikaln¢ chemického principu separace

=  Adsorp¢ni chromatografie.

»= Rozd¢lovaci chromatografie.

» Jontové vyménna chromatografie.

» Gelova permeacéni chromatografie.

*  Afinitni chromatografie.
Podle skupenstvi mobilni faze

= Kapalinova chromatografie (liquid chromatography, LC).

= Plynova chromatografie (gas chromatogramy, GC).
Zakladni chromatografické terminy

» Analyt — latka, ktera ma byt chromatograficky separovana.

* Eluent — také znamy pod terminem ,,mobilni faze“, je to faze pouzivana pro separaci
analytu.

Tato prace je zaméfena na vyuziti pravé plynové chromatografie ve spojeni s hmotnostnim

spektrometrem (GC/MSMS). [56, 57]

3.5.1 Plynova chromatografie

Poprvé byla plynova chromatografie pouzita pro separaci mastnych kyselin v roce 1952 védci
jménem James a Martin. Po tomto uspéchu se technika plynové chromatografie rychle
rozvinula. Stala se prvnim analytickym néstrojem, ktery byl ovladan pocitaCem. V dne$ni dob¢

je plynova chromatografie velice rozsifenou analytickou metodou.
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3.5.1.1  Princip plynove chromatografie

Jedné se o separacni analytickou metodu spocivajici pfedev§im na rozdilnych teplotach varu
nebo tlaku par a polarit¢ latek. Plynova chromatografie pouziva stacionarni kapalnou fazi
a inertni plynnou fazi a je schopna separace i velmi komplexnich sloucenin. Pfestoze se piistroje
pouzivané v plynové chromatografii stale rozvijeji a zlepsSuji, zakladni princip plynové
chromatografie zlistavd neménny. Plynovy chromatograf je sloZzeny znékolika zakladnich
komponentl: injektoru, kolony, pece, detektoru a zaznamového zafizeni (obvykle

pocitac). [58, 59]

Pti plynové chromatografii je nejdiive analyzovany vzorek zaveden do injektoru, kde dojde
k jeho zplynéni (v ptipadé kapalného nasttiku). Nosny plyn je souc¢asné mobilni fazi, ktera unasi
vzorek zinjektoru do chromatografické kolony, kde dochazi k separaci. Kolona se nachazi
v peci, kde dochazi k chromatografické separaci analyti na zaklad€ jejich interakce se
stacionarni fazi. Za kolonou se nachazi detektor, ktery vytvaii elektricky signal proporcionalni

vzhledem k mnoZstvi eluovanych molekul analytu. [58, 59]

Injektor neboli nastiikovy port je misto, na kterém dochazi k zavedeni vzorku do analytického
systému. Injekce muize byt provedena ruéné ¢i automaticky specializovanou injekéni stiikackou.
Vzorek mize byt zaveden do nastiiku v kapalné ¢i plynné fazi, nebo pomoci SPME vlakna.
Nosny plyn by mél byt inertni vzhledem k stacionarni fazi. Dusik, helium a vodik jsou nejcastéji

pouzivané nosné plyny, které musi mit i vysokou ¢istotu (99,999%). [60, 61]

V plynové chromatografii se nejcastéji pouzivaji kapilarni kolony, které jsou vyrobené bud’to ze
skla nebo z kiemiku. Na vnitini stran¢ téchto kolon je nanesena stacionarni faze. Pec plynového
chromatografu slouzi jako termostat, ktery kontroluje teplotu kolony béhem procesu separace.
Mezi nejbéznéji pouzivané detektory s plynovym chromatografem patii plamenovy ionizacni
detektor (FID) a hmotnostni spektrometr (MS). Detektor se nachazi na konci vyutsténi
chromatografické kolony a poskytuje kvantitativni a kvalitativni informaci o méfenych

analytech, které se eluuji spolu s nosnym plynem. [61, 62]

3.6 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry, MS) je Siroce rozsifena analyticka metoda, jejiz
schopnosti je podat informace o molekulové hmotnosti a chemické struktute organickych latek.
Prvni zminka [63] o pfistroji vyuZzivajici tento fenomén se objevila v roce 1912. Od t¢é doby byla
tato technika znacné vylepSena a stala se dilezitou soucasti fyzikalnich, chemickych

a forenznich laboratofi.
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Hmotnostni spektrometrie je zaloZena na ionizaci a fragmentaci molekul vzorku v plynné fazi.
Technika hmotnostniho spektrometru vyuziva faktu, ze molekuly se fragmentuji unikatnim
zptisobem. Hmotnostni spektrometr je nejcastéji vyuzivan ve spojeni s plynovou a kapalnou
chromatografii. Chromatografie slouzi k separaci vzorku a hmotnostni spektrometr slouzi
k ionizaci, separaci iontdl a jejich detekci. Spojeni téchto dvou technologii umoziuje ziskani
dvou relevantnich dat, retencniho ¢asu a informaci o hmotnostnim spektru. Tato data se pak

vyuzivaji ke srovnani s referen¢nimi standarty. [63, 64, 65]

