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PASIVNi VZORKOVANI AROMATICKYCH AMINU V POVRCHOVYCH A ODPADNICH VODACH

Abstrakt

Vlivem clovéka je do naSeho Zivotniho prostredi kazdy den vypousténo velké mnoZstvi
latek, které maji nejriiznéjsi efekty nejen na samotné prostredi, ale také na rostliny,
ZivoCichy a samoziejmé i na nas. Jednim ze zptsobi, jak zamezit emisim latek do po-
vrchovych vod, je jejich odstranéni v ¢istirnach odpadnich vod. BohuZel ani tyto kom-
plexni procesy mnohdy nejsou schopné spolehlivé odstranit rtizné chemikalie obsa-
Zené v odpadni vodé. Mezi takové latky radime i aromatické aminy, které zvysuji mu-
tagenitu a karcinogenitu povrchovych vod. Tyto latky mohou mit negativni dopad jiz
pti stopovych koncentracich, které je velmi obtiZzné mérit. Naplni této prace bylo ob-
jasnit jejich vyskyt a osud v odpadnich a povrchovych vodach. Pro tento ucel byly vy-
brany tii pasivni vzorkovace umoznujici zachyceni i velmi nizkych koncentraci. Z vy-
branych 45 bylo detekovano 30 aromatickych amini, pficemz byl pozorovan i vznik
nékterych z nich v procesu c¢isténi. Koncentrace aromatickych amint ve vodé se pohy-
bovaly v rozmezi 1 - 99 491 ng L-1 se stfedni hodnotou 33 ng L1 na pritokua 1-122 ng
L1 se stredni hodnotou 9 ng L1 na odtoku. Nejvyssi mnozstvi bylo v pripadé pritoku
naméreno pro 2,4'-diaminotoluen, cyklohexylamin a anilin. Na odtoku pak anilin a o-
anisidin, klasifikovany dle IARC jako pravdépodobné karcinogeny, a benzidin, proka-
sivni vzorkovac, ktery byl dale kalibrovan za laboratornich podminek v akvariu pro
ziskani vzorkovacich rychlosti. Tyto vSak byly nadhodnocené, protoZe bylo odhaleno,
Ze vétSina aromatickych amini se béhem skladovani vzorki vody ztraci, at' uz rozpa-
dem ¢i sorpci na stény polykarbonatovych vzorkovnic, a to i presto, Ze jsou zmrazené.
Tento jev se potvrdil experimentalné, kdy hodnota medianu polocasu Zivota dle kine-
tiky prvniho radu byla za téchto podminek 3,2 dne. Tato zjisténi poukazuji na nezbyt-
nost vénovat dal$i usili monitorovani aromatickych aminti v odpadnich a povrchovych
vodach, a zaroven jsou silnym podkladem pro dal$i vyzkum v oblasti vzorkovani a la-
boratorniho zpracovani téchto latek.
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Abstract

Due to human influence, many substances are released into our environment every
day, which have various effects not only on the environment itself, but also on plants,
animals and, of course, on us. One way to prevent the emission of substances into sur-
face water is to remove them in wastewater treatment plants. Unfortunately, even
these complex processes are often unable to reliably remove the various chemicals
contained in wastewater. These include aromatic amines, which increase the mutagen-
icity and carcinogenicity of surface water. These substances can have a negative impact
even at trace concentration levels, which are very difficult to measure. The aim of this
work was to clarify their occurrence and fate in wastewater and surface water. For this
purpose, three passive samplers were selected, allowing the capture of even very low
concentrations. Of the 45 selected, 30 aromatic amines were detected and the for-
mation of some of them in the treatment process was also observed. The concentra-
tions of aromatic amines in the water ranged from 1 to 99 491 ng L-1 with a mean value
of 33 ng L1 at the influent and 1-122 ng L-1 with a mean value of 9 ng L1 at the effluent.
At the influent the highest amounts were measured for 2,4'-diaminotoluene, cyclohex-
ylamine and aniline, and at the effluent, aniline and o-anisidine, classified by IARC as
probable carcinogens, and benzidine, a proven carcinogen. Based on the results, a hy-
drogel passive sampler was selected as the most reliable and was further calibrated
under laboratory conditions in the aquarium to obtain sampling rates. However, these
were overestimated because it was revealed that most of the aromatic amines were
lost during storage of the water samples, either by degradation or by sorption to the
walls of the polycarbonate flasks, even though they were frozen. This phenomenon was
confirmed experimentally and the median value of the half-life according to first order
kinetics was 3.2 days under these conditions. These findings point to the need for fur-
ther efforts to monitor aromatic amines in wastewater and surface water, and provide
a strong basis for further research in sampling and laboratory processing of these com-
pounds.
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k1
k2

Kbw
Ku
Kmw
ko
Ksw
kw

LDPE
LC/MS
Inc

In co
log Kow
LOQ

MESCO

M

M;

ms

metHb
nitro-PAHs
Nst

0-DGT
PAAs

PAHs

rychlostni konstanta reakce prvniho radu

koeficient prenosu hmoty v primém toku

koeficient prenosu hmoty v opa¢ném toku

koeficient prenosu hmoty v biofilmu

rozdélovaci koeficient biofilm-mezni vrstva vody
Henryho konstanta

rozdélovaci koeficient membrany a mezni vrstvy vody
celkovy koeficient pfenosu hmoty

rozdélovaci koeficient vzorkovac-voda (sampler-water)
koeficient pfenosu hmoty v mezni vrstvé vody

délka diftzni cesty

polyethylen s nizkou hustotou (low density polyethylene)
kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii
prirozeny logaritmus koncentrace

prirozeny logaritmus koncentrace na poc¢atku
logaritmus rozdélovaciho koeficientu oktanol-voda
limit kvantifikace (limit of quantification)

mnozstvi analytu

nazev vzorkovace (membrane enclosed sorptive coating)
molekulova hmotnost

hmotnost analytu naaukumulovana ve vzorkovaci
hmotnost sorbentu

methemoglobin

nitrované polycyklické aromatické uhlovodiky
smérnice zavislosti koncentraci na ¢ase

alternativa DGT vzorkovace pro organické latky
polycyklické aromatické uhlovodiky

polycyklické aromatické uhlovodiky
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PCBs
PDMS
PES
pKa
POCIS
ppm
PRC
PTFE

QQQ

RE

rpm

Rs
SDB-RPS
SPE
SPMD

SPME
t

tos

TWA

US EPA

Ob
Om
Ow
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polychlorované bifenyly

polydimethylsiloxan

polyethersulfon

disocia¢ni konstanta

pasivni vzorkovac (polar organic chemical integrative sampler)
¢astic v milionu (parts per million)

referenc¢ni slouCeniny (performance reference compounds)
polytetrafluoroethylen

trojity kvadrupol

Pearsontiv korela¢ni koeficient

ucinnost odstranéni (removal efficiency)

otacky (revolutions per minute)

vzorkovaci rychlost

styrendivinilbenzen se sulfonatovou reverzni fazi

extrakce na pevné fazi (solid phase microextraction)

vzorkovace se semipermeabilni membranou (semipermeable
membrane devices)

mikroextrakce na pevné fazi

cas

polocas Zivota

¢asové vazeny primeér (time-weighted average)
rychlost difizniho transportu

Agentura pro ochranu Zivotniho prostredi (U.S. Environmental
Protection Agency

tloustka

tloustka biofilmu

tlouStka membrany
tloustka mezni vrstvy vody

*seznam zkratek aromatickych amin je uveden v kapitole 4.1



SEZNAM PRILOH

Seznam priloh

Ostatni prilohy

Priloha A Souhrn analytickych, statistickych a dopliikovych dat doplnkova_data.pdf
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Uvop

1 Uvod

vvvvvv

pro zdravi nejen lidi, ale také nasich ekosystému. Tato slozka ma hlavni roli v rliznych
aspektech lidstva, at' uz ji vyuzivdme pro zemédélstvi, sanitaci, primysl ¢i pro splnéni
nasich zakladnich potreb. Kviili tomu je tento zdroj vyuZivany lidskou ¢innosti vice nez
jakékoliv jiné zdroje. Zména klimatu, nedostatek vody, hydromorfologické zmény, roz-
sahla urbanizace ¢i nadmérné znecistovani chemickymi latkami, to vSechno jsou vy-
zvy, kterym vodstvo na Zemi Celi. Jsou to pak zejména obavy z chemického znecisténi
¢i ne prilis optimistické vysledky z pozorovani ekologického stavu, které vedou k po-
trebé lepsitho hodnoceni, metod a ochrannych opatieni (Posthuma et al.,, 2019). V sou-
Casnosti je pouzivano vice nez 145 000 chemickych latek, pricemzZ ochranna opatieni
jako je smérnice o vodé (European Water Framework Directive) (Evropska komise
a Rada, 2000) se vénuji 0,2 % téchto latek (EEA, 2018; Malaj et al., 2014). DalSim pro-
blémem je, Ze Fada opatreni a limitl je stanovena pro latky samotné, ale ty se v Zivot-
nim prostiedi nachazeji témér vzdy ve smésich, kdy se vzajemné ovliviiuji a mohou své
ucinky potencovat (Muz et al., 2017).

Aromatické aminy jsou jednim z prikladt chemickych latek kontaminujici vodni
ekosystémy s prokdzanym vlivem na mutagenitu povrchovych vod. Rada z nich je také
zatazena mezi karcinogeny dle IARC (IARC, 2023). O jejich toxickych uc¢incich vime jiz
od 19. stoleti (Rehn, 1895), a presto, Ze jsou nékteré regulovany, se tyto slouceniny
vyskytuji v Zivotnim prostiedi jako produkty rozpadu kazdodenné pouzivanych che-
mickych latek. Nachazeji vyuziti v nejriznéjsich odvétvich, at' uz pii vyrobé 1é¢iv, pes-
ticidd, barviv ¢i kosmetickych pripravki jako jsou laky na vlasy. Jsou také vyznamnym
prekurzorem pro vyrobu azobarviv, které tvori 70 % hmotnosti vSech vyprodukova-
nych barviv (ETAD, 2002). VétSina aromatickych aminti kon¢i v odpadnich vodach,
z kterych se dostavaji do Cistiren odpadnich vod. Zde vSak nemusi byt odstranény c¢i
dokonce miiZe dochazet k jejich vzniku béhem riiznych procesi probihajicich v Cistir-
nach. Cistirny jsou tak povazovany za jedny z nejvyznamnéjsich zdroji aromatickych
amind v povrchovych vodach (Muz et al.,, 2017).

Diky jejich relativné vysoké polarité a dobré rozpustnosti ve vodé tyto latky
snadno pronikaji do plidy, coZ miiZe vést ke kontaminaci podzemni vody (Schmidt et
al., 1999), potazmo i zdroji pitné vody (Wang et al., 2011). I pies jejich prokazany mu-
tagenni vliv a zvySenou pozornost na monitoring vodniho prostredi, existuji pouze
omezené informace o vyskytu a osudu aromatickych amint v povrchovych vodach.

VétSina monitoringu latek ve vodé je zaloZena na bodovych odbérech ¢i kompo-
zitnich vzorcich, které bez dalSiho zpracovani mnohdy nejsou schopny zachytit sto-
pové koncentrace, ve kterych se fada polutantl vyskytuje. Z bodovych vzorkii dosta-
vame pouze koncentraci v dany Cas, pricemzZ prichazime o informace koncentraci bé-
hem epizodickych udalosti. Resenim byva pouZiti automatického vzorkovani, zvyseni
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poctu odbért nebo navyseni odebiranych objemt, avsak tento pristup je velmi casové
a financné narocny. Se snahou celit témto nevyhoddm vznikla v poslednich desitkach
let nova metoda, spolehliva pro detekci Sirokého zabéru polutantti. Jedna se o pasivni
vzorkovani, diky kterému jsme schopni se vyvarovat zminénym problémuim a ziskat
¢asové vazené pruméry koncentraci (Vrana et al,, 2005).

V dnesni dobé je k dispozici mnoho druhti pasivnich vzorkovaci, avsak v Zivotnim
prostredi se nachazeji polutanty s velkou Skalou vlastnosti, a proto je potreba stale hle-
dat efektivni a spolehlivé vzorkovace pro konkrétni skupiny latek. Z vyse popsanych
diivodii vznikla tato prace, jejiz cilem je pomoci objasnit kontaminaci povrchovych
a odpadnich vod aromatickymi aminy a pokusit se otestovat vhodné pasivni vzorko-
vace pro tuto specifickou skupinu latek.
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2 Cile

Tato prace se snazi dosdhnout nékolika cild. V prvni fadé je to otestovani a porovnani
tii typl pasivnich vzorkovaci v odpadni a povrchové vodé pro detekci aromatickych
aminli v téchto matricich. Diky pouziti pasivnich vzorkovaci je mozné detekovat
i velmi malé koncentrace téchto latek, a tedy dalSim cilem je zdokonalit monitoring
téchto latek v odpadnich a povrchovych vodach a pomoci tak objasnit jejich osud v Zi-
votnim prostiedi. Pro doplnéni terénniho experimentu je vybran jeden typ vzorkovace,
ktery je za laboratornich podminek kalibrovan. To umozZnuje o vzorkovaci ziskat pres-
néjsi kvantitativni informace, presnéji jaka je jeho vzorkovaci rychlost pro jednotlivé
latky v kontrolovanych podminkach. Poslednim cilem je porovnani vzorkovacich rych-
losti ziskanych z kalibra¢niho experimentu a terénniho experimentu spolu s teoretic-
kymi vzorkovacimi rychlostmi, které byly vypocitany z fyzikalné-chemickych vlast-
nosti latek.
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3 Problematika znecisténi vod

3.1 Obecna charakteristika

Kazdy den je do nasSeho Zivotniho prostredi vypousSténo velké mnozZstvi chemickych
latek, at' uz pri jejich vyrobé, pouzivani ¢i likvidovani. Toto antropogenni znecistovani
je vnimano jako celosvétovy problém, ktery prispiva k degradaci ekosystémi a ma vliv
na Sirokou $kalu organismii. Védci zabyvajici se Zivotnim prostredim upozoriuji na
fakt, Ze kromé starych historickych zatéZzi chemickymi latkami, se stale ve vétSim
mnozstvi objevuji i nové kontaminanty. Intenzivni zemédélstvi, chov zvitat a rostouci
urbanizace rozsahlych ¢asti zemé prispivaji ke zneciStovani vodnich ploch a zvySujici
poptavku po omezenych zasobach sladké vody na Zemi. Rychla urbanizace vSak pro-
bihaiv oblastech s omezenymi vodnimi zdroji, které musi byt vyuzivany k vice acelim.
V disledku toho se vycisténa odpadni voda pouziva k dopliovani vodnich zdroji pro
rekreaci ¢i udrzovani zivotaschopnych ekosystémti. Proto by méla byt ochrana vodnich
zdrojli jednou z priorit 21. stoleti (Daughton & Ternes, 1999; Kolpin et al., 2002).

Prekvapivé doposud vime velmi malo informaci o vyskytu, transportu ¢i celkovém
osudu Fady chemickych syntetickych latek v zivotnim prostredi potom, co je pouZi-
jeme. Obavy z piitomnosti téchto sloucenin v zivotnim prostredi zahrnuji vliv na riizné
fyziologické procesy, zvySeny vyskyt nddorovych onemocnéni, zrychleny vyvoj bakte-
rii rezistentnich vici antibiotikim ¢i potencialni zvysSena toxicita chemickych smési
(Kolpin etal., 2002). Nejde pouze o lidskou populaci, ale také o vodni organismy, které
jsou zneciSténi nepretrzité vystavovani béhem celého Zivotniho cyklu i pres vice gene-
raci. Zvlasté znepokojujici je moZnost trvalého, ale pritom nezjistitelného nebo nepo-
zorovaného plisobeni na tyto organismy, protoze ucinky se mohou akumulovat tak po-
malu, Ze zdsadni zmény nejsou zjiStény do chvile, neZ kumulativni Groven téchto
ucinki dosahne nevratné zmény (Daughton & Ternes, 1999).

Abychom pochopili transport, osud nebo potencialni toxicitu kontaminantl v pro-
stredi, musime byt schopni zméfit jejich koncentrace. Ve vodnim prostiedi se jedna o
velmi nizké hodnoty, které navic byvaji hodné variabilni. Také jsou vétSinou sledované
latky v rozpusténé nebo biologicky dostupné formé, které maji pro nas nejvyssi vy-
znamnost z hlediska sledovani uc¢inkl na organismy (Luellen & Shea, 2002).

Monitoring polutantd ve vodnim prostiedi je také dilezity pro spliiovani legisla-
tivnich rdmct a narizeni, praveé proto, Ze mnoho latek predstavuje vyznamné riziko pro
¢lovéka a ekosystémy. Rada téchto latek byla zatazena mezi prioritni polutanty Agen-
turou pro ochranu zivotniho prostredi (US EPA) nebo v ramcové smérnici EU pro vodni
politiku (water framework directive) (Evropska komise a Rada, 2000; US EPA, 2014).
JelikoZ se vlastnosti napric¢ témito latkami velmi liSi, vymyslet vzorkovaci techniky a
analyzy pro tak Siroké spektrum latek je velka vyzva. Dalsi komplikaci je i to, Ze vétSina
latek se nachazi ve smésich. Monitoring latek je ztiZen i Casovymi a prostorovymi
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variacemi v mnoZstvi polutantl pfitomnych v prostiedi, cozZ je dano jejich tokem mezi
riznymi sloZkami Zivotniho prostiredi (Seethapathy et al., 2008). VétSina monitorova-
cich programi je zaloZena na bodovych odbérech v dany cas, avsak vétSinou jsou po-
lutanty pritomny ve stopovych koncentracich, pro které je nutno odebrat velké mnoz-
stvi vody. Naslednd laboratorni analyza predstavuje aktualni prehled o obsahu latek
v dobé odbéru vzorku, ale nezachycuje vykyvy koncentraci v ¢ase, a epizodické uda-
losti, napriklad uniky a odtok deStové vody, mohou byt prehlédnuty. Tyto problémy
lze vytesit pouzitim automatickych vzorkovacich zarizeni, které jsou vSak velmi drahé
a méné praktické neZ jiné metody (Vrana et al., 2005). Opakované vzorkovani v krat-
kych casovych intervalech pro zachyceni epizodickych udalosti mize byt obtiZné na
provedeni, a navic je to finan¢né a organizacné narocné, zejména v odlehlych oblastech
(Zhang et al.,, 2016). ReSenim tedy mtiZe byt vyuZiti pasivniho vzorkovani, které ode-
bira rozpusténou frakci latky. V ramci toxikologie je z hlediska hodnoceni biologické
dostupnosti pravdépodobné relevantnéjsi nez celkova koncentrace. (Silvani et al,,
2017). Porovnani mizeme sledovat na obrazku grafu zobrazujici situaci, kdy bodovy
odbér nezachytil epizodickou udalost, zatimco pasivni vzorkovac 1épe zachytil danou
situaci (Obrazek 1).
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Obrazek 1: Porovnani bodového odbéru vzorku a pasivniho vzorkovani (Surdyk et al.,, 2017)

Jednou z mnoha skupin latek, které se vyskytuji ve vodé a pro které potrebujeme spo-
lehlivé metody detekce, jsou aromatické aminy. Ty mohou kontaminovat vSechny ma-
trice, v€etné vody a jidla. Kromé pracovni expozice jsou jim vystaveny i béZné populace
lidi skrze razné expozicni cesty. Dle Chung (2015) predstavuji aromatické aminy vy-
znamnou hrozbu pro lidské zdravi pracovniki i Siroké verejnosti. S védomim jejich
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vSudypiitomnosti a onemocnéni, které zpisobuji, jsou aromatické aminy pravdépo-
dobné jednou z nejdilezitéjsich skupin chemickych latek, které jsou uzce spjaty s lid-
skym zdravim a Zivotnim prostredim. Dle autora je nutnosti vice investovat do studia
osudu a uc¢inkd aromatickych amind.