Hmotnostni spektrometr je analytické zafizeni slouzici k zméfeni a zaznamenani hmotnosti
a naboje iontd. Tvofi ho tii zakladni ¢asti, kterymi jsou iontovy zdroj, hmotnostni analyzator
a detektor (viz obrazek 18). Mimo tyto tii zakladni ¢asti miizeme v hmotnostnim spektrometru
najit vakuovy systém, iontovou optiku (jeji funkce spocivd vurychlovani a fokusaci

iontti). [66, 67]

3.6.1.1  lIontovy zdroj

' . : Xz : k| Jontovyl : | Hmotn.
Iontov zdro e soudst hmotnostniho YZOréX| fontovyl: -
Y ) ] zdroj | : |analyzator Deteklon
spektrometru, jehoz funkcei je pfevedeni neutralnich
(vakuum): vakuum

molekul analyzované latky na ionty (nabité
Castice). Tomuto procesu fikame ionizace. Obrézek 18 Hmotnostni spektrometr [66]
Ioniza¢ni techniky lze rozdé¢lit na tzv.,mékké

a,tvrdé”“. Mekka technika (napf.chemicka ionizace) spocéiva v deprotonizaci molekuly
a minimu fragmentovanych ionti, oproti tvrdé ioniza¢ni technice (napf. elektronova ionizace)

molekula nabyva mensiho mnozstvi energie. [66, 67]

3.6.1.2  Hmotnostni analyzator

V této Casti hmotnostniho spektrometru dochazi k rozdélovani iontd, které jsou v plynné fazi, za
pfitomnosti vakua. Analyzator ziskavd informace o hmotnosti a naboji (m/z) téchto iontl
arozdéluje je dle poméru téchto dvou hodnot. Tyto hmotnostni analyzatory miizeme rozd¢lit dle
zptisobu déleni iont. Skenujici analyzatory (napf. kvadrupolovy analyzator) propoustéji pouze
ionty s uritym m/z. Dal§im typem hmotnostnich analyzatorti jsou iontové pasti (iontova past,
orbitrap), které zadrzuji ionty za pomoci napéti elektrod a poté je analyzuji. Pruletové
hmotnostni analyzatory sleduji ¢as, ktery ionty potfebuji k dosazeni urcité vzdalenosti. Pro tuto
bakalafskou praci byl pouzit takzvany trojity kvadrupdlovy analyzator (QqQ), ktery je typicky

pouzivan pro kvantitativni analyzu. [66, 67]
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3.6.1.3 Detektor

Posledni dulezitou soucasti je detektor, ktery zaznamendva rozdélené ionty. Vysila signal
adekvatni k poctu dopadajicich iontt. Detektory rozdélujeme na dva typy, a to na ,,detektory pro

piimé mefeni a ,,nasobi¢ové detektory®. [67]
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4 Prakticka Cast

V této casti je uveden soupis pouzitych chemikalii a ptistroju, které byly v pribéhu praktické
Casti pouzity. Nasledné je zde sepsdna metodika ptipravy vzorkovnic a biomasy, dale je
pfiblizen postup odebirani vzorkli zdan¢ho stromu. V dalsi kapitole jsou jiz ukazana
zpracovana data obou stromti formou grafii. Nejdiive tyto grafy ukazuji zavislost mezi
koncentracemi sumy HCH na gram su$iny v jednotlivych kvadrantech na letokruzich, dale jsou
grafy zaméfeny na pfitomnost jednotlivych izomerd HCH v biomasach. Nasleduje shrnuti
vysledki obou stromil, kde jsou u kazdé dfeviny porovnany prumérné koncentrace HCH napfic¢
letokruhy, kvadranty a metodami. Posledni kapitolou je diskuze, ve které dochazi k porovnani
vysledkii obou dfevin. Porovnany jsou koncentrace v letokruzich a kvadrantech. V kapitole

4.4.1.5 a4.4.2.5 jsou popsany rozdily v pritomnosti izomerd HCH.
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4.1

Pouzité Chemikalie

Aceton (zakoupené od firmy Penta).

Hexan (zakoupené od firmy Penta).

Standard HCH — Mix 5 (100 pg-ml” v acetonu, Neochema).

Interni standard y-HCH D6 (100 pg-ml” v cyklohexanu, Dr. Ehrenstorfer).
100 um PDMS SPME vlakno bylo zakoupeno od firmy Supelco.

Ethanol (zakoupeno od Penta).
Pouzité Piistroje

Dvourychlostni Aku vrtacka Bosch ASV 18-2A.
Elektricka vrtacka Black&Decker.

Analytické vahy Kern ABJ-NM/ABS-N.

Pipety Eppendorf.