Se snahou chranit Zivotni prostredi a mit prehled o koncentracich aromatickych
amint je potieba hledat nové citlivé a presné metody, které jsou schopny zachytit i
velmi nizké koncentrace. V prostredi mohou aromatické aminy degradovat a také se
redit, takzZe materské latky a jejich metabolity jsou detekovany pouze ve stopovém
mnozstvi skrze vysoce efektivni separacni a vzorkovaci metody (Fekete et al., 2010).
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4 Aromatické aminy

4.1 Fyzikalné-chemické vlastnosti

Aromatické slouceniny jsou jednou z nejvétsich skupin organickych latek pritomnych
v biosfére. Pritomnost benzenového kruhu a rezonan¢ni struktury vedla k velké pro-
dukci a pouzivani prirodnich a xenobiotickych aromatickych latek, ale také prispéla
k perzistenci takovych latek, z nichz velka ¢ast je toxicka (Pereira et al., 2015). Struk-
tura aromatickych amint se sklada z jednoho ¢i vice aromatickych kruht, na ktery je
piimo napojen jeden ¢i vice dusikii. Napiic celou skupinou aromatickych aminti vSak
muiiZeme najit velmi riznorodé struktury. Od téch nejjednodussich typu anilin, aZ po
velmi komplexni slouc¢eniny s konjugovanymi nebo heterocyklickymi strukturami a
nékolika substituenty (Raquel etal., 2012). V soucasné dobé je jen z ANI vyrabéno pres
300 chemickych produkti a intermediatd. Na zakladeé jejich struktury miizeme délit
aromatické aminy na monocyklické a polycyklické (Obrazek 20brazek 1). V této praci
jsou v8ak zarazeny i heterocyklické aminy, které nespadaji do kategorie aromatickych
amind, stejné tak jsou zde zarazeny i dva nearomatické, a to CYHA a TBA.

/4
N
H
NH:2

(1) (2) (3)

Obrazek 2: Priklady struktur aromatickych amini - (1) monocyklicky anilin, (2) polycyklicky
benzidin, (3) heterocyklicky norharman

Jejich chemicka aktivita zalezi na umisténi a strukture aminové skupiny a aroma-
tického kruhu (Pereira et al., 2015). Monocyklické aromatické aminy obsahuji jeden
aromaticky kruh s alespon jednou aminovou skupinou pripojenou ke kruhu. Tento typ
je nejjednodussi modifikaci, a i velmi malé zmény ve strukture latky ovliviiuji jejich
mutagenni vlastnosti (Chung et al., 1997). Polycyklické aromatické aminy (PAAs) ob-
sahuji dva a vice aromatickych kruhti. Heterocyklické aromatické aminy (HAAs) se vy-
znacuji tim, Ze v jejich aromatické strukture je alespon jeden uhlik nahrazen dusikem.
Vznikaji po tepelné dpravé masa, kde tak zvySuji mutagenni uc¢inky. Obecné je délime
do dvou skupin, a to na pyrolitické, vznikajici pyrolyzou aminokyselin pri vysokych
teplotach nad 250 °C, a aminoimidoazoareny, nebo také ,termické HAA", které vznikaji
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pri tepelné upraveé za béZnych teplot v rozmezi 150-250 °C (Alaejos & Afonso, 2011;

Turesky, 2010).

Chemicka reaktivita amino skupiny je zavisla na mezomernich interakcich s aro-
matickym kruhem, coZ je dano dalSimi substituenty a sterickymi faktory (Beland et al.,
1997). Na zakladé téchto substituci mlizZeme aromatické aminy délit na primarni,
sekundarni a terciarni. Prehled nékterych fyzikalnich a chemickych vlastnosti pro aro-
matické aminy je uveden v tabulce (Tabulka 1).

Tabulka 1: Pfehled zakladnich fyzikalnich a chemickych vlastnosti aromatickych amint ze
zdroji (Pubchem, 2023)! a (Chemspider, 2023)2

nazev zkratka CAS "™ (@ mol™) | 'pk | ‘log Kou | *Ku (atm m’ mol™)
1-naftylamin 1NAPA 134-32-7 143,19 3,9 2,17 4,63E-07
2,6-xylidin 26XYL 87-62-7 121,18 3,9 1,86 2,5E-06
2-amino-3-methylimi-
dazo(4,5-fchinolin IQ 76180-96-6 198,23 8,5 1,22 3,53E-13
2-amino-3,8-dimethyli-
midazo[4,5-flchinoxalin MEIQX 77500-04-0 213,24 2,2 1,39 1,6E-13
2-amino-4-nitrotoluen 2A4NT 99-55-8 152,15 2,3 1,83 8,3E-09
2-aminobifenyl 2AMB 90-41-5 169,23 3,8 2,68 1,73E-07
2-aminopyridin 2APY 504-29-0 94,12 6,9 0,48 2,5E-09
2-bromanilin 2BRA 615-36-1 172,02 2,5 2,19 -
2-naftylamin 2NAPA 91-59-8 143,19 4,2 2,17 8,1E-08
2-nitroanilin 2NITA 88-74-4 138,12 -0,3 1,83 5,9E-08
2,4'-Diaminotoluene 24DAT 95-80-7 122,17 5,35 0,14 7,43E-010
3,3 -dichlorbenzidin 33DCB 91-94-1 253,13 2,7 3,45 5,11E-11
3,3 ’-dimetylbenzidin 33DMB 119-93-7 212,29 4,6 2,48 6,3E-11
3 -aminoacetofenon 3AAP 99-03-6 135,16 3,4 0,69 3,47E-09
3-karbolin 3CARB 244-76-8 168,2 14,5 3,40 4,79E-10
3-chloro-o-toluidin 3CHOT 87-60-5 141,6 2,5 2,27 1,56E-06
4,4'-Methylenbis(2-
chloroanilin) MBOCA 101-14-4 267,15 3,3 3,59 1,1E-11
4,4'-Methylenebis(2-
methylaniline) MEMDA 838-88-0 226,32 5,2 2,56 1,81E-11
4,4'-Oxydianilin 440DA 101-80-4 200,24 4,0 2,22 1,47E-011
4,4 -thiodianilin 44TDA 139-65-1 216,3 4,6 2,18 3,9E-12
4-aminobifenyl 4AMB 92-67-1 169,23 4.4 2,77 1,5E-07
4-chloranilin 4CHA 106-47-8 127,57 4,2 1,76 3,1E-06
4-chloro-o-toluidin 4CHOT 95-69-2 141,6 3,4 2,22 2,00E-06
5-karbolin S5CARB 244-69-9 168,2 15 2,23 4,79E-10
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nazev zkratka CAS '™ (@ mol™) | 'pk | 'log Kow | “Ki (atm m’ mol™)
Anilin ANI 62-53-3 93,13 4,6 0,90 2,02E-06
Azobenzen AZOB 103-33-3 182,23 -3 3,82 1,40E-05
Benzidin BNZD 92-87-5 184,24 4,7 1,56 5,2E-11
Kumidin CUMI 99-88-7 135,21 5 2,28 4,99E-06
Cyklohexylamin CYHA 108-91-8 99,18 10,7 1,39 4,16E-06
Dianilinomethan DADPM 101-77-9 198,24 5,3 1,64 5,3E-11
Difenylamin DPHA 122-39-4 169,23 0,8 2,97 2,69E-06
Harman HRMA 486-84-0 182,22 7,37 2,65 5,29E-10
Harmin HRMI 442-51-3 212,25 7,7 3,17 6,43E-10
Michleruav keton MICHK 90-94-8 199,27 2,6 3,87 4,91E-10
N-isopropyl-N'-fenyl-
p-fenylenediamin IPDD 101-72-4 226,32 6,8 2,83 1,4E-09
Norharman NORH 244-63-3 168,2 15,4 2,80 4,79E-10
o-aminoazotoluen OAAT 97-56-3 225,29 3 4,33 2,91E-08
o-Anisidin OANI 90-04-0 123,16 4,5 1,09 9,3E-07
o-Dianisidin ODAN 119-90-4 244,29 4,7 1,58 4,7E-11
o-Toluidin OTLD 95-53-4 107,2 4,4 1,4 1,98E-06
p-Aminoazobenzene PAAZB 60-09-3 197,24 2,8 3,41 8,7E-11
p-Aminodimethylanilin DMPD 99-98-9 136,20 6,6 1,12 3,03E-08
p-Cresidin PCRE 120-71-8 137,18 4.7 1,55 1,2E-07
Quaternium-15 Q15 4080-31-3 251,15 - -0,1 -
Tributylamin TBA 102-82-9 185,36 10 4,84 1,77E-03

4.2 Azobarviva

Azo slouceniny maji typickou strukturu R-N=N-R’, kde R nebo R mohou byt arylovou
nebo alkylovou skupinou. Vyroba azobarviv v minulosti vedla k velkému rozmachu
chemického pramyslu. V 80. letech minulého stoleti bylo zjiSténo, Ze témér 280 000
tun textilnich barviv je rocné vypousténo z priimyslovych odtoki (Jin et al., 2007). Azo-
barviva tvori pribliZzné 70 % hmotnosti vSech pouZivanych barviv, coz z nich déla sku-
pinu nejpouzivanéjsSich syntetickych barviv uvoliiovanych do Zivotniho prostredi
(ETAD, 2002). Jejich rezidua a degradac¢ni produkty v odpadnich vodach ovliviiuji kva-
litu vody (Pandey et al.,, 2007). Odpadni vody s azobarvivy maji fadu nepriznivych do-
padii na vodni prostredi, napriklad ovliviiuji celkovy organicky uhlik (TOC, z angl. total
organic carbon), biochemickou spotrebu kysliku (BSK), chemickou spotrebu kysliku
(CHSK), nerozpusténé latky, slanost, barvu (Solis et al., 2012), mohou také sniZovat
prinik svétla a rozpousténi plyni ve vodnich plochach (Chequer et al,, 2011).
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Dilezitym prekurzorem pro tvorbu azobarviv jsou pravé aromatické aminy, jak
jiz bylo zminéno vyse. Jejich pouzivani zarucuje zarivé barvy, jsou nejvétsi skupinou
barviv a tvori vice neZ polovinu celosvétové produkce barviv (Puvaneswari et al.,
2006). V dnesni dobé je pravdépodobné pouZzivano vice jak 2000 riznych azobarviv
v mnozstvi vétSim nez 7 x 10° tun (Zollinger, 1987). Nasly uplatnéni napii¢ témér
vSemi priamysly, od vyroby lé¢iv, papir(, tiskovych barev, barev, lak{, petroleje, voskd,
plastli az po obleceni, klizi nebo barev na vlasy (Chung, 2016). Jejich vlastnosti, jako je
stalost na svétle nebo rezistence viici mikrobialni degradaci, napovida, Ze nejsou dobie
odstraniovany pri procesu ¢isténi vody. Jen pri pouZzivani azobarviv na produkty bylo
stanoveno, Ze zhruba 10 % azobarviv pfi barveni neni schopno vazat se na produkt,
a tak odchazi rovnou do odpadni vody (Hildenbrand et al., 1999; Puvaneswari et al.,
2006).

Nékterym azobarviviim jsou pripisovany karcinogenni uc¢inky, zejména pak vznik
rakoviny moc¢ového méchyie u pracovnikii zpracovavajici azobarviva (Puvaneswari et
al,, 2006). V lidském téle jsou biotransformaci preménény na jejich prekurzory - tedy
aromatické aminy. AvSak néktera azobarviva mohou byt pfimo karcinogenni i bez pte-
mény v jejich parentalni slouceniny (Miller & Miller, 1948). Pfitomnost azobarviv v od-
padnich vodach miiZze vést dokonce k mnoha onemocnénim sliznice v lidském téle, na-
priklad k dermatitidé, perforaci nosni prepazky ¢i silnému podrazdéni dychacich cest
(Chung, 2016). Kromé lidského zdravi je ovlivnéno také zdravi vodnich Zivocichi.
Vznik rakoviny spojeny s expozici azobarviviim byl pozorovan u nékterych druht ryb
(Abe et al., 2018). Proto se jejich odstranovani z odpadnich a povrchovych vod stalo
environmentalni vyzvou (Liu et al., 2022; Saleh & Gupta, 2012).

Chung a Cerniglia (1992) uvedli, Ze azobarviva obsahuji benzidin nebo p-fenylen-
diamin jako mutagenni komponenty. Podle IARC klasifikace jsou oznacena karcino-
genni kategorii 1 vSechna azobarviva, ktera jsou schopna se metabolizovat na benzidin
(IARC, 2010) (Obrazek 3). Témto azobarviviim rikdme azobarviva na bazi benzidinu
nebo na bazi benzidinovych kongenert, kterymi jsou napriklad o-toluidin (3,3’-dime-
thylbenzidin), o-dianisidin (3,3 -dimethooxybenzidin) nebo 3,3’-dichlorbenzidin. Nas-
tésti se pouzivani azobarviv na bazi benzidinu v minulém stoleti sniZilo (Chung, 2016).
Byla totiZ nalezena nahrada, a to 3,3"-5,5"-tetramethylbenzidin (TMB), u kterého ne-
byla prokazana mutagenita ani karcinogenita. Zda se, Ze se jedna o jediny benzidinovy
analog, ktery takové uc¢inky nevykazuje (Yang et al., 2008).

AZOBARVIVO NA BAZI BENZIDINU BENZIDIN

=
|
=
S T
2
=
S T

Obrazek 3: Znazornéni premény azobarviva na bazi benzidinu na benzidin (Korinth et al,, 2013)
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4.3 Zdroje a osud v Zivotnim prostredi

Aromatické aminy jsou diky jejich hojnému vyuziti v priimyslu vSudypiitomné v Zivot-
nim prostiedi. Mezi jejich hlavni primyslové zdroje patii rafinace ropy, vyroba barviv,
kosmetiky, 1é¢iv, gumy, textilif, agrochemikalii, vybusnin a také nachazi uplatnéni jako
intermediaty v mnoha syntetickych syntézach jako jsou polymery, barviva, adheziva ¢i
gumy, farmaceutika, pesticidy a vybusniny (Palmiotto et al., 2001). Nachazime je i jako
soucast riznych smési znecistujicich zivotni prostiedi jako jsou vyfukové plyny, spa-
liny z paleni dfeva, gum, v koufi z cigaret a jsou obsaZeny i v silni¢nim asfaltu. Hetero-
cyklické a polycyklické aminy dokonce vznikaji pfi grilovani masa nebo pfri tepelné
upraveé za vysokych teplot (Combes & Haveland-Smith, 1982). Heterocyklické aroma-
tické aminy typu aminoimidoazaarent vznikaji v diisledku reakce specifickych reak-
tivnich karbonyl s amoniakem a kreatininem. Mezi nejvyznamnéjsi heterocyklické
aromatické aminy tohoto typu patii 2-amino-1-methyl-imidazol(4,5-f) (IQ), 2-amino-
3,4-dimethylimidazo[4,5-]quinolin ~ (MelQ), 2-amino-3-8-dimethyl-imidazol(4,5-
f)chinoxalin (MelQx) a 2-amino-1-methylfenylimidazol(4,5-b)pyridin (PhIP) (Hidalgo
& Zamora, 2022).

V jidle vznikaji prostrednictvim ti{ aZ Ctyt reakci. Prvnim je reakce kreatininu s re-
aktivnim karbonylem, ktera vede ke vzniku aduktti. Druhym krokem je preména exis-
tujici karbonylové skupiny na amino skupinu, coZ je zplsobeno reakci amoniaku
s aduktem vzniklym v prvnim kroku. Tretim krokem je karbonyl-amin reakce, ktera
spociva v reakci nové prichoziho karbonylu a aduktu s amino skupinou z druhého
kroku. Pro vétSinu termickych HAAs kon¢i formovani v tomto tietim kroku. Pro slou-
Ceninu MelQ a latkdm s podobnou strukturou je zapottebi jeSté jeden uhlik, proto se
reakce opakuji, dokud nevznikne stabilni produkt. Vznik a obsah téchto heterocyklic-
kych aromatickych amint zavisi predevsim na teploté, dobé tepelného upravovani a
pH, pricemz nizsi pH (docileno napiiklad marinovanim masa) je spojovano s niz§im
obsahem HAAs (Hidalgo & Zamora, 2022). V pripadé pyrolitickych HAA, jak uZ z nazvu
vyplyva, dochazi k jejich formovani pyrolitickou reakci mezi aminokyselinami a pro-
teiny. Béhem radikalovych reakci vznikaji reaktivni fragmenty, které davaji vzniku no-
vym heterocyklickym strukturam diky vzniku volnych radikald i pyrolytickych mu-
tageni (Alaejos & Afonso, 2011). Kromé masa mohou vznikat i pti pyrolyze rostlinnych
bilkovin jako je naptiklad s6jovy globulin nebo bilkoviny obsaZené v savéim mléce -
kasein (Turesky, 2010). AvSak je obtiZné potvrdit primy vztah obsahu HAAs v jidle a
vzniku rakoviny, jelikoZ zde zaleZi na dalSich faktorech jako je obsah polycyklickych
aromatickych uhlovodik, akrylamidu, vysokého obsahu tukd a soli apod. (Wakabaya-
shi etal,, 1993).

DalS$im zdrojem je biotickd a abioticka degradace nitroaromatickych sloucenin,
riznych pesticidii a pravdépodobné i polyurethanti (Schmidt et al., 1998). Primarni
aminy pouZivané v adhezivnich smésich v obalovych materidlech jsou dokonce
schopny uvoliiovat se do potravin (Fekete et al.,, 2010). Chung et al. (1978) ve své
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publikaci uvedli, Ze stievni mikrobiota mtize produkovat aromatické aminy rozklada-
nim azobarviv prijimanych v potravé a kontaminované vodé. Platzek et al. (1999) zase
ve své publikaci uvadéji, Ze azobarviva dokazou rozloZit na aromatické aminy bakterie
pritomné v lidské kiizi. Dale mohou vznikat redukci nitrovanych polycyklickych aro-
matickych uhlovodikii (nitro-PAHs) anaerobnimi bakteriemi, které se vyskytuji v lid-
ském stirevé (Rafii et al,, 1991).

Skutecnost, Ze se pouzivaji ve vyznamnych priimyslovych odvétvich, vedla k jejich
rozsiteni do vSech sloZek Zivotniho prostiedi - vody, vzduchu i piidy, coz vede k riziku
expozice clovéka. JelikoZ mnoho z téchto latek je toxickych a potencialné karcinogen-
nich, stavaji se vyznamnou skupinou environmentalnich polutantd, které vyvolavaji
obavy (Pereira et al.,, 2015).

Vyskyt aromatickych aminii v ovzdusi je pripisovan vyrobnim procestim, vyfuko-
vym plyndm, spalovani a pyrolyze rostlinnych materiald jako je direvo nebo tabak. Vy-
soké koncentrace ANI a p-toluidinu byly detekovany v oblasti skladi odpadu uhli
vjedné z provincii v Turecku (Akyiiz, 2007). Cigaretovy kouf patfi mezi vyznamné
zdroje aromatickych aminti ve vnitfnim prostiedi, kde nejvice rizikovymi skupinami
jsou déti, starsi osoby a osoby s chronickym onemocnénim, které travi nejvice ¢asu uv-
nitf' (Zhu & Aikawa, 2004). V cigaretovém koufi je obsaZeno vice riiznych aromatickych
amint, které prispivaji ke vzniku rakoviny moc¢ového méchyte u kuraka. Avsak hemo-
globinové adukty, které jsou typickymi biomarkery pro expozici aromatickych amin,
byly nalezeny i u nekuidki, coz nasvédcuje riziku i pri pasivnim kouieni (Raquel et al.,
2012). Zajimavou informaci je, Ze aminy vznikaji pyrolyzou aminokyselin obsazenych
v tabaku a jsou vice uvoliiovany kourem, ktery vychazi z druhého konce cigarety, nez
ktery inhaluje kurak (Patrianakos & Hoffmann, 1979). Ve vyzkumu Palmiotto et al.
(2001) uvadéji, Zze kontaminace aromatickymi aminy je celosvétovy problém jak ve
vnéjsim, tak ve vnitinim prostiedi. Podle autorti je vyskyt aminii uvnitt budov zpuso-
ben jejich pritomnosti v barvach a ¢isticich prostredich, av§ak konstatuji, Ze je obtiZné
objasnit zdroje co se tyce vnéjsich prostord, jelikoz byly detekovany i v oblastech, které
jsou povazovany za ,Cisté".

Vyskyt ve vodé je bézny v diisledku vypousténi aromatickych amint ptimo z pri-
myslovych odtokli nebo neptrimo rozpadem produkti s jejich obsahem, napriklad pes-
ticidli (Zhu et al.,, 2002). U nékterych primysli, zejména u textilnich, dochazi k vypous-
téni polutantd, které dokonce mohou ménit barvu vody a mit ucinek na vodni orga-
nismy (Ferraz et al., 2011). V tomto primyslu je nejbéznéjsi anilin a jeho derivaty. Vy-
soka rozpustnost amint ve vodé jim umoziuje permeaci ptidou a kontaminaci pod-
zemni vody (Cavallaro et al., 1995), potazmo i pitné vody (Wang et al., 2011). Jurado-
Sanchez et al. (2012) ve své studii zkoumali pfitomnost AAs v procesu Upravy pitné
vody pri pouZiti chlorace. JeSté pred jakoukoliv tipravou byl ve vodé pritomen (do kon-
centrace 18 ng L1) anilin, 3-chloranilin, 3,4-dichloranilin a N-nitrosodimethylamin.
Bylo zjiSténo, Ze jejich koncentrace se zvysila az 10x a vzniklo 9 novych amint (4 aro-
matické a 5 N-nitrosaminii). Také byl pozorovan vétsi vyskyt v upravené vodé AAs po
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destich. Tento vyssi vyskyt mlize byt vysvétlen splachem pesticidi a degradac¢nich pro-
duktli s obsahem AAs do povrchovych vod. Shach & Mitch (2012) ve své studii uvadéji,
ze vznik vyslednych produktl zaleZi na pritomnych aminovych prekurzorech. Bylo vy-
pozorovano, Ze primarni aminy vedou ke vzniku halonitril{i, haloamidt a halonitroal-
kant, zatimco sekundarni a terciarni aminy vedou ke vzniku nitrosamind.

Dal$im zdrojem mohou byt naptiklad cigaretové nedopalky. Ve studii Dobara-
daran et al. (2023) zkoumali vyluhy nedopalki z cigaret, jakoZto jeden z nejcastéjsich
odpadii v naSem zivotnim prostredi. Prlimérna koncentrace, ktera se uvolnila z nedo-
palki do ri¢ni vody byla 556 ng L-1, pricemz amin, kterého se uvolnilo nejvice, byl ani-
lin.

Nékteré studie ukazuji, Ze se aromatické aminy ukladaji i do sedimenti. Akyuz
& Ata (2006) zkoumali vodni toky vyznamné ovlivnéné odpadnimi vodami a deteko-
vali relativné vysoké koncentrace nékterych amin jak ve vzorcich vody, tak ve vzor-
cich sedimentt. Zpozorovali napiiklad i vyskyt 4-ethylalaninu ve vzorcich sedimentu,
ale nikoliv ve vodé. Vyskyt amind se ménil i s rocnim obdobim. Vy$si koncentrace
aminl detekovali v zimnim obdobi nez v letnim. V Brazilii byl zkouman vliv vyrobny
azo barviv na okolni vodni toky a bylo shledano, Ze vypust z této tovarny je zdrojem
mutagenni aktivity. Alarmujici je i informace, Ze v blizké vzdalenosti se nachazi vy-
robna pitné vody, u které bylo zjiSténo, Ze nedokaZe odstranit tyto kontaminanty. Voda,
ktera je pak pouzivana pro spottfebu ¢lovéka, vykazovala mutagenni aktivitu kvili ob-
sahu nitro-aromatickych a aromatickych aminti. Autofi se domnivaji Ze pravé tovarna
na azobarviva je zdrojem téchto latek v dané oblasti (De Aragao Umbuzeiro et al., 2004,
2005).

Plida ma mnoho zasadnich roli a jeji degradace vede ke ztraté ekologickych a pro-
dukénich hodnot. Jednou z pricin degradace plidy je praveé chemické znecisténi. Polu-
tanty negativné ovliviiuji fyzikalné-chemické vlastnosti plidy a jeji biologickou aktivitu
(Fekete et al., 2010). Zdrojem aromatickych aminti v ptidé jsou primyslové vypuste,
fosilni paliva, pevné odpady nebo aerosoly ze spalovacich procest. Néktery vyskyt je
spojovan i s mikrobialni degradaci a vodou kontaminovanou vybusnymi latkami (Al-
zaga et al,, 1999). Prikladem je dinitrotoluen (DNT), ktery je v prostredi redukovan mi-
kroorganismy na aromatické aminy, ¢imz dochazi ke kontaminaci podzemni vody
(Chung, 2015). V ptidé mohou nastat rtizné déje a procesy, avsak ti'i dominuji, a to hyd-
rofobické rozdélovani neutralnich amint do pevné matrice, tvorba kovalentni vazby
s pevnou fazi povrchu reaktivnich skupin, nebo elektrostaticka interakce kladné nabi-
tych aminii se zaporné nabitymi misty na ptidnich ¢asticich. Tyto procesy jsou zavislé
na Case. Zprvu miizeme ocCekavat elektrostatickou interakci a hydrofobické rozdélo-
vani a pozdéji pomalou tvorbu kovalentnich vazeb (Donaldson & Nyman, 2006; Weber
et al, 2001). Priibéh procesii zavisi i na typu aminu, jeho pKa ve vztahu k pH a dostup-
nosti vazebnych mist v ptidé. BEhem 24 hodin je sorpce primarné vratna s dominanci
kationtové vymény jako sorpcniho mechanismu (Li & Lee, 1999). Roli ma i obsah or-
ganického uhliku, rozpustnost, kapacita kationtové vymeény a distribuce ptidnich ¢astic
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(Donaldson & Nyman, 2006). Osud aromatickych aminti a provazanost jejich zdroji je
znazornéna na obrazku (Obrazek 4).
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Obrazek 4: Piehled zdroji aromatickych amini a jejich propojenosti

4.4 Vliv na zdravi

O potencialu aromatickych amint zptisobovat rakovinu vime jiZ dlouho. Prvni zminky
se objevuji vroce 1895, kde byla popsana rakovina mocového méchyre spojovana
s pracovni expozici pti vyrobé anilinovych barviv v Némecku (Rehn, 1895). Némecko
v té dobé produkovalo vice jak 80 % svétovych zasob ANI, ¢imz se incidence vzniku
rakovin mocového méchyre zvySovala. ZvySeny vznik rakoviny se vSak zacal objevovat
i vjinych statech, kde dochazelo k produkci ANI (Kriek, 1974). Zprvu byla nemoc po-
jmenovana jako ,anilinova rakovina“, ale pozdéji se prislo na to, Ze anilin sam o sobé
neni karcinogenni (Case & Pearson, 1954). Védci se domnivali, Ze za vznikem rakoviny
stoji jiné aromatické aminy, jako napriklad 4-aminobiphenyl nebo benzidin, a toto tvr-
zeni se pozdéji prokazalo jako pravdivé radou laboratornich testti (Walpole et al.,
1952). I pres hromadici se diikazy o karcinogenité aromatickych aminii nebylo jejich
pouzivani zastaveno ani omezeno. Ba naopak, benzidin i 4-aminobifenyl byly hojné vy-
uzivany jako antioxidanty v pryZovém primyslu. Vyssiincidence rakoviny se tedy pte-
sunula i do jinych priimyslovych odvétvi, zejména pak u pracovnikl ve zminovaném
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pryzovém prumyslu, ale i v elektrikarském priimyslu pii vyrobé izolace kabell (Da-
vies, 1965).

Pii zaméstnani dochazi zejména k inhala¢ni a dermalni expozici. Hlavni cesty pri-
niku aromatickych amint do téla se lisi napric¢ celou skupinou na zakladé jejich fyzikal-
nich a chemickych vlastnosti (Wellner et al., 2008). Nicméné u nékterych aromatickych
aminl byla absorpce kiizi povazZovana za vyznamnou expozi¢ni cestu, ktera vyrazné
prispivala k celkovému obsahu amint v téle (Shah & Guthrie, 1983). Obecné plati, Ze
mensi molekuly 1épe pronikaji kiizi (Korinth et al., 2013).

V soucasné dobé patii rakovina mocového méchyie k deseti nejc¢astéjsSim typtim
rakoviny, pricemz jeji vyskyt je vyssi u muzi, kde je Sestou nejcastéjsi. Vyssi vyskyt
u muzského pohlavi je zfejmé dan vyssi prevalenci koureni u muzi nez u zen. V dnesni
dobé je pracovni expozice aromatickym aminlim stale povaZovana jako rizikovy faktor
vzniku této rakoviny (Van Hoogstraten et al., 2023). Dobrou zpravou vsak je, Ze rako-
vina mocového méchyre z pracovni expozice klesa zejména v zapadnich statech Ev-
ropy, v dlisledku zakazu fady aromatickych amint (Pesch et al., 2014). Jejich omezo-
vani je dale diskutovano v dalsi podkapitole. AvSak v méné rozvinutych zemich je pred-
pokladan nartst incidence rakoviny mocového méchyie v diisledku rozsireni koutent,
které je spojovano s ekonomickym riistem (Ploeg et al., 2009).

Kromé karcinogennich tc¢inki mohou byt aromatické aminy také mutagenni a he-
motoxické (Benigni & Passerini, 2002). Indukce mutaci v kritickych cilovych genech je
zasadni prvek ve vicestupniové tumorigenezi (Beland & Poirier, 1989). Karcinogenni
potencial aromatickych aminti spociva v jejich hydrofobicité, sterickych a dalSich vlast-
nostech, jako je reaktivita ¢i nachylnost k metabolické preméné (Benigni & Passerini,
2002).

Aromatické aminy jsou jednou z nejlépe popsanych skupin, co se tyce karcinogen-
niho ucinku (Lai et al., 1996). Rakovina moc¢ového méchyte u muzi je nejsledovanéj-
$im typem nadoru a je pripisovana pravé expozici amintim, at' uz v komplexnich smé-
sich nebo jednotlivym latkam. Karcinogenni ucinek chemickych latek byva Casto akti-
vovan az tehdy, kdy projdou metabolickou aktivaci, a u aromatickych amind tomu neni
jinak (Kadlubar & Beland, 1985). Na metabolické aktivaci aminové skupiny zavisi jak
akutni, tak chronicka toxicita (Guengerich, 2002). Prvnim krokem byva zpravidla N-
oxidace, kdy vznikaji N-hydroxyarylaminy a N-hydroxyarylamidy, coz se déje diky cy-
tochromu P450 v jatrech. Kromé tohoto hlavniho typu aktivace mohou byt jesté né-
které aminy premeénovany na elektrofilni derivaty cestou oxidace kruhu. N-hydroxy-
arylaminy, iminochinony a epoxidové derivaty jsou pfimé elektrofilni metabolity, za-
timco N-hydroxyarylamidy nejdrive vyZaduji esterifikaci, aby byly schopné reagovat
s DNA (Kadlubar & Beland, 1985). Naptiklad 1-naftylamin byl zprvu povaZovan za kar-
cinogenni latku, avSak testy na zviratech tuto domnénku nepotvrdily. Tato skutecnost
byla pripsana neschopnosti 1-naftylaminu byt metabolizovany na reaktivni elektrofil
(Hammons et al., 1985). Ale bylo prokazano, Ze jeho oxidovana forma N-hydroxy-1-
naftylamin je silné tumorigenni. Tato oxidovana forma se vaZe na DNA za vzniku DNA
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aduktu, reakci arylového dusiku a uhliku v orto pozici na 06 v deoxyguanosinu (Kadlu-
bar et al., 1978). Reakce N-hydroxyarylaminii s DNA probiha skrze protonovany par
nitreniového iontu (Kadlubar & Beland, 1985). Stabilita tohoto reakéniho mezipro-
duktu se tedy jevi jako rozhodujici pri urcovani biologické aktivity aromatickych
amint (Benigni et al., 2000).

Dal$im prvkem, ktery hraje roli zejména pti urCovani orgadnové specificity, je po-
lymorfismus a rozdilna distribuce enzym? podilejicich se na metabolické aktivaci. Na-
priklad pokud N-oxidaci piedchazi N-acetylace, dostupna koncentrace N-hydroxyary-
lamint pro pfesun do mocového méchyte je mensi (Beland et al., 1990). Z ¢ehoZ vy-
plyva, Ze jednotlivci s rychlym acetylatorovym fenotypem maji mensi riziko onemoc-
néni tohoto organu (Hein, 1988). Zajimavosti je, Ze psi nejsou schopni N-acetylace,
takze vyskyt této rakoviny je u nich vyssi. Bohuzel s touto vyhodou se poji i nevyhoda,
a to, Ze tito jedinci jsou naopak vice nachylni k rakoviné streva (Beland et al.,, 1990).

Pfi zkoumani role struktury latky v jejim karcinogennim potencialu bylo stano-
veno nékolik pravidel. Dilezité je, aby struktura obsahovala aromaticky kruh a amino-
vou nebo amino-tvorici skupinu jako jsou hydroxylamino, nitro nebo nitroso skupiny.
Dale zalezi také na tom, kolik aromatickych kruhi ve strukture je, povaha a pozice ami-
nové a amino-tvorici skupiny, pocet a povaha dalSich substituentd, které jsou soucasti
struktury, a nakonec velikost, tvar a polarita celé slouCeniny. Kruhové substituenty
ovliviiuji karcinogenitu zejména skrze stericky efekt, pricemz bylo pozorovano, Ze ¢im
vétsi je substituent (zejména v orto pozici), tim mensi je potencial (Lai et al.,, 1996).
Vyjimkou je substituce chloro nebo methyl/methoxy skupiny v orto pozici, coZ naopak
zvySuje aktivitu (Esancy et al., 1990; Milman & Peterson, 1984). To potvrzuji i Beland
et al. (1997), kteti uvadi, Ze pokud je methylova skupina lokalizovana v ortho pozici
vici aminové skupiné, tak se vyrazné zvySuje mutagenicita a tumorigenicita ve srov-
nani s nemetylovanym aromatickym aminem. Co se tyka povahy aromatického kruhu,
pri bioaktivaci je rychlost-omezujicim krokem odchod acyloxy aniontu. Odchod této
skupiny je dan silou konjugace, ktera se zvysuje od fenylu k vy$$im arylovym struktu-
ram. Tento vliv lze vidét na prikladu ANI (jeden fenylovy aromaticky kruh), ktery je
slabsim karcinogenem neZ benzidin nebo beta-naftylamin (dva fenylové kruhy)
(Katritzky et al., 2000).

Jak jiz bylo zminéno vySe, aromatické aminy mohou byt také hemotoxické. Jako
prikladem mitize byt anilin, ktery je v jatrech N-oxidovan na fenylhydroxylamin a na-
sledné ko-oxidovan na nitrosobenzen a Fe2*-hemoglobin na Fe3*-methemoglobin (me-
tHb). Tento typ hemoglobinu nevaze kyslik, a tak vznika hypoxie. Obé tyto reakce jsou
reverzni. A zaleZi na dostupnosti redukovaného glutationu, ktery ma na starosti udr-
Zovani primérené hladiny metHb. Napriklad na pracovisti je mnoZstvi metHb obsaZe-
ného v krvi stanovena jako bezpectna, pokud nepresahne 5 % z celkového mnoZstvi. Ve
studii Khan et al. (1997) dosli k zavéru, Ze Skodlivé ucinky nastavaji jen tehdy, je-li sle-
zina pretiZzena odbouravanim poskozenych erytrocytd. Jednim z moznych vysvétleni
je, Ze poskozené erytrocyty se stavaji vice rigidni a bunky jsou sekvestrovany a
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degradovany slezinou. BEhem tohoto procesu dochazi k uvoliiovani Zeleza, coz mtlize
vést k aktivaci kysliku, potazmo az k poskozeni DNA (Ciccoli et al., 1999). Ve stejnou
dobu dochazi také k oxidaci lipidd a proteinti a hem je ve velké mife degradovan.
Vsechny tyto reakce dohromady prispivaji k cytotoxicité (Pauluhn, 2004).

Pritomnost aromatickych amint byla zkoumana i v matefském mléce. Thompson
et al. (2002) zkoumali mutagenitu a vyskyt adukti v mateiském mléce u 50 Zen, pri-
cemz u 66 % Zen byl potvrzen vyskyt adukti pripisovanych 4-aminobifenylu. Mu-
tagenni aktivita matefského mléka byla prokdzana u 88 % Zen.

4.5 Legislativa a omezeni

Diikazii o Skodlivych Gi€incich aromatickych aminti je pfemnoho, a proto Evropska Unie
nékolik z nich zakazala. Zakaz plati i na urcita azobarviva, ktera se mohou za reduk¢-
nich podminek (i v lidském stirevé nebo diky jaternim enzymiim) rozkladat na aroma-
tické aminy. Dle Evropské Smérnice Evropského parlamentu 2002/61/ES z Cervence
roku 2002 Evropska Unie rozhodla, Ze do 11. zaii 2003 budou harmonizovany pravni
predpisy tykajici se nékterych azobarviv ve spotfebnim zboZi. Aby bylo lidské zdravi
chranéno, musi byt azobarviva, ktera se mohou rozkladat za vzniku aromatickych
amind, zakazana v produktech, kde prevysuji koncentraci 30 ppm (nebo 30 mg kg1,
0,003 % hmotnostnich). Jedna se o textilni a koZené produkty, které slouzi ke spotiebé
a pri kterych dochazi pravidelné ke styku s kiizi nebo kde hrozi riziko expozice oralni
cestou (Chung, 2015). Témito produkty mohou byt rtizné odévy, ltizkoviny, rucniky,
klobouky, pleny, spaci pytle, kabelky, hracky z textilu nebo prize a textilie urcené pro
konecného spotiebitele. Tato smérnice byla pozdéji zarazena do narizeni Evropského
parlamentu a Rady (ES) ¢. 1907/2006, které plati dodnes (Evropsky Parlament a Rada,
2006). Prehled aromatickych amind, kterych se to tyka je zobrazen v tabulce (Tabulka
2).
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Tabulka 2: Seznam aromatickych amini podléhajicich narizeni Evropské komise a Rady ¢.

1907/2006 (REACH) (Evropsky Parlament a Rada, 2006)

nazev CAS
B1feny1—4—.y1am1n . 99-67-1
4-aminovifenyl xenylamin
Benzidin 92-87-5
4-chlor-o-toluidin 95-69-2
2-naftylamin 91-59-8
2-methyl-4-(2-methylfenylazo)
anilin o-aminoazotoluen
4-amino-3,2 -dimethylazobenzen 97-56-3
4-otolylazo-o-toluidin
S-nitro-o-toluidin 99-55-8
4-chloranilin 106-47-8
4-methoxy-m-fenylendiamin 615-05-4
4,4 -methyldianilin
4,4 -diaminodifenylmethan 101-77-9
3,3 -dichlorbenzidin 91-94-1
3,3 -dichlorbifenyl-4,4 -ylendiamin
3,3 .—dl.m.et.hoxybenmdm 119-90-4
o-dianisidin
3,3 -dimethylbenzidin
4,4"-bis-o-toluidin 119-93-7
4,4 -methylendi-o-toluidin 838-88-0
6-methoxy-m-toluidin p-kresidin 120-71-8
4,4 -methylen-bis-(2-chloranilin) 101-14-4
2,2 -dichlor-4,4"-methylendianilin
4,4 -oxydianilin 101-8-4
4,4 -thiodianilin 139-65-1
o-toluidin
2-methylanilin 95-53-4
4-methylbenzen-m-fenylendiamin 95-80-7
2,4,5-trimethylanilin 137-17-7
o-anisidin
2-methoxyanilin 90-04-0
4-amino azobenzen 60-09-3
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5 Pasivni vzorkovani

5.1 Obecna charakteristika

Jednim z reSeni, jak latky v zivotnim prostredi sledovat efektivné, je pasivni vzorko-
vani. To zahrnuje méfeni koncentraci analytt ve formé vazeného priimeéru z celé doby
vzorkovani. Koncentrace analytu je integrovana po celou expozi¢ni dobu, ¢imzZ se tato
metoda vyhyba ndhodnym nebo extrémnim vykyviim v koncentraci. Takto ziskané
koncentrace poskytuji dlouhodoby prehled o vyskytu polutantu v prostredi (Na-
mies$nik et al., 2005).