Tiepacka Plunotech.
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4.3 Metodika

Vzorky byly odebrany ze dvou druhi vypreparovanych ¢asti kmend stromi, tvarem
pripominajici kolac. Konkrétné se jednalo o stromy bfiza bélokora a olSe lepkava. Postup
odbéru vzorkit byl u obou dievin obdobny. Nejprve byly spocitany jednotlivé letokruhy,
v ptipadé btizy bélokoré bylo stanoveno 40 letokruhti a v pfipadé olse lepkavé bylo napocitano
60 letokruhti. Dale byly oba kolace rozdéleny na ptiblizné Ctyii stejné velké kvadranty, a to
SZ (severozapadni), SV (severovychodni), JZ (jihozapadni) a JV (jihovychodni). Kvadranty
jsou oznacené podle svétovych stran, ke kterym sméfovaly pied pokacenim stromu. Odbér
vsech vzorkl dfevni biomasy byl proveden formou navrtti. V kazdém kvadrantu byly provedeny
Ctyfi navrty ve dvanacti fadach (viz obrazky 19 a 20). V poslednim kvadrantu bylo navic
odebrano dalSich 12 vzork (v kazdé tadé jeden navrt navic). Tyto dodatecné vzorky byly
odebrany za ucelem stanoveni suSiny. Celkové bylo tedy odebrano 204 navrti na kazdy
testovany strom. Navrty byly provedeny vrtackou, vyvrtana dievina byla 1zickou odebrana
a presunuta do predem zvazenych vzorkovnic. Po té€chto navrtech byly vzorkovnice znovu
zvazeny. Hmotnost vSech odebranych vzorkli biomasy se pohybovala v rozmezi od 0,8 g do
1,8 g. Po kazdém navrtu a odbéru biomasy byly 1zicka i vrtak ocistény od ptipadné kontaminace

ethanolem.

Obrazek 19 Zpracovani brizy bélokoré
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Obrazek 20 Zpracovani olSe lepkavé

Celkové bylo tedy odebrano 408 vzorkt z obou stromti dohromady. Na stanoveni suSiny bylo
odebrano celkem 24 vzorki, z kazdého stromu 12. Na metodu SPME bylo odebrano 192 vzorku
z obou dievin (96 z jedné), stejn¢ tomu tak bylo u metody LLE.

Obrazek 21 Kaceni stromi na lokalité Hajek v iinoru 2018
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Ptiprava vzorkli biomasy na analyzy se liSila podle zvolené metody — extrakce rozpoustédlem
a SPME metoda. Pro extrakci biomasy rozpoustédlem byla pfipravena smés acetonu a hexanu
v poméru 1:1. Takto pfipravené rozpoustédlo bylo ptidavano o objemu 10 ml (v pfipade olse
lepkavé) a 15 ml do vialek (v pripadé biizy bélokoré). Uzaviené vialky s piidanym
rozpoustédlem byly intenzivné michany na tfepacce po dobu 24 hodin. Poté byl do vzorkovnic
pfidan vyzihany siran sodny, a to z divodu navazani vody z rozpoustédla. Po pfidani siranu se
vzorkovnice nechaly 1 hodinu odstat a nasledné byl za pomoci automatické pipety odebran vzdy
1 ml extraktu do vialek o objemu 2 ml, opatienych plastovym vickem a PTFE septem. Pied
samotnou analyzou byl do vSech téchto vialek pfidan interni standart y-HCH Dg. U druhé
pouzité metody SPME pro ptipravu vzorku na analyzy byly vialky o objemu 20 ml, které byly
opatieny magnetickym vickem s PTFE septem. Do téchto vialek se vzorky bylo pfidano 10 ml
vody a interni standart y-HCH Dg. SuSina pro oba stromy byla zjisténa za pomoci vzorkt
z dvanacti vrti. Vzorky byly zvazeny a nechaly se vysu$it v peci. Po ustaleni hmotnosti

(cca 6 hodin) se vzorky znovu zvazily a timto postupem byl zji$tén ubytek vody ve vzorcich.

Ke vSem provedenym analyzam byl pouzit plynovy chromatograf ThermoTrace 1310
s hmotnostnim detektorem Thermo TSQ 8000 s trojitym kvadrupodlem. Tento analyticky systém
byl doplnén autosamplerem PAL RTC. V plynovém chromatografu byla instalovana
chromatograficka kolonou DB-5MS s délkou 30 m, Sitkou 0,25 mm a tloustkou filmu 0,25 pm
(Agilent). Nosny plyn bylo helium s ¢istotou 5.0 (Linde Gas) a s nastavenym prutokem kolonou
Iml/min. Jako kolizni plyn byl pouzit argon s ¢istotou 4.8 (Linde Gas). Teplota transfer line
byla nastavena konstantn¢ na 250 °C a teplota iontového zdroje na 200 °C. Teplotni reZim pece
plynového chromatografu byl nasledujici: po¢ateéni teplota 60 °C byla stabilizovana po dobu
2 minut, poté nasledoval teplotni gradient 8 °C/min na teplotu 100 °C, ktera byla ustalena
4 minuty. Posledni teplotni gradient byl 15 °C/min na konec¢nou teplotu 320 °C, ktera byla
konstantni po dobu 2 minut. Limity stanovitelnosti byly pro izomery HCH 0,02 pgeg..s .
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Tabulka 6 Reten¢ni ¢asy a SRM prechody méienych analyti (HCH) na GC/MSMS

Retenéni Cas Matetsky iont Produktovy iont | Kolizni energie

[min] [m/z] [m/z] [eV]

a-HCH 18,59 181 145 25
B-HCH 19,03 219 145 8
v-HCH 19,05 224 150 20
v-HCH D6 19,11 181 145 25
0-HCH 19,59 181 145 25
e-HCH 19,69 217 181 8
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4.4 Vysledky

V této casti bakalafské prace jsou sepsany ziskané vysledky méteni sledujici pramérné
koncentrace sumy HCH napti¢ kvadranty a letokruhy. Jedna se o vysledky dvou stromt, olse
lepkavé a brizy bélokoré. Tyto vysledky jsou zkoumany napfi¢ Ctyfmi kvadranty
(8Z,SV,JZ, IV). Vzorky byly zpracovany dvéma extrakénimi metodami, SPME a LLE, rozdily
téchto metod jsou pozorovany a porovnany. Celkoveé bylo sledovano 5 izomert HCH, alfa az
epsilon. V kapitolach 4.4.1.5 a 4.4.2.5 jsou popsany rozdily v pfitomnosti pravé téchto péti

izomera HCH.