Pasivni vzorkovani lze obecné popsat jako vzorkovaci techniku zaloZenou na vol-
ném toku analytu ze vzorkovaného média do sbérného média vzorkovace podle Fic-
kova 1. zdkona. Tento d€j je zaloZen na rozdilu chemickych potencialti mezi dvéma mé-
dii. Mnozstvi analytu ve sbérném médiu nartista do té doby, neZ se dosahne rovnovaz-
ného stavu nebo pokud je vzorkovani ukonceno. V pripadé dosaZeni rovnovazného
stavu probiha tok obéma sméry stejnou rychlosti. Sbérné médium mize byt rozpous-
tédlo, chemické ¢inidlo nebo porézni adsorbent. Prijem latek do vzorkovace je dan di-
ferencialni rovnici dle vztahu:

des Ak Cs )
S _ — 1
dt  mg (CW Kow S

Kde cs (ng kg!) predstavuje koncentraci latky prijimanou do vzorkovace za ¢as t (dny),
cw (ng L1) koncentraci analytu ve vodé, ko (L m2 den-1) predstavuje koeficient prenosu
hmoty, A (m?2) plochu vzorkovace, ms (kg) hmotnost sorbentu a Ksw (L kg1) je distri-
bucni koeficient sorbent/voda pro danou latku. Na prijem latek do vzorkovace ptisobi
celkovy odpor, ktery je prevracenou hodnotou koeficientu prenosu hmoty, a je souc-
tem odport jednotlivych bariér, napiiklad:

t_1, 1 1 @
ko B kw kabw kamw

Kde kw predstavuje koeficient prenosu hmoty pro mezni vrstvu vody, kb pro biofilm a
km pro membranu. Kbw a Kmw jsou pak rozdélovaci koeficienty pro rozhrani bio-
film/voda a membrana/voda. Pokud bereme v potaz, Ze koeficient pfenosu hmoty ko
je roven poméru diftiznich koeficientti a tloustkam jednotlivych bariér § (cm), miizeme
rovnici upravit:

1 46 o) 1)
Wy_m 4D 3)
ko Dw Dmew Dbew

Parametr Ako z rovnice (1) mliZe byt také vyjadien jako vzorkovaci rychlost Rs:
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R; =k,A (4‘)

Rs lze také chapat jako objem vody zbavené analytu vzorkovacim zarizenim za jed-
notku expozi¢ni doby (Booij etal., 2007). Z tohoto vztahu je patrné, Ze vzorkovaci rych-
losti jsou linearné umérné vzorkovaci ploSe vzorkovace, proto pri porovnavani vzor-
kovacich rychlosti mezi riznymi typy vzorkovact je nutné vzit v potaz praveé vzorko-
vaci plochu vzorkovace. Jednotlivé bariéry vytvarejici rezistenci vii¢i piijmu latek do
vzorkovace jsou zobrazeny na obrazku (Obrazek 5).

shérné . -
membrana biofilm

voda

médium

/!

~
41\
1N

/

!

3

m.eff

Obrazek 5: Zobrazeni jednotlivych bariér vytvarejici rezistenci viici piijmu latek do vzorkovace
(Booij etal., 2007)

Pokud je koncentrace ve vzorkovaci na pocatku nulova, reSenim diferencialni rov-
nice (1) je tvar:

ky

Wi (1—ekt) (5)

c,(t)=c

Kde cs(t) predstavuje koncentraci analytu ve vzorkovaci v daném case ¢, cw znaci kon-
centraci analytu ve vodnim prostredi a ki, respektive k2 predstavuji rychlostni kon-
stanty prijmu do vzorkovace a zpétného toku analytt.

Vzorkovani miiZe probihat ve dvou rezimech (Obrazek 6). Jedna se o rezim kine-
ticky a rovnovazny (Vrana et al., 2005). Pasivni vzorkovac miiZe fungovat v téchto re-
Zimech nebo v urcitém rozmezi mezi nimi, cozZ zalezi na typu bariéry, sorptnim mate-
ridlu, geometrii vzorkovace a samoziejmé také na vzorkovacim c¢ase (Seethapathy et
al,, 2008).
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Obrazek 6: Grafické znazornéni priibéhu pasivniho vzorkovani (Vrana et al,, 2005)

Pii rovnovazném rezZimu je doba expozice delsi, aby byl dostatek ¢asu pro ustanoveni
termodynamické rovnovahy mezi vodou a referen¢ni fazi. Princip Cinnosti takového
vzorkovace je, Ze pokud se koncentrace v expozicnim médiu stane konstantni (nedo-
chazi k dalsi akumulaci analytu ve shérném médiu), tak po dosaZeni rovnovahy se kon-
centrace analytu ve sbérném médiu nebude ménit (Gérecki & Namienik, 2002). Pro
tento reZim lze zjednodusit rovnici (5):

Cs = ka_z =y Ksw (6)

Kde Ksw predstavuje distribu¢ni koeficient mezi referen¢ni fazi a vodou. Je zde potieba
dodrzet nékolik podminek, zejména to, aby vzorkovaci zatizeni vzorkovalo dostatecny
objem. Tento objem je charakterizovan konstantou pifenosu hmoty ki, ktera kvantifi-
kuje mnoZstvi vzorkované vody za vymezeny Casovy usek. Konstanta prenosu hmoty
je vyznamné ovliviiovana vzorkovacimi podminkami. Co Ize ovlivnit je napriklad veli-
kost a geometrie vzorkovace. Obecné plati, Ze pri vétSim ploSe vzorkovace je i rychlejsi
vzorkovani (Mayer et al., 2003).

Pri kinetickém reZimu je vyuzivano predpokladu, Ze rychlost prenosu hmoty do
sbérného média je linedrné imeérna rozdilu chemické aktivity kontaminantu mezi
vodni a referencni fazi. V této linearni fazi lze zanedbat desorpci analytu z referencni
faze, tedy rovnice je redukovana nasledovné (5):

cs(t) = cpkqt (7
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Tento vztah mize byt dale upraven:
MS = CWRSt (8)

Kde Ms(t) je hmotnost analytu, ktery se naakumuloval v referencni fazi za Cas t.

Pokud je Rs znadmo, s pomoci expozi¢ni doby t a mnozZstvi analytu zachyceného
vreferencni fazi Ms(t) lze vypocitat cw, neboli ¢asové vazeny primér (TWA, z angl.
slova time-weighted average) koncentrace znecistujici 1atky ve vodni fazi. Pro vétSinu
vzorkovacich zatizeni plati, Ze Rs se neméni v zavislosti na cw, zato miliZe byt Casto
ovlivnéna proudénim vody, turbulenci, teplotnimi podminkami ¢i biologickym znecis-
ténim. Biologické znecisténi vznika prirozené na povrsich ponorenych ve vodé. Vétsi-
nou se jedna o bakterie artiznou floru ¢i faunu, které na povrchu tvori biofilm. Tloustka
takového biofilmu se liSi pro rtizné expozice a mista. Se zvysujici se tloustkou biofilmu
nebo blokaci pért prti difdzi biologické znecisténi vytvari odpor pro prenos analytl a
ovliviiuje tak proces vzorkovani. Organismy tvorici biofilm mohou navic narusit po-
vrch membran, pokud jsou tvoreny z rozkladatelného materidlu (Vrana et al., 2005).

Vyhodou vzorkovani v kinetickém rezimu je, Ze dokaze zachytit kontaminanty
z epizodickych udalosti, které jsou obtizné detekovatelné pti bodovém odbéru vzorki.
Velky vyznam spociva také v tom, Ze jsme schopni zachytit i velmi nizké koncentrace
v delSich casovych tsecich, které jsou vSak z toxikologického hlediska velmi relevantni
(Vrana et al., 2005).

Pasivni vzorkovace obvykle spojuji nékolik krokii v jeden - vzorkovani, selektivni
izolaci analytli, predkoncentraci a v nékterych pripadech i konzervaci. Timto zjedno-
dusuji rtizné kroky pfimo na odbérovém misté. Svym provedenim také snizuji mnoz-
stvi pouZiti chemickych rozpoustédel (Seethapathy et al., 2008). Pasivni vzorkovace
byvaji vétSinou mala zarizeni, kterd nejsou naro¢na na zachazeni a také nepotrebuji
zadny zdroj energie. Po odbéru vzorkovact z mista vzorkovani obecné nasleduji stejné
kroky jako pri jinych vzorkovacich metodach. Mezi dalsi vyznamné vyhody patii moz-
nost vzorkovat velké objemy vody. Pro tyto jejich vlastnosti jsou optimalni pro moni-
toring latek a nachazi uplatnéni v rtiznych studiich zamétenych napriklad na sledovani
pritomnosti ¢i absence latek v riznych matricich zivotniho prostredi, sledovani ¢aso-
vych trendi v obsahu vodnich kontaminant(i, mapovani osudu polutantti a jejich osudu
mezi matricemi, porovnani vyskytu polutantti v bioté a vzorkovacich pro odhad expo-
zice organismiim i ziskani casové vazenych priiméri koncentraci polutantii a mnohé
dalsi (Vrana et al.,, 2005).

[ pres velké vyhody pasivnich vzorkovaci je tfeba si uvédomit, Ze ve vétsSiné pii-
padii data koncentraci kontaminantii obsazené ve vodé, ziskané pomoci pasivnich
vzorkovaci, odrazi pouze rozpusténou frakci a nemusi se nutné rovnat koncentraci
zjisténé pri bodovych odbérech, zejména u velmi hydrofobnich slou¢enin v pritom-
nosti zvySené hladiny rozpusténych organickych latek (Vrana et al., 2005). Dalsi nevy-
hodou miiZe byt relativné nizka vzorkovaci rychlost, kviili které je potieba vzorkovani
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po delsi dobu. Tuto skutecnost v§ak mlizeme brat i jako vyhodu, jelikoz ndm umoziiuje
zjistit Casové vazeny prameér koncentraci, ktery je dtilezitéjsi nez kratkodobé koncen-
trace, jelikoz reflektuji dlouhodobé chovani latek (Namies$nik et al., 2005).

Faktory ovliviiujici analyticky vysledek z pasivniho vzorkovani jsou detek¢ni limit
a environmentalni podminky (napriklad teplota). Detek¢ni limit je dan funkci vzorko-
vaci rychlosti, vzorkovaciho ¢asu, hodnotou koncentraci z neexponovanych vzorkd, re-
produkovatelnosti, senzitivité pouZitého detektoru a selektivité kolony (Namie$nik et
al,, 2005).

5.2 Druhy pasivnich vzorkovacu

JelikoZ se pasivni vzorkovani stalo velmi osvéd¢enou metodou pro monitoring latek
v Zivotnim prostiedi, existuje v dneSni dobé jiZ mnoho druhi pasivnich vzorkovaci.
Vsechny jsou vyrabény tak, aby braly ohled na nékolik faktort jako je napriklad vzor-
kované médium, fyzikalné-chemické vlastnosti sledovanych analytt, forma, v jaké se
analyt nachazi (ionizované, neionizované, sorbované), doba vzorkovani (osmihodi-
nova pracovni expozice vs. tydny expozice pfi monitoringu v Zivotnim prostredi), va-
riabilita environmentalnich podminek nebo cena a dostupnost (Seethapathy et al.,
2008). I presto se vétsina z nich shoduji alespon v nékterych aspektech, jako napriklad
pritomnost bariéry mezi vzorkovanou matrici a referencni fazi. Tato bariéra hraje du-
lezitou roli, jelikoZ ve vétsSiné pripadl rozhoduje o rychlosti, jakou jsou analyty akumu-
lovany za dané koncentrace. M4 také vliv na eliminaci nebo zmenseni efektu externich
faktort jako jsou velocita, teplota nebo vlhkost na vzorkovaci rychlost. Diky této bari-
ére je také mozné definovat selektivitu vzorkovace, ¢imz jej cilené omezime pro urcité
analyty (Gorecki & Namienik, 2002).

Na zakladé vlastnosti bariéry rozdélujeme vzorkovace na dvé skupiny - na prin-
cipu diftze nebo permeace, pricemz proces vzorkovani je pro oba typy stejny. Kdyz
jsou vystaveny vzorkovanému médiu, shromazd'uji molekuly analytu, které se do sbér-
ného média dostavaji difazi pres statickou vrstvu zkoumaného média, ktera je obsa-
Zenav presné vymezenych otvorech ve sbérném médiu, nebo permeaci pres neporézni
membranu. V obou ptipadech je hnaci silou transportu rozdil chemickych potenciali
na obou stranach bariéry. Tento rozdil vznika, kdyZ jsou molekuly analytu zachyceny
na jedné strané bariéry, coZ ma za nasledek vznik koncentra¢niho nebo tlakového gra-
dientu pres bariéru. Idealni shérné médium ma 100% ucinnost, coZ znamena, Ze kon-
centrace analytd blizko povrchu média je nulova. Avsak v praxi se tato uc¢innost ziid-
kakdy bliZi idealu (Gorecki & Namienik, 2002).

Difazni prenos latek skrze statickou vrstvu zkoumaného média a skrze membranu je
popsan Fickovym 1. zakonem diftize:

DA
M:UXt:TCOt 9
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Kde mnozZstvi analytu M (g) je transportovano difazi za cas t (s), kdyZ je koncentracni
gradient v linearni fazi a dc¢innost shérného média je 100 %. U predstavuje rychlost
difazniho transportu (g/s) a D je molekularni difuzni koeficient analytu (cm?/s), 4 je
plocha diftizni cesty (cm?2) a L je celkova délka difizni cesty (cm) a co je hmotnostni
koncentrace ve zkoumaném médiu (g/cm3). Pro vzorkovace se zndmou geometrif a za
konstantni teploty je vzorkovaci rychlost rovna DA/L (cm3/min). Tedy pokud zname
hodnoty D z literatury, Ize vypocitat koncentraci co. AvSak tento pristup ma nékolik ne-
vyhod. Hodnoty difiznich koeficientli D se napiic literaturou lisi a idaje o teplotni za-
vislosti D jsou ¢asto odlisSné. Mezi dalsi faktory patii ztrata analytu sorpci na rtizné ¢asti
vzorkovace nebo ucinnost sbéru, ktera je nizsi nez 100 %. Proto se v praxi nejcastéji
vyuziva kalibrace vzorkovace (Gorecki & Namienik, 2002).

Rychlost ptijmu latek do vzorkovace zavisi na designu vzorkovace, fyzikalné-che-
mickych vlastnostech analytii a na environmentalnich faktorech, které byly zminény
vySe (Vrana et al., 2005). Pasivni vzorkovace, at' uz difazni ¢i permeacni, jsou obecné
pripravovany ve tvaru trubky (tubes) nebo box (badge). Tyto dva zdkladni druhy da-
vaji vznik nékolika dal§im modifikacim, které jsou uplatiiovany pro zlepsSenti efektivity,
sniZeni senzitivity pro fluktuace a usnadnéni desorpci analytt. Z hlediska vzorkovani
vody se pouziva typ ,badge”, ktery je charakteristicky kratsi difizni cestou a vétsi pri-
Fezovou plochou, rychlosti prijmu jsou vétsinou vyssi (Gérecki & Namienik, 2002).

Obecné je dulezité vzit v potaz celkovy mechanismus vymény mezi vodnou fazi
a ¢astmi vzorkovace. Pokud uvazujeme absenci biologického znecisténi, primarni vliv
na prijem latek, respektive krok omezujici rychlost prijmu latek do sbérného média je
Fizen membranou kontrolujici difdzi nebo mezni vrstvou vody, ktera vznika na roz-
hrani membréana-voda (Flynn & Yalkowsky, 1972). TlouStku mezni vrstvy vody ovliv-
nuji vodni turbulence, coZ ma za zdsadni vliv na prenos analytl (Booij et al., 2007).

Vrana et al. (2006) uvadi pouziti dvou typti membran v pasivnich vzorkovacich.
Prvnim typem jsou neporézni membrany, mezi které radime polyethylen s nizkou hus-
totou (LDPE, z angl. slova low density polyethylene), polypropylen a polyvinylchlorid,
PDMS (polydimethylsiloxan), polyimid a jiné nepolarni polymery. Druhym typem jsou
mikroporézni membrany, kde prikladem miiZe byt regenerovana celuldza, polyether-
sulfon, polysulfon nebo polyakrylamidovy hydrogel. V nékterych pripadech vSak slouzi
membrana primo jako sbérné médium pro akumulaci analytd, hovorime naptiklad o
prouZcich z LDPE nebo silikonu ¢i extrakce na pevné fazi (SPME, z angl. slova solid
phase microextraction). V jinych pripadech ma membrana slouZit pro sniZeni toku
vody do sbérného média a oddéleni sbérného média od vody. Takovymi vzorkovaci
jsou napriklad Chemcatcher, MESCO a SPMD. Tyto typy jsou vice rozvedeny v dalSich
Castech této kapitoly. Pri vybéru membrany hraje roli afinita, kterou sledované latky
k membrané maji. Cim mens{ afinita, tim vznika vétsi rezistence viici transportu latek
membranou, coZ ma za nasledek sniZeni vzorkovaci rychlosti (Vrana et al., 2006).
Mimo to ma vybér membrany vliv i na citlivost vzorkovace na tok vody. Pokud je rezi-
stence dana membranou nizsi, rychlost je vice kontrolovana mezni vrstvou vody, ktera
je obecné zavisla na hydrodynamickych podminkach na rozhrani voda-membrana.
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Proto pokud se snazime snizit vliv rychlosti toku pfidanim membrany, ktera ma nizsi
rozdélovaci koeficienty membrana-voda pro sledované analyty, automaticky snizu-
jeme i rychlost vzorkovani. Naopak membrany s vysokymi rozdélovacimi koeficienty
zvySuji vzorkovaci rychlost, ale také zvysuji citlivost vzorkovaci na zmény v toku
(Vrana et al,, 2005).

Zatimco fyzické umisténi pasivnich vzorkovacli nebyva slozité, je zde nékolik
krokd, které predchazeji a které vyzaduji peclivé zvazeni. At uz se jedna o strategii od-
béru vzorkd, urceni jejich poctu a typu, jejich presné umisténi, ¢as a trvani expozice
nebo také naroky na zpracovani vzorki v laboratoti. Dale znalosti o zdrojich znecis-
téni, potencialni osud latek a dostupné analytické metody maji vliv na plnohodnotnou
interpretaci dat (Seethapathy et al., 2008).

V nasledujicich podkapitolach jsou predstaveny nejpouzivanéjsi typy pasivnich
vzorkovaci ve vodé.

521 Vzorkovace na bazi semipermeabilni membrany

Vzorkovace se semipermeabilni membranou (SPMDs, z angl. slova semipermeable
membrane devices) byly poprvé predstaveny ve studii Huckins et al. (1990) a od té
doby patii mezi Siroce vyuzivané vzorkovace pro sledovani a méreni hydrofobnich
kontaminanti ve vodé. Tento typ vzorkovace se sklada z LDPE trubicky (bézna
tloustka filmu v rozmezi 50 pum a 100 um), ktera je naplnéna vysoce ¢istym trioleinem
a uzavirena na obou koncich (Obrazek 7). Diky tomu, Ze je membrana i sbérné médium
hydrofobni, 1ze tento vzorkovac pouZit pouze pro hydrofobni latky (obvykle logKow >
3). Tato zakladni struktura mtizZe byt dale upravena pridanim dalSich casti, které zvy-
Suji ochranu vzorkovace pred nadmérnym proudénim vody ¢i rliznym znecisténim. Po
ukonceni vzorkovani obvykle nasleduje dialyza s pouZitim rozpoustédel a analyticka
kvantifikace nebo extrakce LDPE (z angl. slova low density polyethylene) membrany i
trioleinu rozpoustédlem. Tento typ je vhodny pro Siroké spektrum latek jako jsou na-
ptiklad polychlorované bifenyly (PCBs), polycyklické aromatické uhlovodiky (PAHs),
organochlorové pesticidy ¢i dioxiny a furany.

pruZina

koliky /) y
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Obrazek 7: Stavba SPMD vzorkovace (Seethapathy et al., 2008)
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5.2.2 Integrativni vzorkovace pro polarni organické latky (POCIS)

POCIS (z angl. slova polar organic chemical integrative sampes) byl navrzen tak, aby
doplnoval pouziti SPMD, tedy je vhodny pro latky s logKow < 3, které oznacujeme jako
hydrofilni. BéZna struktura vzorkovace se sklada ze sorbentu, ktery je stlaCen mezi
dvéma mikroporéznimi polyethersulfonovymi membranami a upevnén dvéma nere-
zovymi krouzky (Obrazek 8). Vzorkovac je mozné dale modifikovat pouzitim vice sor-
bentl podle typu latek, které sledujeme. Pouzitim tohoto vzorkovace l1ze monitorovat
pesticidy, farmaceutika, ale i produkty osobni péce (Seethapathy et al., 2008). Ziskané
koncentrace latek reflektuji biodostupnou slozku, jelikoz POCIS vzorkuje rozpusténé
latky ve vodé (Vrana et al,, 2005). Alvarez (2010) ve své studii popisuje dva typy POCIS
vzorkovaci dle toho, pro jaké latky jsou vhodné. Jedna se o POCIS pro pesticidy a POCIS
pro farmaceutika. Odlisuji se jinym sorbentem - tedy fazi, do které se akumuluji ana-
lyty. POCIS po pesticidy obsahuje trojfazovou piimés Isolute® ENV a Ambersorb®
1500 nebo 572 uhliku rozptyleného na S-X3 BioBeads®. POCIS s timto typem sorbentu
byl pripraven pro vzorkovani pesticidii a hormont, avsak s pribyvajicim seznamem
chemickych latek, pro které mél byt tento vzorkovac¢ vhodny, se ukazalo, Ze je obtiZné
ziskat riizné typy latek ze sorbentu. Jednalo se naptiklad o farmaceutika s riiznymi
funk¢nimi skupinami. Z tohoto divodu byl vytvoien druhy typ, ktery obsahuje sorbent
Oasis HLB. Tento sorbent je povaZovan za univerzalni sorbent pro celou fadu chemic-
kych latek a je hojné vyuzivan pri environmentalnich analyzach (Alvarez, 2010). AvSak
v novéjsi literatuire uz lze dohledat mnoho modifikaci tohoto vzorkovace. Jednim
z omezeni bylo, Ze neni prili§ vhodny pro silné hydrofilni latky a iontové organické
latky ve vodé. Védci tak stale hledaji a inovuji dosavadni vzorkovace, aby nasli efektiv-
vzniklo mnoho raznych typil vzorkovacl typu POCIS. Velmi dobry prehled poskytuje
Godlewska et al. (2021), kde autori sumarizuji vzorkovace na bazi POCIS v letech od
2004, tedy z doby, kdy byl tento vzorkovac navrhnut, az do 2020.

otvory pro sorbent

==
polyethersulfonova CD
membréana -
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kruhy

Obrazek 8: Stavba POCIS vzorkovace (Seethapathy et al., 2008)
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5.23 Chemcatcher

Tento vzorkovac vyuziva difuzi-limitujici membranu a sbérné médium ve formeé pevné
faze. Obé tyto Casti jsou upevnény inertnim plastovym krytem (vétSinou polytetetra-
fluoroethylen (PTFE) nebo polykarbonat (Obrazek 9). Chemcatcher lze pouZit jak pro
polarni, tak i pro nepolarni latky. Oba dva typy pouzivaji jako sbérné médium C18 Em-
pore disk a liSi se v provedeni membrany. Je vyuZivan zejména pro vzorkovani alkylfe-
nolt, zhasecl horeni, steroidli nebo farmaceutik (Vrana et al., 2005). M{iZe byt pouZit
jak pro vzorkovani kinetické, tak rovnovazné. V novéjsich experimentech je pouzivan
jako sbérné médium i styrendivinilbenzen (SDB). Dostupné jsou tfi riizna provedeni,
ktera se lisi hloubkou dutiny, ve které je umisténo sbérné médium, coZ ma vliv na vzor-
kovaci rychlost. Cim mensi je hloubka, tim je vzorkovaci rychlost vétsi, ale za to je tento
design vice nachylny ke zménam rychlosti proudéni a turbulenci (Charriau et al,,
2016).
zaklad z shérné

polypropylenu médium

membrana

!

polypropylenovy
nosny disk

polypropylenovy
Sroubovaci uzavér

Obrazek 9: Stavba Chemcatcheru (Seethapathy et al., 2008; Zaixing, 2006)

524 Keramicky dozimetr

Keramicky dozimetr sestava z keramické trubicky, ktera slouzi jako difuzi-limitujici
bariéra uzavira sbérné médium obsahujici pevné sorp¢ni kulicky (Obrazek 10). Kera-
mickou bariéru lze upravit, aby méla jinou velikost. Adsorbent je volen dle sledovanych
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latek, napriklad s pouzitim Dowex Optipore L-493 lze vzorkovat benzen, toluen, xylen
nebo naftalen (Vrana et al., 2005).

Obrazek 10: Keramicky dozimetr se sorpénimi kulickami (Booij et al., 2007)

5.2.5 MESCO

Vzorkova¢ MESCO (z angl. slova membrane enclosed sorptive coating) je sestaven
z tyCe obalenou polydimethylsiloxanem (PDMS) nebo hrubym silikonovym materia-
lem (zapu$ténym v kapaliné), které slouZi jako sbérné médium pro analyty (Obrazek
11). Tato faze je uzaviena v dialyza¢ni membrané. Tyto vzorkovace jsou vyhodné
zejména diky jednoduché aplikaci a bezztratové separaci sbérné faze, zjednodusSené a
bezztratové zpracovani v laboratoii bez dalSich krokt ¢isténi primou termickou de-
sorpci nebo mikroextrakci rozpoustédlem, moZnost obohatit sbérné médium referenc-
nimi slou¢eninami (PRC) pted expozici a je vhodny i pro pouziti pti sledovani biologic-
kych ucinki (Vrana et al,, 2001).

44— LDPE membrana

- ‘ﬂ"""’— silikon

/ plnéni tekutinou

Obrazek 11: Stavba vzorkovace MESCO (Booij et al., 2007; Paschke et al., 2006)
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5.2.6 DGT a o-DGT

Vzorkovac na bazi difiznich gradientii v tenkych vrstvach neboli se zkrdcenym nazvem
DGT (z angl. slova diffusive gradients in thin films) byl vyroben jako monitorovaci na-
stroj pro sledovani stopovych koncentraci tézkych kovi. Princip DGT spociva v kvan-
titativnim difiznim transportu rozpusténych latek pies jasné definovany koncentracni
brana je primo vystavena sledované matrici a ma za kol chranit vrstvu diftizniho gelu.
Poté, co se sledované latky dostanou pres tyto casti, jsou nevratné odstranény nebo
chelatovany na zadni strané diftizniho gelu selektivnim vazebnym ¢inidlem, které je
zakomponovano ve druhé vrstvé hydrogelu (Obrazek 12). Typickym cinidlem je Chelex
100. Jako hydrogel se béZné pouziva polyakrylamid, ktery lze ptipravit s riznymi vy-
slednymi vlastnostmi. Lze docilit i témér neomezené difize diky obsahu vody v gelu az
95 %. VSechny tyto ¢asti jsou sestaveny dohromady a uloZeny v celoplastovém zatizeni
s vickem. Vicko ma presné rozmeéry tak, aby se docililo vodotésnosti, ale zaroveri je zde
otvor, ktery umoziuje expozici definované plochy filtru (Zhang & Davison, 1999).

- o
membranovy

filtr
diftzni gel

pryskyficovy
gel

zakladna

Obrazek 12: Stavba DGT vzorkovace (Averos et al., 2020)

Pozdéji byl tento vzorkovac upraven, aby bylo moZné jej pouZit i pro organické
latky jako jsou rtizné druhy léki ¢i pesticidii. Tento vzorkovac je znamy pod zkratkou
0-DGT. Pro omezeni vlivu biofoulingu se na vzorkovac ptidava polyethensulfonova
membrana, ktera je odolna viic¢i aktivité mikroorganismi a chrani hydrogelovou vrstvu
(Chen et al.,, 2012). AvSak Vermeissen et al. (2012) poukazuji na to, Ze tato membrana
miZe byt pro nékteré typy latek lepSim sbérnym médiem neZ pouzity sorbent, coz ma
za nasledek retenci latek pravé v této membrané.
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5.3 Charakteristika vzorkovacu pouzitych v experimentu

Pro ucely experimentu byly vybrany celkem tfi typy vzorkovaci, a to na bazi sorbentu
- speedisk a dva vzorkovace s Affinisep diskem, pricemZ jeden je opatren hydrogelo-
vou vrstvou a druhy nikoliv (Tabulka 3). Tento typ vychazi z predpokladu, Ze hydroge-
lova vrstva snizuje vliv hydrodynamiky na prijem latek vzorkovacem. Design je prevzat
z modelu DGT vzorkovace doplnéného o vhodny sorbent pro aromatické aminy, ktery
je vice popsan v nasledujicich kapitolach. Zaroven je také bran v potaz design vzorko-
vace navrhnuty v praci Urik & Vrana (2019), kde navrhuji pouziti oboustranného vzor-
kovace pro zvétSeni vzorkovaci plochy, a tedy i vzorkovaci rychlosti. Vzorkovac typu
speedisk byl zvolen pro jeho robustnost, odolnost a snizené riziko kontaminace diky
jeho jiZ sestavené konstrukci.

Tabulka 3: Seznam vzorkovacii a jejich charakteristika

y : Affinisep disk + - ,
Typ vzorkovace speedisk hydrogel Affinisep disk
Zkratka speedisk HPS AD
0,1 cm 1,5%
Difazni vrstva - hydrogel + 17_0 -
um nylonova
sitka
Polystyren- Polystyren-
H>O Philic divinylbenzen divinylbenzen
Typ sorbentu divinylbenzen sulfonat sulfonat
(DVB) s reverzni fazi s reverzni fazi
(SDB-RPS) (SDB-RPS)
?;E;’etzsjt ~600 mg ~300 mg ~300 mg
Filtr ze AttractSPE® ze | AttractSPE® ze
Filtr sklenénych sklenénych sklenénych
vlaken vlaken vlaken
Vzorkovaci 19,6 cm? 11,3 cm? 11,3 cm?
plocha
5.3.1 Speedisk Bakerbond

Technologie speedisku je zaloZena na extrakci na pevné fazi (SPE, solid phase ex-
traction), kterd spociva v tom, Ze se latky zachycuji na pevné fazi a nasledné se z ni
extrahuji. Prodava se pod vyrobnim jménem ].T.Baker® BAKERBOND Speedisk™ jiz
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zhotoveny se vSemi ¢astmi a tento design je také patentovan. Jeho laminarni provedeni
maximalizuje pristup molekul analytu k mikroc¢asticovému sorbentu. Mezi jeho dalsi
vyhody patrii odolnost proti ucpani a zaroven vysoka propustnost, ¢imz je idealni k po-
uziti pro analyzu jak Cirych vzorki, tak vzorki s velkym mnoZstvim ¢astic. Diky tomu,
Ze je speedisk jiZ sestaven, limituje se riziko kontaminace, jelikoZ ruce nikdy neprijdou
do kontaktu se sorpénim diskem. Polyesterovy obal poskytuje bariéru, ktera odpuzuje
vlhkost a eliminuje riziko kontaminace plastovymi aditivy (naptiklad ftalaty). Spee-
disky jsou na bazi silikonu a polymeru. Jsou dostupné ve velikosti 50 mm a jsou vhodné
pro vzorky od 200 ml do 2 1 (Avantor, 2017). Uvnitf najdeme celkem 5 Casti, které za-
jist'uji vysokou preciznost, kapacitu a vytéznost (Obrazek 13).

jistici kolecko

screen

filtr ze sklenénych viaken
sorbent

filtr ze sklenénych viaken

screen

Obrazek 13: Struktura speedisku - jeho jednotlivé ¢asti obsaZené uvniti vzorkovace

MizZe byt pouzit pro stanoveni celé rady chemickych latek, zejména ve vodnich
vzorcich, s riznymi vlastnostmi, dle kterych se lisi sorbent umistény uvniti (Tabulka
4). Pro stanoveni aromatickych aminii v této praci byl pouzit sorbent H20 Philic DVB
s vyrobnim ¢islem 8072-06, ktery obsahuje sorbent obohaceny o styren-divinilbenzen
(Avantor, 2017).

Tabulka 4: Pfehled druhti sorbentii a cilové analyty

Typ sorbentu Stanovované latky

Slabé polarni az  nepolarni,
pramyslové vzorky

Slabé az stredné polarni (fenoly,
sulfonylurea)

Slabé polarni az  nepolarni,
chlorované kyseliny

H2O Philic DVB Hydrofobni a lehce hydrofilni

SAX (silny vyménik aniontu) Halooctové kyseliny

C18 (octadecyl)

C18 polar plus

H20O Phobic DVB
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5.3.2 Affinisep disk

Tento typ vzorkovace je, stejné jako vzorkovacl speedisk, zaloZen na principu SPE.
Jedna se o disk s vyrobnim jménem AttractSPE®disk, ktery i pies jeho tenkost je velmi
odolny a vykazuje dobrou retenci béhem analyzy vzorku. Je v souladu s predpisy me-
tod EPA (z angl. slova Environmental protection agency). Tyto disky jsou vyrabény pro
dvé vyuziti - v analyze Zivotniho prostredi, které vyuzivame v tomto experimentu, a
pro biomolekularni analyzy. Diky rychlému pritoku a velké vyménné plose jsou
schopny vzorkovat velké mnozZstvi vody. DalSi vyhodou je vysoka kapacita, kratSi doba
extrakce a vysoka vytéznost (> 90 %). Tyto disky jsou také skvélym komponentem do
vzorkovaci typt Chemcatcher, kde slouZzi jako zachytnd membrana, coz je dano jejich
dobrou retenci a snadnym pouzivanim. Jsou dostupné s mnoha typy sorbentti, napfi-
klad C18, SDB, HLB nebo RPS ve dvou velikostech 47 mm nebo 90 mm v priiméru. Po-
uziti je vhodné jak pro cisté vody, tak pro vody s vysokym obsahem necistot. Lze je
pouzit pro analyzu Siroké skaly environmentalnich polutantd, jako jsou pesticidy, 1é-
C¢iva ¢i polycyklické aromatické uhlovodiky (PAHs, z angl. slova polycyklické aroma-
tické uhlovodiky). Pro zlepSeni pouziti je vhodné tento disk doplnit o predfiltr, v nasem
pripadé se jedna o AttractSPE®prefiltr, ktery zabranuje ucpani v pripadé pouziti pro
vzorky s velkym obsahem necistot (Affinisep, 2023). Tento predfiltr je pouZitiv nasSem
navrhu na vzorkovag, jelikoz jej pouzivame pro vzorkovani v terénu, kde piijde do kon-
taktu s velkym mnoZstvim znecisSténi. Affinisep disk je umistén na nerezovém kolecku,
které je opatieno péti dirami pro umisténi Sroubk. Na disku je poloZen predfiltr a tyto
dvé casti jsou priklopeny nerezovym krouzkem, kde je také pét otvorl pro upevnéni.
Tento systém je oboustranny, tedy z obou stran nerezového kolecka jsou Affinisep
disky, filtr a nerezovy kruh (Obrazek 14).
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nerezovy | Affinisep < B o nf rra%ive
kruh disk ————— —— Kolecko

predfiltr

Obrazek 14: Sestaveni Affinisep vzorkovace bez hydrogelu

Modifikaci tohoto vzorkovace byl vytvoren treti typ, a to takovy, ktery obsahuje dalsi
vrstvu. Jak jiz bylo zminéno vyse, prijem latek do vzorkovace je ovliviiovan nékolika
faktory. Asi nejvétsi vliv ma hydrodynamika, diky tomu, Ze prenos latek je zde vystaven
odporu v mezni vrstvé vody. V ptipadé POCIS vzorkovace ¢i Chemcatcheru je vyuZzita
membrana z mikroporézniho polyethersulfonu (PES, z angl. slova polyethersulfone),
avsak je zde stale pozorovan vliv mezni vrstvy vody. Jako dal$i moZnosti mize byt sil-
néjsi trubicka z mikroporézniho polyethylenu ¢i difizni hydrogelova vrstva (Harman
etal, 2012). Efekt hydrodynamiky v tomto experimentu zmensSujeme pouzitim difuze-
limitujici membrany v podobé hydrogelové vrstvy. Tento typ byl pfedstaven v praci
Urik & Vrana (2019), jak jiz bylo zminéno diive. Jedna se o 1,5% agaré6zovy hydrogel o
tloust'ce 0,1 cm, ktery je dale doplnén o nylonovou sitku, jelikoZ samotny hydrogel se
ukazal jako nepfriliS odolny. Pri pripravé se tedy hydrogel zaléva do sitky, aby se s nim
lépe zachazelo a mél vétsi robustnost. Hydrogelova vrstva je vloZena mezi filtr a Affi-
nisep disk (Obrazek 15). Jeji priimér je 5,5 cm a diky oboustrannému designu ¢ini vzor-
kovaci povrch 22,7 cm2. AvSak v pripadé této prace je vzorkovaci plocha polovi¢ni, tedy
11,3 cm?, jelikoZ se jednotlivé disky z jednoho vzorkovace extrahuji zvlast. Stejné jako
v predchozim pripadé je cely vzorkoval upevnén nerezovymi kruhy a priSroubovan
dohromady. DetailnéjSi popis pripravy je uveden v praktické casti této prace.

Urik & Vrana (2019) ve svém experimentu ochranou membranu, kterd by byla
poloZena na hydrogel, nepouZili, ale upozornili na fakt, Ze mtlize byt pozorovana rych-
lejSi degradace hydrogelové vrstvy, a proto doporucuji snizit expozi¢ni dobu. Tento jev
se projevil pri jejich terénnim pozorovani, kdy po ctyrtydenni expozici sledovali
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zmensSeni tlouStky hydrogelu. V naSem pripadé je tento problém vyreSen pridanim
kiremenného filtru, kde nepredpokladdme vyznamnou akumulaci sledovanych latek.

T 9

Affinisep
disk

hydrogel predfiltr

Obrazek 15: Sestaveni hydrogelového vzorkovace
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5.4 Kalibrace vzorkovacu

Pro stanoveni latkové-specifickych konstant ki1 a k2 a distribu¢niho koeficientu
K je mozZné pouzit dva zplisoby. Za uZiti teoretického zptlisobu lze tyto parametry cha-
rakterizovat pomoci semi-emipirickych korelaci mezi koeficienty prenosu hmoty, fyzi-
kalné-chemickymi vlastnostmi a hydrodynamickymi parametry. AvSak tento zptisob
neni optimalni s ohledem na komplexitu vodniho proudéni kolem vzorkovacti béhem
expozice a je Casto obtiZzné odhadnout parametry prijmu z kinetiky prvniho radu. Dru-
hou moznostije vyuziti kalibrace pasivnich vzorkovaci, ktera probiha za laboratornich
podminek a se znamymi koncentracemi (Namiesnik 2005).