4.4.1 Vysledky olSe lepkave

V této kapitole jsou uvedeny zpracované vysledky z analyz biomasy olSe lepkavé pro jednotlivé
kvadranty SZ, SV, JZ a JV. Graficky zpracované vysledky jsou zobrazeny na obrazcich
22 az 25, kde na osach X jsou vyneseny letokruhy stromu a na ose Y pak namétené praimérné
koncentrace sumy izomertt HCH (ZHCH) na gram suSiny. Pocitani letokruhti zacalo od
nejmladsiho letokruhu po nejstarsi, tedy od okraje po stied kolace. V ptipad€ olse lepkavé se
tedy jednalo o letokruhy od 1.do 60. Na obrazku 26 je pak zpracovan graf procentualniho

zastoupeni izomert ve vzorcich olSe lepkavé.

4.4.1.1  Kvadrant SZ (olse lepkava)

HCHv ug.gsué-l

0,100,12

1.-3. 4-7.  8-12. 13.-17. 18.-22. 23.-27. 28.-32. 33.-37. 38.-42. 43.-48. 49.-54.  55.-60.
Poradi letokruht NLLE WSPME

Obrazek 22 Kvadrant SZ (olSe lepkava)
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Namétena data z kvadrantu SZ ukazala nejvyssi koncentraci HCH o hodnot¢ 3,31 mikrogramm
na gram susiny (dale pgeg.s") v letokruzich &. 28. az 32. Naopak nejnizsi hodnoty koncentrace
HCH byly zjistény jak v nejmladsi skupin€ letokruht (1. az 3.), tak i v nejstarS$i skupiné
(55.az60.). Ze ziskanych dat je patrny postupny rast koncentraci HCH smérem od kraje do
stiednich letokruhti. Z grafu je zfejmé, Ze maximum je dosazeno v 28. az 32. letech a dale se

postupné snizuje az do 55. az 60. letokruhu.

4.4.1.2  Kvadrant JZ (olSe lepkava)

3,50

3,18

3,00

2,50

2,08-2,072,06

2,00

1,50

1,00

HCH v pgegys"

0,50

0,050:09 (930,04

0,00

1.-3. 4-7.  8.-12. 13..17. 18.-22. 23.-27. 28.-32. 33.-37. 38.-42. 43.-48. 49.-54.  55.-60.
Potadi letokruhu WLLE MSPME

Obrazek 23 Kvadrant JZ (olSe lepkava)

Ze ziskanych dat v kvadrantu JZ byly naméfeny nizké hodnoty ve tfech nejstarSich skupinach
letokruhti (43. az 60) a pak v nejmladsi skuping letokruht (1. az 3.), stim Ze minimum se
vyskytovalo v nejstarsi casti kmene stromu (55. az 60. letokruhy). Maximalni koncentrace HCH
v tomto kvadrantu JZ byly zjistény v 23. az 27. letokruzich. Trend koncentraci je postupné
rostouci do maxima v 23.az27. letokruzich a dale klesajici az do nejstarSich letokruht.
Napadnym jevem tohoto grafu jsou velice nizké hodnoty Ctyf nejstarSich skupin letokruhd,
u kterych jsou pozorovany znac¢né nizsi namétené koncentrace oproti predeslym péti skupinam

letokruhu.
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4.4.1.3  Kvadrant SV (olse lepkava)

4,50

HCHv ug.gsué_l

0,040,06 —0,020,04 - 0,030,020,000,00

28.-32. 33.-37. 38.-42. 43.-48. 49.-54. 55.-60.
HLLE WSPME

1.-3. 4.-7. 8.-12. 13.-17. 18.-22. 23.-27.
Poradi letokruhu

Obrazek 24 Kvadrant SV (olSe lepkava)

Co se tyce kvadrantu SV u olSe lepkavé, nejvyssi naméfena koncentrace byla zjisténa ve
vzorcich z letokruhti 18. az 22. Nejnizsi hodnota byla pozorovana v nejstarsi skupiné letokruht,
kde nebyla zjisténa zadna ptitomnost HCH nad mezi detekce. Velice nizké koncentrace byly
naméieny v letokruzich 38. az 60., tedy ve Ctyfech nejstarSich skupinach letokruhti. Trend grafu
je rostouci od nejmladsich letokruhti (1. az 3.) po letokruhy 18. az 22., odkud hodnoty

koncentraci jiz jen klesaji az do svého minima v Gplném stfedu kmene (letokruhy 55. az 60.).
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4.4.14

Kvadrant JV (olse lepkava)

3,50

HCH v pgeg,!

0,240,22

13.-17.

18.-22.

23.-27. 28.-32.  33.-37.

Poradi letokruhu

38.-42.

0,03%10

43.-48.

0,000,00-0,000,00

49.-54. 55.-60.

HLLE WSPME

Obrazek 25 Kvadrant JV (olSe lepkava)

V kvadrantu JV olie lepkavé byla nejvy$si naméfenou koncentraci hodnota 2,95 pgegs’

v 23. az 27. letokruhu. Byly zjistény dvé skupiny letokruhti s primérnou koncentraci HCH pod

mezi stanovitelnosti, a to v rozmezi 49. az 60. letokruhu. 43. az 48. letokruh také vykazal velice

nizkou koncentraci HCH. Koncentrace HCH postupné naridstaji od nejmladSich letokruhti

(1. az3.) do 23. az 27. letokruhd, po kterych zac¢ne klesat az do nejstarSich letokruhii. Tento

kvadrant se od ptredeslého (SV) lisi v poloze maximalni naméfené prumérné koncentrace HCH.

Letokruhy 33 az 42 nabyvaji znacné vyssich hodnot nez u kvadrantu piedchoziho (SV).
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4.4.1.5  Zastoupeni izomerti HCH v biomase olse lepkavé

U olse lepkavé bylo detekovano vsech pét sledovanych izomertt HCH. Jak je patrné z grafu na
obrazku 26, tak dominantné vyskytujicim se izomerem v analyzovanych vzorcich biomasy olSe
lepkavé byl alfa izomer HCH, ktery dosahl podilu - 57 %. Ostatni zbylé Ctyfi izomery

(B, v, 0 a €) jsou zastoupeny témet rovnomérné (v rozmezi od 9 - 12 %).

B o-HCH W B-HCH Ey-HCH W 6&-HCH He-HCH

Obrazek 26 Procentudlni zastoupeni izomeri HCH ve vzorcich olSe lepkavé

Chovani izomert v kvadrantech nebylo stejné pro vSechny zkoumané izomery. Alfa a gama
izomer HCH se nejvice vyskytoval v kvadrantu JZ, kdeZto nejvyssi koncentrace beta izomeru
HCH byly zjistény v kvadrantu JV. V kvadrantu SZ byly zjistény nejvyssi koncentrace delta

a epsilon izomeru HCH.

4.4.2 Vysledky biizy bélokore

V této kapitole jsou uvedeny zpracované vysledky zanalyz biomasy biizy be&lokoré pro
jednotlivé kvadranty SZ, SV, JZ a JV. Obdobné¢ jako u olse lepkavé, nejprve jsou ukazany
obrazky s vysledky (obr. 27 az 30), kde jsou na ose Y vyneseny pramérné mnozstvi sumy HCH
(XHCH) na gram sus$iny a na ose X letokruhy stromu. Letokruhy jsou stejn¢ jako u piedeslého
stromu pocitany od nejmlad$iho letokruhu po nejstarsi, tedy od okraje az po stfed kolace.
V piipadé brizy belokoré se tedy jednalo o letokruhy od 1. do 40. Na obrazku 31 je pak

zpracovan graf procentualniho zastoupeni izomerti ve vzorcich btizy bélokoré.

49



4.4.2.1  Kvadrant SV (briza bélokora)

HCH vV pgeg!

24.-27. 28.-31. 32.-36. 36.-40.
WLLE MSPME

12.-15. 16.-19 20. -23.

1.-2. 3.-4. 5.-6. 7.-8. 9.-11.
Poradi letokruhu

Obrazek 27 Kvadrant SV (briza bélokora)

Ziskané hodnoty z kvadrantu SV zpracované extrakéni metodou LLE ukazaly nejvyssi hodnotu
koncentrace HCH v letokruzich 32. az 36. Oproti tomu nejniz$i hodnoty koncentrace byly
zjistény v nejmladsich letokruzich 1. az 2., tedy na okraji kmene. Tento trend narusuje jedina

letokruht,

hodnota koncentrace HCH, a to hodnota naméfend v nejstar$i skuping

v 36. Az 40. letokruzich, kde byl zaznamenan mirny pokles.

4.4.2.2  Kvadrant JV (briza bélokora)

-l
y

HCH v pgeg,

16.-19  20.-23. 24.-27. 28.-31. 32.-36. 36.-40.

1.-2. 3.-4. 5.-6. 7.-8. 9.-11. 12.-15.

Poradi letokruhu HLLE WSPME

Obrazek 28 Kvadrant JV (biiza bélokora)

V piipadé kvadrantu JV biizy Bélokoré byla maximalni namétena hodnota koncentrace HCH

v 16. az 19. letokruzich, tedy v prostfednich letokruzich. Oproti tomu minimum bylo zji§téno na
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okraji kmene, tedy v letokruzich 1. az 2., stejné jako tomu bylo v pfedchozim kvadrantu SV.
Hodnoty koncentraci HCH postupné rostou od nejmladsich letokruhti az do jejich maxima
v prostiednich letokruzich, odkud zac¢inaji velmi mirn¢ klesat az po nejstarsi skupinu letokruhi.
Tento kvadrant (JV) se lisi od piedeslého (SV) v poloze maximalnich hodnot, zde byly zjistény
maximalni hodnoty priumérné koncentrace HCH v 16. az 23. letokruzich, kdezto v predchozim

kvadrantu se maximalni hodnoty nachazely ve starSich skupinach letokruhii.