Kalibrace spojuje informace o mnozstvi akumulované 1atky s jeji koncentraci ve
sledované matrici zjisténim jeji vzorkovaci rychlosti Rs. Pro zjiSténi hodnot Rs pasivni
vzorkovace musi byt kalibrovany za laboratornich podminek nebo in situ (Vrana et al.,,
2006).V literature pro laboratorni provedeni jsou uvedeny celkem tfi postupy. Prvnim
je staticka kalibrace, ktera je provedena v uzavireném systému, kde jsou analyty pii-
dany na zacCatku experimentu. Tento typ je vhodny, pokud testované latky nepodléhaji
degradaci anebo kalibrace trva par dni. Druhym typem je obnovujici se staticka kalib-
race, ktera je také provedena v uzavieném systému, avSak analyty jsou dopliiovany
v konstantnich intervalech. S timto typem se miizeme setkat nejvice, diky jeho snad-
nému provedeni. Je pouzivan napftiklad v pripadech, kdy staticka expozice by vedla
k velkému ubytku vody nebo kdyz je problémové docilit stabilnich koncentraci analytt
ve vodé v pripadé pritocného nastaveni. Poslednim typem je pritocna kalibrace pro-
vedend v otevireném systému s kontinualnim prisunem kontaminované vody, avsak je
mnohem vice naro¢na (Godlewska et al., 2021; Greenwood et al., 2007)

Aby se lépe reflektovaly environmentalni podminky béhem statické kalibrace, je
vhodné pouzit néjaké zatizeni, které bude zajistovat promichavani vody. Nejcastéji se
jedna o druh magnetického michadla. Takto upravené kalibraci rikdme semi-staticka
(nebo quasi-staticka) (Godlewska et al., 2021).

Druhym typem kalibrace je in situ, ktera se provadi primo na misté. Diilezité jsou
vysoké hodnoty R, jelikoZ se organické polutanty vyskytuji v Zivotnim prostiedi v niz-
kych koncentracich. Vzorkovaci rychlost Ize zvySit ipravou designu vzorkovace, jak jiz
bylo zminéno vyse. Je diilezité znat, jaka ¢ast limituje piijem testovanych analytl. Zpra-
vidla se jedna o Ctyri c¢asti, a to sbérné médium, membranu, biotickou kontaminaci
membrany a mezni vrstvu vody, jak jiZ bylo zminéno vySe. Hodnoty Rs mohou byt také
ovliviiovany environmentalnimi podminkami jako je salinita vody, pH donoru, teplota
nebo koncentrace rozpusténych organickych latek. Z tohoto diivodu se doporucuje po-
uzivat referenc¢ni slouceniny (PRC). Zpravidla to byvaji izotopicky znaCené slouceniny,
které se nevyskytuji v prirodé (Godlewska et al., 2021). Jsou pridany do vzorkovaného
média spolu se vzorkovaci a béhem expozice jsou uvoliiovany do vody. Pfijem analyti
do vzorkovace a uvolilovani referenc¢nich latek probiha stejnym molekularnim mecha-
nizmem. Pokud tedy pri expozici dochazi kvlivu zmén v environmentalnich
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podminkach, tyto stejné zmény by mély byt reflektovany v uvolnovani referencnich la-
tek ze vzorkovace (Harman et al., 2012).

Hodnoty Rs jsou také zavislé na fyzikalné-chemickych vlastnostech zkoumanych
analytd (rozpustnost, hydrofobicita, molekuldrni hmotnost). Pti rtiznych hodnotach
pH miiZe dochazet k ionizaci funk¢nich skupin u celé fady chemickych latek. Hodnota
pH ma navic i vliv na hydrofobicitu nebo rozpustnost sledovanych analytt. Rozpusténé
organicke latky se mohou vazat na zkoumané analyty nebo zabirat adsorpni mista a
inhibovat tak adsorpci latek, které sledujeme. Kromé zde zminénych faktorid hraje roli
i tok vody, kde se ukazuje, Ze pri kinetickém vzorkovani, je zde korelace mezi tloustkou
mezni vrstvy vody a rychlosti toku vody. Proto zvysenim rychlosti toku vody se sniZuje
tloustka mezni vrstvy vody, ktera ovliviiuje vzorkovaci rychlosti analytti ve vzorkovaci
(Godlewska et al., 2021). Dalsim faktorem je teplota, kde se predpoklada, Ze se zvySu-
jici se teplotou roste mobilita analytd a zvySuje se prenos latek do sbérného média
vzorkovace. Se vzristajici teplotou také roste chemicky potencial, ktery ma vliv na pro-
stup latek membranou (Djomte et al.,, 2018).
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6 Cistirny odpadnich vod

Odtoky z cistiren odpadnich vod i po precisténi obsahuji rizné koncentrace kontami-
nantd. Tyto vypusté jsou tedy jednim ze zdroji chemickych latek v Zivotnim prostredi
(Bueno etal., 2012). V okoli ¢istiren tak mohou mit subletalni aZ letalni u¢inky na vodni
organismy. Prikladem téchto kontaminantii jsou aromatické aminy, u kterych je jed-
nim z pozorovanych subletdlnich tc¢inki mutagenita (Ellis et al., 1982). Mimo mu-
tagenni ucinky byla naptiklad u 3,4-dichloranilinu pozorovana i endokrinni disrupce
(Tasca & Fletcher, 2018).

Doposud bylo zkoumano nékolik zplisobt, jak odstranit aromatické aminy z od-
padnich vod. Jmenovité naptiklad biologické, chemické, fyzikalni, fotokatalytické ¢i po-
krocilé oxidacni procesy. Konvencni procesy jako extrakce, adsorpce na aktivni uhli,
zminéna chemicka oxidace, elektrochemické techniky ¢i ozarovani jsou ne prilis
vhodné v diisledku vzniku nebezpecnych vedlejsich produktt spolu s nizkou Gc¢innosti
(Franciscon et al., 2010). Chemicka oxidace ANI a substituovanych aromatickych
aminl vede ke vzniku rtznych produktd. Konec¢né produkty jsou vsak zavislé na re-
ak¢nich podminkach a typu oxidacniho ¢inidla. Nejcastéji je pouZivan chlor, chroman
a manganistan (Casero et al., 1997). Pokud se podivame na fyzikalni procesy, adsorpce
se zda byt nejucinnéjsi. Jako adsorbenty se pouziva aktivni uhli, popilek, aktivovany
oxid hlinity, zeolit a dalsi. Adsorp¢ni procesy jsou vSak viceméné piesuny z jedné faze
na druhou a problém nastava priregeneraci sorbentu, kdy je obtiZné aromatické aminy
spravné zlikvidovat. Pokrocilé oxida¢ni procesy predstavuji slibnou metodu odstrano-
vani nékolika organickych kontaminantd, jak z vody, tak z piidy. Tyto metody jsou za-
loZeny na principu vzniku velmi silného oxidac¢niho ¢inidla, coZ mtze byt napriklad
hydroxylovy radikal (Oturan & Brillas, 2007). Soucasti je fotokatalyticky systém, ktery
je obvykle kombinaci TiO2, ZnO, W03, Sn02 a UV. Na oxidaci aromatickych amint bylo
pouzito i Fentonovo Cinidlo - smés peroxidu vodiku a Fe2+, ktera produkuje také hyd-
roxylovy radikal. Tato smés je uc¢inna pro celou radu sloucenin, jako jsou alkoholy,
ethery, chlorované fenoly nebo pesticidy (Casero et al., 1997). Vyhodou tohoto ¢inidla
je uplna mineralizace organickych sloucenin vedouci ke vzniku neSkodnych produkti
jako jsou voda a oxid uhlicity (Narayana & Sunil, 2009). Naopak nevyhodou je vznik
nezadoucich latek jako jsou kaly s obsahem hydroxidu Zelezitého, jehoZ odstranénti si
zada doplnujici separacni procesy (Pereira et al., 2015).

Jako nejslibnéjsi se zdaji biologické procesy, které vyuzivaji ptirozenych procesi
probihajicich v Zivotnim prostiedi. Navic z hlediska ekonomiky jsou vyhodné, energe-
ticky ucinné a ekologicky proveditelné. Zde rozd€lujeme dva hlavni pristupy pro de-
gradaci aromatickych sloucenin, které se odliSuji pritomnosti kysliku, respektive jeho
nepritomnosti. Pfi aerobnim katabolismu aromatickych latek je kyslik kone¢nym ak-
ceptorem elektront, ale také jednim ze substratii béhem dvou klicovych procesti - hyd-
roxylace a oxygenolytické Stépeni aromatického kruhu, které provadéji oxygenazy
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(Parales & Resnick, 2006). Naopak pri anaerobnim katabolismu je vyuZzita odliSna stra-
tegie zaloZena na reduké¢nich reakcich, které plisobi na aromaticky kruh (Pinheiro et
al,, 2004). I pres to, Ze je aerobni katabolismus pouzivan pro aromatické slouceniny,
nemusi fungovat pro vSechny aromatické aminy. Bylo vyzkoumano, Ze ty, které jsou
substituované hydroxylovou nebo karboxylovou skupinou, jsou degradovany za meta-
nogennich a sulfat redukujicich podminek (Kalyuzhnyi et al., 2000) a zda se, Ze ne-
jobtiZnéji rozloZitelné jsou zejména sulfonované aromatické aminy (Razo-Flores et al.,
1996). Aerobni biodegradace vsak ma tu nevyhodu, Ze aromatické aminy se po vysta-
veni kysliku misto rozkladu samovolné oxiduji. Diky tomu vétSinou vznikaji vétsi mo-
lekuly a jejich biodegradabilita tak klesa. Jako alternativu za kyslik mtiZe poslouZit du-
si¢nan. Zaroven mohou vznikat vyssi ndklady v disledku vyssi spotieby energie na
provzdusiovani (Pereira et al., 2011). V pripadé anaerobni degradace je stale potteba
vice zkoumani a pochopeni, i presto, Ze tento zpiisob prevazuje v mnoha mistech jako
jsou vodonosné vrstvy, vodni sedimenty a zatopené plidy nebo kalové vyhnivaci na-
drze, kde je kyslik mnohem rychleji konzumovan nez vyrabén. CoZ znameng, Ze na
mnoha piirodnich stanovistich prevladaji anoxické podminky a anaerobni katabolis-
mus mikroorganismi se tak stava klicovym pro biogeochemické cykly (Pereira et al.,
2015).

Terénni experiment praktické ¢asti byl proveden na Cistirné odpadnich vod
v Modricich. Tato ¢istirna precisStuje vodu nejen z mésta Brna, ale také z ptilehlych obci
a mést. Sklada se z mechanické i biologické Casti a soucasti je i kalové a energetické
hospodarstvi. Ro¢né projde touto Cistirnou odpadnich vod zhruba 35 miliond kubika
odpadni vody. Cistirna v Modficich od svého ptisobeni od roku 1961 prosla rekon-
strukci, rozsifenim a optimalizaci. Diky tomu je v soucasné dobé kapacita Cistirny
640 000 ekvivalentnich obyvatel. Na vstupu do COV je umisténa stavidlova komora,
ktera umoziuje odvadét ¢ast odpadnich vod do deStové nadrze a po naplnéni této
zdrze a dosazeni maximalniho povoleného priitoku COV dochazi k prepadu odpadnich
vod do reky Svratky. Odpadni vody jsou privadény tfemi kmenovymi stokami. Ty se
spojuji ve vstupni natokové komore a odpadni voda je dale vedena skrze Ctyti lapaky
Stérku a nasledné pres strojné stirané cesle. Dale voda odtéka do Sesti drah provzdus-
novacich lapaka pisku, kde je diky flotaci zachycovan tuk. Pisek je téZzen cerpadly a pie-
dan do tridicek, zatimco tuk se jima v separa¢nim zarizeni. Za témito ¢astmi je zabudo-
van mérny profil ptitoku na COV a automaticky vzorkovaé. Takto pie¢isténi voda je
Cerpaci stanici dopravena na mechanické Cisténi skladajici se ze ¢tyr Snekovych cerpa-
del a ¢tyr kruhovych usazovacich nadrzi o priméru 36 metrd a obtokovym kanalem
pro tyto nadrze, ktery je v provozu pouze za destovych udalosti. Kal z téchto nadrzi,
tedy primarni kal, je od¢erpavan na gravita¢ni zahusténi (BVK, 2024).

Nasleduje biologické Cisténi, které sestava z nitrifikace s predrazenou denitrifi-
kaci a s chemickym srazenim fosforu. Biologickou linku tvofi ¢tyfi samostatné drahy.
Aktivacni smés z dvojice nadrzi je vedena pres odplynovaci nadrz do rozdélovaciho
objektu, kde dochazi k separaci aktivovaného kalu do trojice dosazovacich nadrzi.
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Odplyniovaci nadrZe maji za kol eliminovat vzduchové bubliny, které vznikaji v di-
sledku prirozené flotace v pritoku z aera¢nich nadrzi. Celkem jsou zde ctyri aktivacni
systémy s aeraci jemnymi bublinkami, které jsou vytvareny pomoci vzduchu z dmy-
charen. Diky aeraci je eliminovano organické znecisténi, fosfor a dusik. Z téchto akti-
vacnich nadrzi je aktivacni smés vedena do dosazovacich nadrzi. Zde dochazi k usazo-
vani a oddélovani nerozpusténych latek (aktivovany kal) od biologicky vycisténé od-
padni vody a k recirkulaci aktivovaného kalu do aktiva¢nich nadrzi, aby byla dosaZena
potiebna koncentrace aktivni biomasy. V aktiva¢nim procesu se totiZ mikroorganismy
neustale mnoZi, a je tak potreba prebyte¢nou biomasu (prebytecny sekundarni kal)
odvadét pryc¢. Tento prebytecny kal je zpracovavan pomoci strojniho zahusténi. Aby
doslo k odstranéni fosforu, je aktivace opatiena davkovacimi stanicemi pro srazenti Ze-
lezitou a/nebo hlinitou soli. Z dosazovacich nadrzi je vycisténa voda hnana pies odto-
kovy objekt, ktery je opatien Cerpaci stanici biologicky vycisténé vody, méricem pri-
toku a vzorkovacim automatem a navazuje na vypust do reky Svratky. Kalovou linku
pro zpracovani kalu tvori gravitacni zahustovaci nadrZe pro primarni kal, zahustovaci
odstiedivka pro prebytecny sekundarni kal, homogeniza¢ni nadrze, vyhnivaci nadrze,
uskladnovaci nadrZe vyhnilého kalu, zarizeni na odvodiiovani kalu a susarnu kalu. Vy-
hnily kal prochazi procesem odvodiiovani v odstiedivkach a poté je Snekovym doprav-
nikem premistén do kontejnert a nasledné urcen pro kompostovani nebo je ¢erpan do
susarny kalu. V prvnim piipadé je kal hygienizovan priddnim oxidu vapenatého a ve
druhém pripadé dochazi k hygienizaci a pasterizaci s dlouhou dobou zadrZeni kalu
v kombinaci s teplotnim spadem. Vysledny kal ze susarny ma susinu 92%. Kalovy plyn
vznikajici béhem procesu anaerobniho vyhnivani kalu je odvadén z vyhnivacich nadrzi
do plynojemi, odsifen v odsifovaci jednotce a ndsledné doplnén do plynovych motord,
zajisStujici chod generatort vyrabéjici proud (BVK, 2024).
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7 Prakticka cast

7.1 Pouzity material, vybaveni, chemikalie

7.1.1

62

Pouzité chemikalie
Dichlormetan (99,8+%, J.T.Baker, Avantor, USA)
Methanol (LC-MS, Biosolve, Francie)
Acetonitril (99,95%, Biosolve, Nizozemsko)
Agardéza (pevnost gelu 3200 g cm-2 a bod prechodu 36,0 °C + 1,5 °C, Sigma-Al-
drich, Némecko)
Amoniak (24,0 - 28,0%, Mikrochem, Slovensko)
Vysoce Cista filtrovana voda (MilliQ, Sartorius), dale jen milliQ
2-propanol (LC-MS, Lichrosolv, Némecko)
Aceton (Pesticide Residue Grade, Fisher chemicals, Finsko)
Destilovana voda (AquaOsmotic typ 05, Ceska republika)
Kyselina citrénova (Penta, p.a., Ceska republika)
Kyselina octova (99,5%, Némecko)
Znacené standardy o-anisidin-ds, benzidin-dg (Dr. Ehrenstorfer™, LGC Group,
USA)
Interni standardy - dianilinomethane-ds, o-toluidine-ds, 4-chloroaniline-d4, 4-
aminobiphenyl-dy, 3,3’-dichlorobenzidine-ds (CDN Isotopes Inc., Kanada)

Pouzity material
Sitky do oken (EAsy Life GmbH, Némecko)
Nerezova kolecka
Nerezové kruhy
Affinisep AttractSPE™Disks SDB-RPS (primér 47 mm, Waters, USA), dale jen
Affinisep disk
Empore™ SPE Disks SDB-RPS (priimér 47 mm, 3M, USA), dale jen empore disk
AttractSPE®Prefilters Glassfiber (Affinisep, Francie), dale jen predfiltr
Speedisky (Bakerbond® Speedisk®, ].T.Baker, Avantos USA)

Pouzité vybaveni

Vakuova rotaéni odparka Syncore® - Biichi (Svycarsko)

Syncore trubice se ziZenym koncem, dale jen Syncore zkumavka
Lyofylizator (Gregor Instruments, L10-55 Pro, Ceska republika)
Trepacka (GFL/3020, Némecko)

pH metr Multi 3410
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- Pinzety

- Analytické vahy Cubis®, Sartorius (Némecko)

- Injek¢ni strikacky 2 ml

- Nylonové strikackové filtry (Chromafil Xtra PA-20/13, velikost péri 0,20 pm,
primér 13 mm, MACHEREY-NAGEL, Némecko)

- Vialky 20 ml

- Vialky 2 ml

- Pasteurovy pipety

- Automatické pipety Eppendorf (10-100 pl, 100-1000 pl, 0,5-5 mL, 1-10 mL, Né-
mecko)

- Sklenéné desky o rozmérech 27x8 cm

- Gumové spacery

- Magnetické michadlo (RTC Basic IKAMAG, Ceska republika)

- Kancelatské spony

- Polykarbonatové vzorkovnice Nalgene 250 (Thermo Fisher Scietific, USA)

- Elektrické pasky

- Sklenéné nadoby

- Teplotnilogger HOBO UA-002-64

- Vakuové filtracni zarizeni (SPE disks Manifold - 47 mm)

- Vakuova pumpa (GAST, USA)

- Kilice

7.2 Priprava vzorkovacu

7.2.1 Kondicionace speediskii

Zakoupené speedisky byly predem upraveny zkracenim okraje zhruba o polovinu pro
ucely pasivniho vzorkovani. Pfed pouzitim speediski byla nutna kondicionace. Tento
krok se provadi z diivodu odstranéni necistot z vyrobniho procesu a pro aktivaci sor-
bentu. Poté je doporuceno nenechat speedisky vyschnout, nez dojde k extrakci (Hagen
et al,, 1990). Kondicionace probihala v nerezovém aparatu s otvory pro umisténi spe-
ediskl a vialek (Obrazek 16). Vypust speedisku byla opattrena tenkou jehlou, ktera od-
vadeéla rozpoustédla ze speedisku do odpadu. Speedisky byly kondiciovany nasle-
dovné: 10 mL acetonu, 10 mL dichlormetanu, 10 mL methanolu a 10 mL vysoce cCisté
vody (milliQ). Dalsi rozpoustédlo bylo pridané vzdy v dobé, kdy predchozi rozpousté-
dlo bylo témér pry¢, aby se neprerusil vodni sloupec v jehle a rozpoustédla mohla
volné téct. Po promyti vSemi rozpoustédly byly speedisky uchovany v nadobé s miliQ
vodou do dal$iho pouziti.
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Obrazek 16: Kondicionace speediskt

7.2.2 Priprava Affinisep vzorkovacu

Affinisep disky musely byt pred pouZzitim také kondiciovany. Nejprve jeden den v ace-
tonu, druhy den v isopropanolu, tfeti den v methanolu a ¢tvrty den v miliQ vodé, ve
které byly dale uchovany pro dalsi pouZiti. VSechny kovové c¢asti byly vloZeny do ace-
tonu a nechaly se v ultrazvuku po dobu alespon pét minut. Predfiltry se nechali pres
noc také v acetonu. Nasledné se nechaly vyschnout, aby se s nimi 1épe manipulovalo
a netrhaly se. Po pripravé vSech komponentii se mohl vzorkovac sestavit. Jako prvni se
pripravily tfi Sroubky, na které se poloZil nerezovy kruh. Nasledoval predfiltr, Affinisep
disk a kovové kolecko. Takto byla pripravena jedna polovina vzorkovace. Na kovové
kolecko prisel opét Affinisep disk, predfiltr a nerezovy kruh (Obrazek 17). Pripraveny

7/v.o

vzorkovac byl upevnén tifemi mati¢ckami s pouZzitim kli¢t a uloZen v destilované vodé.