4.4.2.3  Kvadrant SZ (briza bélokora)

HCHv ug.gsué_l

1.-2. 3.-4. 5.-6. 7.-8. 9.-11. 12.-15. 16.- 19 20. -23. 24.-27. 28.-31. 32.-36. 36.-40.
Pofadi letokruht HLLE WSPME

Obrazek 29 Kvadrant SZ (bfiza bélokora)

V kvadrantu SZ btizy bélokoré byla u extrakéni metody LLE nejvyssi naméfena koncentrace
HCH pfritomna v letokruzich 24. az 27. Oproti tomu nejniz§i hodnota byla opét zjisténa na
samotném okraji kmene, tedy v 1. az 2. letokruzich. Hodnoty maji i v tomto kvadrantu SZ od
1. az 2. letokruhu rostouci trend, az po 24. az 27. letokruhy, odkud zacinaji hodnoty mirn¢

klesat az do posledni skupiny nejstarSich letokruhi.
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4.4.2.4  Kvadrant JZ (briza bélokora)

1,80

HCH v pgegs!

1.-2. 3.4 5.-6. 7.8  9.-11. 12.-15. 16.-19 20.-23. 24.-27. 28.-31. 32.-36. 36.-40.
Pofadi letokruha HLLE HSPME

Obrazek 30 Kvadrant JZ (briza bélokora)

Vysledky analyzovanych vzorka z kvadrantu JZ stanovily nejvyssi hodnotu koncentrace HCH.
Tato hodnota se vyskytovala v28. az 31. letokruzich. Jako v pfedeslych kvadrantech
(SZ,SValV) i vtomto kvadrantu JZ byla zjisténa nejnizsi koncentrace HCH v nejmladsi
skupin¢ letokruhti (1.az 2. letokruhy). Hodnoty koncentraci jsou nejniz$i v nejmladsich
skupinach letokruhli, ovSem oproti pfedchozim kvadrantim je zde rostouci trend vice

rozkolisany a neni zde patrny pokles u letokruhti 24. az 40.

4.4.2.5  Zastoupeni izomerii HCH v biomase brizy bélokoré

Z péti sledovanych izomerti byly nad mezi stanovitelnosti zjistény pouze tfi a to konkrétné, beta
izomer, alfa izomer a gama izomer. V pfipad¢ btizy bélokoré byl dominantné vyskytujicim se
izomerem Vv analyzovanych vzorcich beta izomer HCH a to s53% zastoupenim
(viz obrazek 31). Druhym nejvice zastoupenym izomerem ve vzorcich biizy bélokoré byl alfa

izomer s 38% zastoupenim a gama izomer dopliioval poslednich 9 %.
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M o-HCH B B-HCH B y-HCH B &6-HCH B e-HCH

Obrazek 31 Procentualni zastoupeni izomeri HCH ve vzorcich biizy bélokoré

Nejvyssi koncentrace alfa izomeru HCH byla zjisténa v kvadrantu SZ. V kvadrantu SV byly pak
zjistény nejvyssi koncentrace HCH pro zbylé dva izomery gama a beta. Beta a gama izomer se
shodovaly v kvadrantu JZ, kde byla zjisténa jejich nejnizsi koncentrace ze vSech izomert. Alfa

izomeru bylo naméfeno nejméné v kvadrantu JV.

4.4.3 Porovnani vysledki dfevin

V této kapitole jsou porovnany vysledky ze vzorkii obou dfevin, ole lepkavé a biizy bélokoré.
Porovnana je distribuce HCH napfi¢ letokruhy, suma koncentrace HCH v letokruzich
a piitomnost izomerd. Ze ziskanych dat je patrné, ze se vzorky z olSe lepkavé a btizy bélokoré

lisily v distribuci HCH napfi¢ letokruhy.
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Obrazek 32 Primérné koncentrace HCH nap¥i¢ letokruhy u obou stromu
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Tento graf porovnava primérné koncentrace sumy izomerd HCH v letokruzich mezi olsi
lepkavou a biizou b&lokorou. Do tohoto porovnani byly zahrnuty jak vSechny kvadranty (SZ,
SV, JV a JZ), tak obé extrakéni metody pfipravy vzorki (LLE a SPME). JelikoZz podty
letokruhti byly u stromti rozdilné, jsou letokruhy rozdéleny do celkem dvanacti skupin. Skupiny
jsou pocitany od kraje kmene po stfed, tedy od nejmladsich letokruhil po nejstarsi.

Primérné koncentrace HCH u olse lepkavé dosahovaly maximalnich hodnot v 5. az 7. skupin¢
letokruhti, tedy ptredev§im v prostiednich skupinach letokruhd, kdezto primérné koncentrace
u biizy bélokoré dosahovaly nejvyssich hodnot ve star$i poloving letokruht, tedy v 7. az 12.
nachazely v nejmladsi skupiné letokruhti (1. skupina) a také v nejstarsi skupin€ letokruhti (12.
skupina). Vzorky zbfizy bélokoré mély v kazdém kvadrantu i metod¢ nejniz$i primernou
koncentraci v nejmladsi skupiné letokruhti (1. skupina). Na rozdil od olSe lepkavé, vzorky
z nejstarSich letokruhlt u biizy bélokoré obsahovaly obecné jedny znejvysSich prumérnych

koncentraci sumy HCH.

Dalsi jev, ktery mizeme pozorovat v grafech na obrazcich 22 az 25 a 27 az 30, jsou vyssi
maximalni koncentrace sumy HCH u olSe lepkavé oproti bfize bélokoré. Napiiklad nejvyssi
koncentrace sumy HCH napii¢ letokruhy byla u vzorkll biizy bélokoré 2,37 pgeges’
(viz obrazek 27) a 3,96 pgeg.s' u olSe lepkavé (viz obrazek 24). Z grafu na obrazku &. 32
mizeme pozorovat, ze vysledky olSe lepkavé ukazaly vys§i primeémé koncentrace
v 5.az 7. skupiné letokruhii a znacné nizsi v ostatnich letokruzich. Oproti tomu ziskana data
ukazuji, Ze ubrizy béclokoré byla suma HCH vjejich letokruzich vice rovnomémne

distribuovana.

Tento jev mize byt zpusoben vékem stromu a také jadrovym dievem. Na obrazku 19 mizeme
pozorovat svétlej$i a tmavsi dievo. Tato tmavsi ¢ast kmene mohla byt jadrové dievo, Cast
kmene, ktera se vyviji s vékem stromu a ztraci vodivou funkci. Odpovidaly by tomu nizké
naméfené koncentrace v letokruzich, nachazejici se pravé v ¢asti zjadrového dieva. Oproti
tomu zkoumana btiza bélokora je mladsi nez zkoumana olSe, u biizy naznak jadrového dieva

neni viditelny (viz obrazek 20).
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Obrazek 33 Primérna koncentrace sumy izomeria HCH v olsi lepkavé a biize bélokoré

Tento graf (obrazek 33) porovnava primérné koncentrace sumy HCH ve vSech kvadrantech
u obou stromti. Do tohoto porovnani nebyly zatazeny vysledky téch letokruhti olse lepkave,
které zasahovaly do jadrového dfeva, jelikoz dievo v téchto kvadrantech ztratilo vodivou funkci
a vysledky z téchto letokruhii by mohly znehodnotit porovnani primérnych koncentraci sumy
HCH v kvadrantech obou dfevin. Nejvys§i primémé koncentrace HCH (1,55 pgegys') byla
zjisténa u olSe lepkavé, a to konkrétné vkvadrantu JZ. Oproti tomu nejniz§i prumérna
koncentrace HCH (0,92 pgeg,s"') byla naméfena u biizy b&lokoré, a to v kvadrantu SV. Olse
lepkava obsahovala vyssi primémé hodnoty HCH ve vzorcich nez bfiza bélokora ve vsech
znaéné vyssi objem vody nez biiza bélokora. Nejmensi rozdil mezi dfevinami byl zaznamenan

v kvadrantu SZ (0,19 pgeg."') a nejvétsi rozdil byl zjistén v kvadrantu JZ (0,61 pgeg.s’).

Dalsim rozdilem mezi vzorky obou dfevin bylo zastoupeni jednotlivych izomert HCH. Hlavni
rozdil byl u izomerd delta a epsilon. Zatimco u olSe lepkavé epsilon (9 %) a delta (11 %)
izomery zaujimaly dohromady 20 %, u vzorki z btizy bélokoré byly oba tyto izomery pod mezi
stanovitelnosti. U olSe lepkavé byl dominantni alfa izomer s podilem 57 %, kdezto u biizy
bélokoré vykazal alfa izomer pouze 38% podil a dominantnim byl beta izomer se zastoupenim

53 %.

4.4.4 Porovnani vysledkii metod LLE a SPME

Ze ziskanych dat je patrné, Ze oproti metodé LLE, byly hodnoty koncentraci izomerd HCH ve

vzorcich zpracovanych metodou SPME obecné vyssi u obou dievin. Tento rozdil mezi obéma
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extrakénimi metodami nebyl ovS§em konzistentni napfi¢ kvadranty. Prestoze hodnoty v danych
letokruzich byly rozdilné, tato diference nebyla nikdy vyssi nez 1,0 pgegs ', nejvyssi rozdil byl
zaznamenan u ole lepkavé 0,82 ugegy', a to v kvadrantu JV (v letokruzich 28. az 32.). U biizy
bélokoré byl nejvys§i rozdil mezi metodami roven 0,57 pgegqs' v kvadrantu JZ, konkrétné
kalibrace. Zatimco v pfipad¢ extrakéni metody jsou standardy nadavkovany piimo do

organického rozpoustédla, u metody SPME jsou standardy ptidany k referen¢ni matrici a vode¢.