Obrazek 17: Znazornéni skladani AD vzorkovace bez hydrogelu
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Aby se vzorkovace neposkodily, byly vZdy po Ctyrech svazany elektrikarskymi
paskami (Obrazek 18).

Obrazek 18: Sestavené AD vzorkovace a spojené dohromady

7.2.3 Priprava hydrogelovych vzorkovacu

Pro tyto vzorkovace bylo nejdiive potieba zhotovit hydrogelové vrstvy. Hydrogel byl
vyroben smichanim 100 ml destilované vody a 1,5 g agardzy v kadince. Tato smés byla
zahtata tésné pod bod varu na magnetické michacce s ohfevem nastavenym na 230 ° C
a michana pomoci teflonového magnetického michadla. Kadinka byla priklopena labo-
ratornim sklickem, aby nedochdazelo k vyparovani, a tedy zméné pomérového sloZeni
hydrogelu. Smés se nechala michat po dobu zhruba 20 minut, nez byla zcela ¢ira.
S takto pripravenou smési se po vycefeni muselo postupovat vcelku rychle, aby nedo-
chazelo k zatuhnuti. Druhym komponentem v hydrogelu byla sitka, zajistujici vétsi
odolnost. Ta byla vystrizena zhruba ve velikosti sklenéné desticky a podle Sablony do
ni byly raznikem vytlaceny otvory pro umisténi Sroubkt pri sestavovani vzorkovace.
Sitky byly pred pouzitim vloZeny do acetonu a nasledné do ultrazvuku na pét minut
pro odstranéni pripadnych necistot. Mezi dvé sklenéné desticky byl vloZen gumovy
mezernik, ktery zajistil presnou tloustku hydrogelu 0,1 cm, dale zde byla vloZena pri-
pravena sitka s otvory. Takto pripravena forma byla sepnuta dvéma kovovymi spo-
nami. Pri odebrani sklicka z kadinky se vZdy nahromadéna tekutina otrela o kraj ka-
dinky, aby tekutina stekla a bylo zachovano sloZeni. Hydrogel byl nabran 10 mL pipe-
tou a rovnomérné vstiiknut do pripravené formy. Pokud vznikly bubliny, bylo mozné
sitku zlehka posunout, aby se volny prostor zaplnil. Po vyplnéni celé formy trvalo
zhruba pét minut, neZ hydrogel zcela ztuhnul (Obrazek 19). Po uplynuti této doby byly
sundany spony a hydrogel vynat z formy a presunut do destilované vody, kde byl
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uchovan v lednicce pro dalSi pouZiti. Vzorkovac byl sestaven stejné jako predchozi AD
vzorkovac, pricemz hydrogelova vrstva byla vloZena mezi predfiltr a Affinisep disk.

Obrazek 19: (1) priprava hydrogelu s pomoci magnetické michacky (2) forma na hydrogel s gu-
movymi mezerniky (3) hydrogel zality ve formé se sitkou (4) hotovy hydrogel

7.3 Terénni experiment

7.3.1 Design a prubéh

Terénni experiment probéhl v obdobi od 17. 11. 2022 do 12. 12. 2022, tedy celkem
Ctyri tydny, na pritoku a odtoku z Cistirny odpadnich vod v Modficich, Brno. Za celou
dobu experimentu byla priimérna teplota na piitoku 15,8 + 1,1 °C a priimérna hodnota
pH c¢inila 7,88 + 0,13. Na odtoku byla priimérna hodnota 16,1 + 0,9 °C a prtimérné pH
7,44 +0,10.

Zacatku experimentu predchazela vyroba vSech typl vzorkovacli, dohromady
bylo zhotoveno 60 speediskii, 78 AD vzorkovaci a 78 HPS. Dale bylo pouzito 40 siliko-
novych vzorkovaci, které nebyly urc¢eny pro vzorkovani amint, a tedy nejsou soucasti
této prace. Jednotlivé vzorkovace byly pripevnény elektrikarskymi paskami ke grilo-
vaci mriZce, ktera slouZila pro lepsi manipulaci a spolehlivé upevnéni a umisténi vzor-
kovaci. Na jedné mriZce, tedy jeden set vzorkovact, byly vzdy dva AD vzorkovace bez
hydrogelu, dva HPS, tfi speedisky a jeden vzorkovac se silikonem (Obrazek 20).
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Elektrikarské pasky byly barevné odliSeny v zavislosti na dobé expozice vzorkovace.
V tomto experimentu byly celkem ctyti - jednotydenni, dvoutydenni, tritydenni a Ctyi-

tydenni.
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Obrazek 20: Ukazka pripravené miizky se vzorkovaci, cervené elektrikarské pasky naznacuji,
Ze se jedna o set vzorkovaci, ktery bude vystaven jeden tyden

Vzorkovace, které byly vystaveny jednotydenni expozici byly vyménény celkem ctyfti-
krat, aby pokryly celou dobu expozice, dvoutydenni a tritydenni byly vyménény dva-
krat. Celkové schéma experimentu je zobrazeno v tabulce (Tabulka 5).

Tabulka 5: Schéma expozice vzorkovaci - jednotydenni (¢ervené), dvoutydenni (Zluté), tiity-
denni (zelené), ¢tyrtydenni (cerné)

Set vzorkovacu Expozice v tydnech Zkratka Expozice Expozice
od do
2 3
1 V1-V2 | 14.11.2022 | 21.11.2022
2 V2-V3 | 21.11.2022 | 28.11.2022
3 V3-v4 | 28.11.2022 | 05.12.2022
4 V4-V5 | 05.12.2022 | 12.12.2022
5 V1-V3 | 14.11.2022 | 28.11.2022
6 V3-V5 | 28.11.2022 | 12.12.2022
7 V1-v4 | 14.11.2022 | 05.12.2022
8 V2-V5 | 21.11.2022 | 12.12.2022
9 V1-V5 | 14.11.2022 | 12.12.2022
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Jednotlivé sety vzorkovaci byly zavéSeny a pripevnény lanem k zabradli, které obklo-
povalo pritok, respektive odtok z Cistirny odpadnich vod. Vyména vzorkovaci probi-
hala kazdé pondéli, kdy z obou sledovanych mist byly vyménény jednotydenni expo-
zi¢ni sety za nové, popripadé dvoutydenni apod. Grilovaci mriZku spolu se vzorkovaci
bylo vZdy potreba radné ocistit, jelikoZ na ni ulpivalo znecisténi z odpadni vody,
zejména pak v pripadé pritoku, kde se vyskytovaly rizné predméty, které lidé vyhazuji
do toalet. Na odtoku byly ptritomné rasy a razni zivoc¢ichové (Obrazek 21).

My

Obrazek 21: Nalevo vidime miizku se vzorkovaci exponovanou v pritoku, kde se nachazi velké

mnoZzstvi znecisténi, co lidé splachuji a které jeSté nebylo odstranéno, napravo naopak vidime
vzorkovace umisténé na odtoku, kde pirevazuji spiSe vodni organismy

Pti rozebirani vzorkovaci bylo potieba zajistit Cisté prostredi, tedy pracovat v ru-
kavicich, nejlépe zamezit kontakt vzorkovacu s jinymi predméty ¢i zemi. Jednotlivé
vzorkovace byly uvolnény z grilovaci mriZky a uschovany po tfech ve sklenénych na-
dobach, nasledné vloZeny do chladiciho boxu a premistény do laboratore, kde byly
uchovany v mrazicim zarizen{ pti-20 °C do dalSitho zpracovani. Pracovniky Cistirny od-
padnich vod byly také kazdy den odebirany kompozitni vzorky vody, které se také
kazdy tyden prevazely na Recetox. Vzorky vody z pritoku i odtoku byly uchovany v 250
mL polykarbonatovych vzorkovnicich. Jejich celkové mnozstvi tedy bylo 56. Na grilo-
vacich mriZkach byl také upevnén teplotni logger, ktery monitoroval teplotu a miru
osvétleni po celou dobu expozice vzorkovaci.
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7.3.2 Zpracovani speediskl z terénniho experimentu

Pred analyzou speediski bylo potfeba navrhnout a provést zkuSebni extrakci aroma-
tickych amint, abychom zjistili, které extrakcni ¢inidlo bude pro tyto latky nejvice efek-
tivni. Na zakladé standardniho opera¢niho postupu vytvoreného pro extrakci polar-
nich organickych latek (Fialova et al.,, 2024) byly zvoleny tfi varianty - prvni obsaho-
vala eluci 5 mL acetonitrilem, 5 mL acetonitrilem s 5% NHz a 50 mL dichlormetanem,
druhd varianta spocivala v ptidani 25 mL acetonitrilu s 5% NHs a tieti varianta obsa-
hovala pouze 25 mL acetonitrilu. VSechny tri varianty byly provedeny v triplikatech,
doplnény o triplikaty slepych vzorki - jeden ke kazdé varianté. Kondicionované spee-
disky byly pred extrakci obohaceny o 100 pL roztoku aromatickych aminti. Nasledné
byly uloZeny ve sklenénych vzorkovnicich a vloZeny na -80 °C do mraziciho zatizeni.
Poté byly lyofilizovany (lyofilizator L10-55 PRO, GREGOR Instruments) po dobu 24 ho-
din. Lyofilizace je metoda zaloZena na susSeni materidli mrazem za pouziti vakua.
V tomto pripadé jej provadime, abychom se zbavili prebytecné vody. Pred lyofilizaci
bylo také nutné povolit vicko od vzorkovnice, z divodu tplného odstranéni vody.
Po skonceni lyofilizace byla pripravena stejna aparatura jako pri kondicionaci, avSak
pod vypust jehly byly umistény Syncore zkumavky, kam byl vypoustén eluat. Jehly byly
vZdy mezi jednotlivou eluci ultrazvukovany po dobu péti minut v acetonu, aby byly
zbaveny pripadnych necistot. Vysledné eluaty byly odpareny na evaporatoru Buchi
Syncore. Dichlormetan byl odparovan pfi nastaveni spodniho ohfevu na 55 °C a hor-
niho ohievu na 50 °C, plnych otacek 300 rpm a tlaku na 500 mBar. Odparovani dich-
lormetanu trvalo zhruba 30 minut. V pripadé acetonitrilu se tlak postupné sniZoval na
180 mBar a teplota se naopak zvysila na 65 °C na spodnim ohievu a na 60 °C na hornim
ohrevu. Odparovani acetonitrilu trvalo déle, zhruba 40 minut. Pro spravnou funkci pri-
stroje muselo byt obsazeno vSech Sest pozic. Pokud tedy zbyvalo méné vzorkd, volna
pozice se zaplnila prazdnou Syncore zkumavkou. Po odpateni na 0,5 ml byl vzorek
kvantitativné prenesen do 2 ml stiikacky, Syncore zkumavka byla dvakrat promyta
acetonitrilem a vzorek opét prenesen do strikacky na objem 1 ml a obsah strikacky byl
stlacen pres nylonovy stiikackovy filtr do predem zvazené 2 ml vialky, aby se odstra-
nily jakékoliv necistoty (Obrazek 22). Takto pripraveny vzorek se opét zvazil a poté
uchoval v lednicce do analyzy pomoci plynové chromatografie s hmotnostnim spektro-
metrem. Z vysledki bylo zjisténo, Ze nejlepsi vytéznost poskytuje kombinace 5 mL ace-
tonitrilu, 5 mL acetonitrilu s 5% amoniakem a 50 mL dichlormetanu, proto se vSechny
speedisky z terénniho experimentu eluovaly kombinaci téchto rozpoustédel.
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Obrazek 22: Zpracovani speediskii - (1) - exponované speedisky, (2) speedisky ve vzorkovni-
cich pred lyofilizaci, (3) speedisk po lyofilizaci, (4) extrakce rozpoustédly, (5) zakoncentrovani
na Buchi Syncore, (6) finalni vzorek

7.3.3 Zpracovani Affinisep disku

Tyto vzorkovace bylo potieba nejdiive rozmontovat, aby mohl byt sorp¢ni disk extra-
hovan samostatné. Jednotlivé vzorkovace byly rozebrany a hydrogel i predfiltr byly vy-
hozeny. Affinisep disky byly premistény do predem zvaZenych 20 mL vialek a zmra-

zeny (Obrazek 23).
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Obrazek 23: Vyobrazeni sorpénich diskii po vyjmuti ze vzorkovace. V levé poloviné vidime Affi-
nisep disky ze vzorkovace AD, pficemZ v horni poloviné jsou Affinisep disky na piitoku a dole
na odtoku. V pravé poloviné pak vidime sorp¢ni disky z hydrogelového vzorkovace, v horni po-
loviné z pritoku a v dolni poloviné z odtoku

Ke kazdému disku byly také pridany znacené standardy o objemu 100 pL a kon-
centraci 5 pg mL-1. Pred lyofilizaci byly pfemistény na 30 minut do -80 °C a poté se
lyofilizovaly s uvolnénymi vicky 24 hodin. Po lyofilizaci byly vSechny vzorky zvazeny,
aby se zjistila hmotnost sorbentu. Nasledné se ke kazdému vzorku ptidalo 10 mL ace-
tonitrilu s 5% amoniakem a zajistilo se, aby byl kazdy disk zcela ponoren. Takto pfri-
pravené vzorky byly tfepany na trepacce do druhého dne pfti otackach 100 rpm. Druhy
den byl extrakt premistén pipetou do Syncore zkumavek, které se zakryly alobalem
a ponechaly do dal$iho dne. K diskiim bylo opét pfidano 10 mL acetonitrilu, ale nynf jiZ
bez amoniaku. Vzorky se opét nechaly tfepat do druhého dne. Extrakt ze druhého dne
byl kvantitativné pridan do Syncore zkumavek k extraktlim z prvniho dne. Nasledné se
preslo opét k zakoncentrovani na evaporatoru Buchi Syncore v pristrojovém nastaveni
pro acetonitril a probéhl stejny postup jako v pripadé zakoncentrovavani extraktu ze
speediskl (Obrazek 24).
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Obrazek 24: Znazornéni analyzy disku - (1) rozmntovani vzorkovaci, (2) lyoflizace, (3) disk po
lyofilizaci, (4) extrakce do acetonitrilu béhem trepani, (5) zakoncentrovani na Buchi Syncore,
(6) finalni vzorek

7.3.4 Zpracovani vzorkl vody

Vzorky vody byly vytaZeny z mraziciho zarizeni, den pred jejich zpracovanim, aby byly
kompletné rozmrzlé. VSechny vzorkovnice byly zvazeny, poté byl ke kazdé z nich pfri-
dan znaceny standard o objemu 100 pL a koncentraci 5 pg mL-1 a 7,5 mL kyseliny oc-
tové (0,5 mol L-1). Vzorky byly nasledné zpracovany pomoci extrakce na tuhé fazi (SPE;
Obrazek 25), kde byl jako sorbent pouZit Empore disk (SDB-RPS, z angl. styrene-divi-
nylbenzene - reversed phase sulphonate).
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Obrazek 25: Vzorek vody, ktery protéka pies Affinisep disk pro extrakci analyti

Na disk byl umistén predfiltr, aby se zamezilo ucpani sorbentu, jelikoZ zejména vzorky
vody z pritoku byly velmi zneciSténé (Obrazek 26). Obcas bylo potieba vyménit pred-
filtr dvakrat, jelikoZ byl ucpany a dalsi voda neprotékala ani s pouzitim vakua.

Obrazek 26: Cisty sorbent pripraveny pro profiltrovani vzorku vody (nalevo), zneéistény filtr
poté, co byl profiltrovan vzorek vody (vpravo)
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Vzorek se nalil do sklenéného hrdla, odkud po spusténi tlaku a otevieni pozice
proudila voda skrze filtr a Empore disk do sbérné lahve rychlosti zhruba 10-15 mL
min-1. Aromatické aminy tak byly extrahovany na sorbent, ktery se po proteceni ves-
kerého vzorku odebral a vlozil do pfedem zvaZené a popsané 20 ml vialky a ulozil do
mraziciho zarizeni pri -20 °C, dokud nedoSlo k dalSimu zpracovani. Nasledovala lyofi-
lizace, pred kterou byl vzorek zmrazen na -80 °C. Dalsi pribéh byl stejny jako v pired-
chozi kapitole pro Affinisep disky.

7.4 KalibraCni experiment

7.4.1 Design a prabéh

Na zakladé vysledki z terénniho experimentu (kapitola 8.1.2) byl vybran jeden vzor-
kovag, ktery byl kalibrovan za laboratornich podminek. Jednalo se o vzorkovac s Affi-
nisep diskem a hydrogelem, ktery se ukazal jako nejspolehlivéjsi. HPS byl ze vSech
vzorkovacl nejmin ovlivnén rozdilnymi podminkami na pritoku a na odtoku a posky-
planovana na 16 dni, s odbérem triplikati vzorkovaci vzdy po dvou az tfech dnech
spolu s odbérem triplikatu vzorkt vody do 250 mL polykarbonatovych vzorkovnic.
Bylo tedy poti'eba vyrobit 27 novych vzorkovaci s hydrogelem, jejichZ ptiprava byla
provedena stejné jako v kapitole 7.2.3.

Laboratorni kalibrace probihala v akvariu o rozmérech 100 x 40 x 40 cm a objemu
160 L (Obrazek 27).
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Obrazek 27: Akvarium se vzorkovaci

Akvarium bylo pred experimentem nékolikrat vymyto Cistou vodou a kyselinou
citrénovou. Dale bylo akvarium opatieno termostatem, pro kontrolu teploty zhruba
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kolem 20 °C, a tfemi ponornymi ¢erpadly s priitokem vody ~4 m3 h-1, ktera zajiStovala
tok o predpokladané rychlosti ~13 cm s (Urik & Vrana, 2019). K akvariu byla prista-
vena HPLC pumpa, ktera po odstartovani experimentu dopoustéla tékavéjsi aroma-
tické aminy ze zasobniho roztoku o riizné koncentraci kontinualnim tokem 0,005 mL
min-1. Koncentrace kazdého aminu v tomto roztoku byla stanovena na zakladé pred-
pokladu, Ze vrstva vzduchu nad hladinou ma zhruba 13,1 L a tato vrstva se kazdy den
vyméni celkem 10x, pricemz je mezi vzduchem a vodou ustalena rovnovaha. Z toho
bylo s pomoci Henryho konstanty Ku vypocitano, jaké mnoZstvi latky se uvolni z vody
do vzduchu za hodinu, a kolik je tedy potreba dodavat, aby koncentrace ve vodé nekle-
sala. Kritérium pro vybér latek byla hodnota Henryho konstanty Ku = 1,20x10-7
atm m3 mol-1. Konkrétné se jednalo o latky TBA, AZOB, CUMI, CYHA, 4CHA, DPHA,
26XYL, 4CHOT, OTLD, 3CHOT, OANI, 1NAPA, 2AMB, 4AMB a PCRE. Latky s nizZs{ hod-
notou Ku by podle vybranych predpokladt vyzadovaly ptilis nizkou koncentraci v za-
sobnim roztoku a jejich ptidavek by se nijak zasadné neprojevil.