Trendy naméfenych hodnot koncentraci izomerd HCH byly ov§em velice podobné nezavisle na

pouzité metode, lze tedy fici, Ze ob¢ extrakéni metody spolu koreluji.
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5 Zavér

Ptitomnost izomertt HCH byla potvrzena v dfevni hmotg jak olSe lepkavé, tak i1 bfizy bélokorg.
Na zaklad¢é provedenych méfeni je patrné, Ze se hexachlorcyklohexan a jeho izomery chovaly
rozdilné v téchto dvou zkoumanych dievinach. Distribuce HCH tedy nebyla ve zkoumanych
dfevinach uniformni. Z hlediska zastoupeni izomerit HCH byly ob¢ testované dieviny také
rozdilné. V piipadé olSe lepkavé byl dominantnim izomerem zji$tén alfa izomer, ktery vykazal
vice neZz polovi¢ni podil ze vSech izomert HCH. Ostatni izomery byly znaéné¢ méné, ale
rovnomérné zastoupeny. Oproti tomu u biizy bélokoré byl dominantni beta izomer. Na rozdil
od olse lepkavé se hodnoty koncentraci delta a epsilon izomeru u bfizy bélokoré nachazely
pod mezi stanovitelnosti. Z téchto vysledki je patrné, ze HCH a jeho izomery nebyly

v dfevinach uniformné distribuovany.

U vzorktl olSe lepkavé byly zjistény vyssi koncentrace sumy HCH v 18. az 32. letokruhu, tedy
predevsim ve stiednich letokruzich. Bfiza bélokorad se v tomto ohledu lisila, vyssi koncentrace
sumy HCH byly naméfeny v 16. az 40. letokruhu, tedy obzvlast’ ve star$i poloviné letokruhd.
U olse lepkavé byly vyssi koncentrace HCH detekovany pifedevsim v prostfednich letokruzich,
kdezto v jeho okrajovych letokruzich byly pozorovany minimalni hodnoty. Tento jev byl
dfevo ztratilo vodivou funkci a kontaminovana voda jiz nemohla byt do této ¢asti dieviny
transportovana. Oproti tomu u biizy bélokoré byla zjisténa vice rovnomérna distribuce HCH
napfi¢ letokruhy, nizSich hodnot nabyvaly pouze nejmladsi letokruhy. Tento jev byl

pravdépodobné zptisoben absenci jadrového dieva u biizy bélokoré.

Nejvyssi prumérna koncentrace sumy HCH byla u olSe lepkavé namétena v kvadrantu JZ
(1,55 pgegas"). Oproti tomu v kvadrantu SZ byly zjistény nejnizsi koncentrace sumy HCH. Je
nutné poznamenat, ze do tohoto porovnani byly v pfipadé olSe lepkavé zahrnuty pouze
letokruhy, které se vyskytovaly v bélovém dievu. U btizy b&lokoré byla stanovena nejvyssi
HCH byla pfitomna v kvadrantu JV. U dfevin se tedy liSila poloha jak maximalni primérmé

koncentrace sumy HCH, tak poloha minimalni primérné koncentrace.

Gradient koncentrace HCH byl piedpokladan od vysokych koncentraci na severozapadu
k niz§im koncentracim na jihovychodu (jelikoZz gradient stejného sméru byl predpokladan
i v podzemnich vodach). OvSsem naméfené koncentrace v kvadrantech u olse lepkavé se s timto
pifedpokladem neshoduji. Rozdil mezi hodnotami primérmné koncentrace sumy HCH
v kvadrantu SZ a kvadrantu JV roven 0,23 ug'gsug'l, ve prospéch kvadrantu JV. Kvadrantem

snejvyssi primémou koncentraci sumy HCH byl kvadrant JZ, nikoliv hypotézou
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predpokladany kvadrant SZ. Mizeme tedy konstatovat, ze se vysledky pramérnych koncentraci

sumy HCH v kvadrantech u ol$e lepkavé neshodovaly s pfedpokladanym gradientem.

U vysledku brizy bélokoré byla u obou severnich kvadrantd (SV i SZ) naméfena vyssi primérna
koncentrace sumy HCH neZ u kvadrantt jiznich. Kvadrantem s nejvyssi zjiS§ténou primérnou
koncentraci sumy HCH (1,28 pgegy") byl kvadrant SV a kvadrantem s nejnizsi hodnotou byl
kvadrant JV (0,92 pgeges'). U biizy tedy mizeme sledovat mirny pokles hodnot koncentraci
HCH od severozapadu k jihovychodu, ovSem kvadrantem s nejvy$$i primérnou koncentraci

sumy HCH nebyl piedpokladany JZ ale JV kvadrant.

U obou stromtt metoda SPME nabyvala obecné vyssich hodnot koncentraci sumy HCH nez
metoda LLE. U olSe lepkavé byl nejvyssi rozdil mezi hodnotami témét 20 %, kdezto u biizy

bélokoré 14 %. Tento jev Ize vysvétlit rozdilnym zpiisobem ptipravy kalibrace.

Zavérem lze usoudit, Ze na zékladé¢ vysledkd provedeného vyzkumu mohou byt tyto dvé
dfeviny pouzity k budoucim vyzkumim kontaminovanych lokalit. Ob¢ tyto dieviny jsou rychle
rostouci a jsou hojné rozsifené na vétsin€¢ uzemi Evropy, coZ je ¢ini vhodnymi kandidaty

pro phytoscreening.
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