Akvarium bylo napusténo kohoutkovou vodou a vSechny pristroje byly zapnuty
dva dny pred zahajenim, aby se ustalil tok zasobniho roztoku, stabilizovala teplota,
a zkontrolovala funk¢nost celého aparatu. Druhy den bylo pridano 10 mL roztoku
s aromatickymi aminy v acetonitrilu, aby byla vysledna koncentrace v akvariu 1 pg L-1.
Nasledné se voda opét nechala ustalit do dalSiho dne pro pripadné nasyceni sorp¢nich
mist na povrchu materialli v akvariu. Samotna kalibrace zacala 15. 11. 2023 vloZenim
kovové mrizky, na které byly pripevnény vzorkovace. V akvariu byla pro upevnéni
miizky pripravena kovova konstrukce, ktera zajistovala, aby se mriZka neposouvala
po toku vody. Jednotlivé vzorkovace byly nasunuty na kovové tyce skrze otvory v ne-
rezovych kruzich a upevnény matickami, ve dvou fadach nad sebou a vzdy dva nebo
tfi z kazdé strany mrizky na jedné tyCi (Obrazek 28).
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Obrazek 28: Schéma pristroji a vzorkovacii umisténych v akvariu béhem experimentu

K mriZce byl elektrikairskou paskou také pripevnén teplotni logger HOBO pro za-
chyceni teploty a miry osvétleni po celou dobu experimentu. Celé akvarium bylo pti-
klopeno deskou a alobalem, aby se zmirnil tinik latek do vzduchu. SoubéZné bylo pou-
Zito celkem Sest slepych vzorki - tfi procesni a tti fabrikacni. Vice o slepych vzorcich
je zminéno v kapitole 7.6.

Prvni odbér vzorkovaci byl po dvou dnech, dalsiv 5., 7., 9., 12, 14, a 16. dni., kdy
experiment skoncil. Kovova mtizka byla vZdy vytahnuta z akvaria ven, nasledné byly
odebrany tfi vzorkovace a zaznamenana jejich poloha na mriZce (Obrazek 29). Poté se
kovova mrizka vloZila zpatky do akvaria, ale otocena o 180°, tedy vzorkovace, které
predtim byly umistény smérem dovnitf akvaria nyni smérovaly smérem ven. Timto
zptisobem bylo za cil omezit vliv rychlosti proudéni vody, ktera se mohla v rtiznych
Castech aparatury mirné liSit. SoubéZné pri kazdém odbéru bylo zméreno pH, které se
pohybovalo v rozmezi 7,95 - 8,25.

Vzorky vody byly odebrany do predem zvazenych polykarbonatovych vzorkovnic
ve stejnych dnech jako vzorkovace, a navic i hned pfi spusténi kalibrace. Do vzorkov-
nice se vzdy nejdriv dvakrat nabrala voda a proplachla, az po tretim nabrani byl vzorek
vody kompletni. Po zméreni hmotnosti byly vzorky presunuty do mraziciho zarizeni
pri -20 °C do dalsSiho zpracovani.

Vzorkovace s Affinisep disky byly po kazdém odbéru okamzité rozmontovany,
sorpcni disky byly vloZeny do predem zvaZenych 20 ml vialek a uloZeny do mraziciho
zarizeni pti -20 °C. Experiment byl ukoncen po planovanych 16 dnech 1. 12. 2023.
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Obrazek 29: Schéma umisténi vzorkovaci v akvariu a zapsani jejich odbéri v prislusné dny

7.4.2 Analyza vzorkt

Zpracovani vzorki vody pro analyzu probihalo odebranim 950 uL vody ze vzorku do
stiikacky pies nylonovy filtr spolu s 50 uL roztoku znacenych standardi v acetonitrilu.
Takto pripraveny vzorek, tedy s vysokym obsahem vody, se musel analyzovat s pomoci
plynové chromatografie s hmotnostnim spektrometrem nejlépe ten den, a to na za-
kladé doporuceni analytik, kteti si v§imali, Ze se aromatické aminy ve vzorku s nizkym
objemem nejspiSe sorbuji na sklenéné stény vialek.

Po zméreni a vyhodnoceni dat se vSak ukazalo, Ze tato metoda primého nastriku
nestaci pro zachyceni nizkych koncentraci latek ve vodé, a tak bylo pottreba vzorky
vody zakoncentrovat. Proto se vzorky v polykarbonatovych vzorkovnicich opét zvazily
a probéhl stejny zptlisob zpracovani, jako je popsan v kapitole 7.3.4. Vzorky Affinisep
diski byly zpracovany stejné, jak je popsano v kapitole 7.3.3.

7.5 Experiment na ubytek AAs

Po vyhodnoceni vysledki z kalibra¢niho experimentu bylo ziejmé, Ze je problém se
vzorKky vod, jelikoZ u vétSiny aromatickych aminti nebyly naméreny ocekavané kon-
centrace, i kdyz bylo zrejmé, Ze v akvariu AAs byly obsazeny diky vysledkiim ze vzor-
kovaci. Proto byla stanovena hypotéza, kdy se prepokladalo, Ze AAs nejsou stabilni ve
vzorcich vody uloZenych v polykarbonatovych vzorkovnicich, i presto, Ze jsou uloZeny
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v mrazicim zarizeni. Proto byl proveden experiment na stanoveni ubytku latek. Tti po-
lykarbonatové vzorkovnice byly naplnény vodou o objemu 250 mL a doplnény o 1 mL
roztoku aromatickych aminti pro vyslednou koncentraci 100 pg L-1. Tyto triplikaty byly
doplnény o jednu vzorkovnici s ¢istou vodou bez amin, slouzici jako slepy vzorek. Na-
sledné bylo odebrano vzdy 100 pL z kazdé vzorkovnice v ¢ase 0, 2, 5, 7 a 9 a doplnéno
0 50 puL znacenych standardi (roztok o-anisidinu-ds a benzidinu- ds o koncentraci 5 ug
mL-1) a 850 pL acetonitrilu, aby se pripadné zamezilo dalSim ztratam pred analyzou
kapalinovou chromatografii.

7.6 QA/QC

Pribéh vSech experimentt byl doplnén o slepé vzorky. Pro kazdy typ vzorkovace byly
zhotoveny slepé vzorky, coZ byly Cisté vzorkovace uloZené v miliQ vodé, které byly
pred extrakcemi obohaceny zna¢enymi standardy a nasledné prosly stejnymi labora-
tornimi Upravami jako vzorkovace v terénnim nebo v kalibra¢nim experimentu. Pro
terénni experiment bylo zhotoveno celkem devét slepych vzorka - tfi AD vzorkovace,
tri HPS a tri speedisky. V pripadé kalibra¢niho experimentu s jednim typem vzorko-
vace bylo pripraveno Sest slepych vzorki - tfi procesni a tfi fabrikac¢ni. Procesni vzorky
byly vytahovany z vody soubéZné se vzorkovaci z akvaria a fabrika¢ni blanky byly po
celou dobu pouze uzavieny v Cisté vodeé.

Také byly pripraveny tfi referen¢ni vzorky pro terénni experiment a tfi pro kalib-
rac¢ni experiment. Referen¢ni vzorky obsahovaly 950 pL acetonitrilu a 50 pL znacenych
standard?.

Pfi vyhodnocovani dat terénniho experimentu byly vylouceny latky, u kterych
byla ve vice nez poloviné vzorkl zaznamenana koncentrace nizsi nez limit kvantifikace
(LOQ, z angl. slova limit of quantification). Pro zbylé latky byla provedena korekce
zmérenych koncentraci na hodnoty ve slepém vzorku, tedy odecteni priméru koncen-
trace ve slepych vzorcich od hodnoty koncentrace kazdého vzorku. Latky s vytéZnosti
nizsinez 40 % byly povazovany za semikvantitativni. U Affinisep diski se jedna o latky:
1NAPA, 2APY, 440DA, ANI, PAAZB, PANA, BNZD, CYHA, IPDD, I1Q, ODAN, DMPD a TBA.
U speedisku 440DA, 5CARB, ANI, CUMI, CYHA, DADPM, IPPD, OAAT a DMPD, a u vzorki
vody 1NAPA, 440DA, PANA, BNZD, IPPD, 1Q, OANI, ODAN a DMPD.

7.7 Instrumentalni analyza

Vzorky z terénniho i kalibracniho experimentu byly analyzovany kapalinovou chroma-
tografii (Agilent 1290 II LC Systém, Agilent Technologies, Santa Clara, CA) s kolonou
Accucore™ Fenyl-X (150 x 2,1 mm, velikost castic 2,6 pm, ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA). Vzorky uchované v acetonitrilu byly pred analyzou zredény vodou na

78



PRAKTICKA CAST

70% v/v. Teplota kolony byla udrZzovana na hodnoté 35 °C. Vzorek byl nastrikovan
o objemu 2 pL. Ke vzorku byl pridan také interni standard o objemu 1 pL. Ten tvofilo
pét deuterovanych aromatickych amini (o koncentraci 100 ng mL1). Jako mobilni faze
slouzila smés vody a acetonitrilu obsahujici 0,1 % v/v kyseliny mravenci. Gradient mo-
bilni faze byl nasledovny: na pocatku 10% acetonitril, v ¢ase 0-7 minut postupny na-
rust z 10% acetonitrilu na 98% acetonitril, v ¢ase 7-12 minut konstantné 98% aceto-
nitrilu, a v ¢ase 12-15 minut postupny pokles z 98% acetonitrilu na 10% acetonitril za
nasledného ustalovaciho kroku 10% acetonitrilu na 24 minut. Priitok mobilni faze byl
nastaven na 0,4 mL min-1.

Pro detekci byl zvolen hmotnostni spektrometr Agilent 6495 A Triple Quadrupole
(Agilent Technolgies, Santa Clara, CA) s rozliSenim 0,7 amu (FWHM, z angl. slova full
width at half maximum) s hmotnostnim rozliSenim (autotune) a ptesnosti 0,1 amu
vrozmezi 5-1000 m/z. Parametry iontovych zdroji byly nastaveny nasledovné: tep-
lota plynu 280 °C, pritok plynu 15 L min-1, tlak v rozprasovaci 25 psi, teplota plasto-
vého plynu 380 °C, priitok pridavného plynu 12 I min-1, napéti kapilary 3000 V (+) a na-
péti trysky 300 V. Pristroj pracoval v rezimu ESI-pozitivniho dynamického monitoro-
vani vicendsobnych reakci (AMRM, z angl. slova dynamic multiple reaction monito-
ring). Pro MS/MS analyzy byly pouZity dva MS/MS prechody kazdého analytu, jedna
slouzici pro kvantifikaci a druhy slouZici pro kvalifikaci. Pro analyzu dat dMRM amini
pti optimalizovanych parametrech LC-MS/MS byl pouzit software Agilent MassHunter
Workstation, LC/MS DATA Acquisition for 6400 Series Triple Quadrupole, verze
B.08.00. Agilent MassHunter Workstation Software, Quantitative Analysis, verze
B.07.01 pro QQQ byl pouZit pro kvantifikaci AAs.
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8 Vysledky a diskuze

8.1 Terénni experiment

8.1.1 Detekce aromatickych aminti v povrchovych a odpadnich vodach

Pro stanoveni poctu detekovanych latek jednotlivymi vzorkovaci byla data nejprve ko-
rigovana podle slepych vzorkl. Aby byla latka povazovana za detekovanou, musela na-
sledné spliiovat kritérium, Ze koncentrace nejméné poloviny vzorkd musely byt nad
limitem kvantifikace (LOQ). V pripadé, Ze latka kritérium splnila, ale hodnoty koncen-
trace v nékterych vzorcich byly pod LOQ, byly tyto nahrazeny polovinou hodnoty LOQ
pro danou latku. Schéma hodnoceni dat je zobrazeno na obrazku (Obrazek 30).

_ vice jak 50 %

odecteni priméru koncentraci prokazana detekce
blanku pro jednu latku A

nad LOQ

vzorky vody a
vzorkovacu

Pokud pfitomny mensi
hodnoty nez LOG -

NE = latka

vyfazena nahrazeni 1/2 LOQ

Obrazek 30: Schéma hodnoceni dat pro vyslednou informaci o detekci AAs vzorkovaci a vzorky
vod

Celkem bylo detekovano vice latek na odtoku z Cistirny odpadnich vod nez na pii-
toku (s vyjimkou HPS vzorkovace). Data koncentraci ve vodé byla otestovana na nor-
malitu Kolmogorov-Smirnov testem (p>0,05), pricemZ vSechny vyhodnocené koncen-
trace normalitu spliiovaly. Z celkovych 45 sledovanych latek bylo na pritoku deteko-
vano 12 latek ze vzorki vody, 15 latek ze speedisku, 22 z HPS vzorkovace a 24 z AD
vzorkovace. Na odtoku bylo detekovano celkem 17 latek ze vzorki vody, 20 ze spee-
disku, 22 z HPS a 27 z AD vzorkovace.

V pripadé vzorki vody se v nejvyssim mnozstvi vyskytoval ANI, CYHA a 24DAT.
ANI byl ve vysokych mnozstvich detekovan ve vodé na pritoku i na odtoku, zatimco
CYHA a 24DAT byly detekovany pouze ve vzorcich vody z pritoku. V pripadé 24DAT
dosahovala stredni koncentrace na pritoku az 99 491 ng L-1, pricemZ z 28 dni presahla
koncentrace 100 000 ng L-1ve tfinacti dnech. Namérené maximum bylo 150 082 ng L-1.
Koncentrace CYHA byly podstatné nizsi, a to 2877 ng L-1 (median), priCemzZ na odtoku
jiZ nebyl detekovan. V piripadé ANI byl pozorovan podobny trend, na pritoku vyssi kon-
centrace, konkrétné 1052 ng L-1 (median) a na odtoku 122 ng L-! (median). U¢innost
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COV odstranit aromatické aminy je diskutovana vice v Kkapitole 8.1.3. Vyznamnym
zdrojem 24DAT je vyroba polyurethanu, barviv, polymert a heterocyklickych slouce-
nin (EPA, 2000). Toto Siroké vyuZziti mize vést k vysokym koncentracim, které jsme
namérili na pritoku COV. ANI nachazi také uplatnéni v réiznych odvétvich priimyslu.
Slouzi pro vyrobu barviv, pryze, pesticid{, 1é¢iv a také plastt (Zhang et al., 2022). CYHA
je pouzivan zejména v organické syntéze pti vyrobé pesticidli, zmékcovadel ¢i emulga-
torti (Budavari, 1966).

Co se tyka mnozstvi zachyceného ve vzorkovacich, jednoznatné dominoval
24DAT detekovany SD vzorkovacem, kde jeho zachycené mnozstvi ¢inilo 197 089 ng
ve vzorkovaci na pritoku a 21 799 ng ve vzorkovaci na odtoku, a to v pripadé nejdelsi
expozice, tedy ¢tyrtydenni. CYHA byl detekovan ve vysokém mnoZstvi vZdy na pritoku,
avsak v pripadé AD vzorkovace byl CYHA zachycen ve vysokém mnozstvi jak na pii-
toku, tak na odtoku. Zajimavé je, Ze AD vzorkovac jako jediny zachytil 24DAT a CYHA
na piitoku a na odtoku, zatimco speedisk, HPS a vzorky vody poukazuji na nulové kon-
centrace na odtoku. Z observace dat dale bylo zaznamenano, Ze u vzorkovace AD jsou
nameéiené mnozstvi ve vétSiné vzorkli mnohokrat vyssi, coz se da vysvétliti vyssi vzor-
kovaci rychlosti u tohoto vzorkovace. NejvétSi mnoZstvi zachyceného HPS vzorkova-
¢em bylo pro latku anilin na pritoku, konkrétné 11 835 ng ve vzorkovaci, a druhou byl
CYHA v mnozZstvi 10 790 ng ve vzorkovaci. U speedisku bylo naopak nejvice deteko-
vano CYHA, v mnoZstvi 11 173 ng ve vzorkovaci a anilinu 5 116 ng ve vzorkovaci.
VSechny uvedené hodnoty jsou mediany.

Pti zpracovani sorbentd bylo pozorovano, Ze dochazi k uvolnéni ¢astic z Affinisep
disku (Obrazek 31). JelikoZ byl sorbent extrahovan v ¢istém acetonitrilu, nepredpokla-
dame velky vliv na vytéZnost, avSak mirna ztrata miiZe byt v diisledku uvolfiovani vla-
ken zptisobena.

Obrazek 31: Castice na dné Syncore zkumavky, které se uvolnily z Affinisep disku
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Latky, které jsou oznacené dle klasifikace IARC za potvrzené karcinogeny, jmeno-
vité 2NAPA, 44TDA, MBOCA, BNZD a OTLD, byly detekovany s vyjimkou 2NAPA, ktery
nebyl pritomen v Zadnych vzorcich. Zajimavé je, Ze BNZD a MBOCA byly detekovany
pouze na odtoku, coZ nasvédcuje moznému vzniku béhem procesu ¢isténi. Vyjimkou
vSak je vzorkovac HPS, ktery jej detekoval i na pritoku. Ve vzorcich vody jeho koncen-
trace na odtoku €inila 87 ng L-1. MBOCA byl naopak detekovany na odtoku pouze spe-
ediskem a AD vzorkovacem, avSak jeho mnozZstvi nepresahlo 2 ng na vzorkovac. OTLD
byl naméien ve vSech vzorcich, jak na pritoku, tak na odtoku. Jeho priimérna koncen-
trace ve vodé na pritoku byla 33 ng L-1 a maximalni koncentraci 86 ng L-1 a na odtoku
Cinila primérna koncentrace 25 ng L-1 s maximem 72 ng L-1.

V tabulce (Tabulka 6) vidime cervené zaznacené hodnoty mnoZstvi zachyceného
vzorkovacem, které se pohybuji v rozmezi od 350 do 197 089 ng. V ptipadé oranZo-
vého zbarveni jsou mnoZstvi v rozmezi 35 aZ 166 ng, Zluta 5-25 ng a svétle zelena 2-4
ng. V piipadé tmavé zelené bylo zachycené mnoZstvi nizsi nez 1 ng. Aromatické aminy,
které jsme nedetekovali ve vzorkovaci ani ve vodé byly Q15, 440DA, MEMDA ODAN,
33DMB, 2NAPA, 2NITA, 2A4NT, 33DCB, 2BRA, OAAT, AZOB a DMPD.

Tabulka 6: Piehled aromatickych amini detekovanych jednotlivymi vzorkovaci a z kompozit-
nich vzorki vody a jejich stiredni koncentrace za obdobi ¢ty tydnii

voda speedisk HPS AD
IN EF IN EF IN EF IN EF
12 17 15 20 22 20 24 27
Latka nglL? ng vzorkovac™
2APY 32 16 47
24DAT
DADPM 14 12 5 12 58
BNZD 46 47
OANI 35 44
OTLD 33 25 34 40 39 20 57
3AAP 5
ACHA 5 10 7 10 5 15 17
26XYL 41 8 8 10 23 17
44TDA 3 3 3
1NAPA 2 4 9 10 12 32
4ACHOT
3CHOT
2AMB
4AMB
PAAZB
MBOCA
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1Q 2
CUMI 9 3
5CARB 3 5 3 6 1 2 3 11
ANI 38 30
3CARB 2 2 4 2 2 2
CYHA 3
DPHA 8 2 4 8
HRMA 42 7 16 6 13 4 19 8
HRMI
MICHK 2 2
IPPD 20 5 13 15
NORH 20 44 5 35 5 54 15
PANA 2 6 2 5 2
TBA 7 40 4

Vzorkovani aromatickych amini v povrchovych vodach je ¢asto omezeno na mista
zatiZena priimyslovymi odpadnimi vodami, ¢i pfimo analyzou AAs v priimyslovych od-
padnich vodach. Ke stejnému zavéru dosli i autori Poste et al. (2014), kteri se snazili
porovnat koncentrace a zdroje AAs v povrchovych vodach. Dochazeji k zavéru, Ze ne-
dostatek dat o koncentraci aromatickych amin, i pres jejich Siroké pouziti, je v di-
sledku obtiZnosti je analyticky zméfrit.

Muz et al. (2017) zkoumali AAs v fece Ryn za ticelem objasnéni mutagenity povr-
chovych vod. Tato feka slouzi jako zdroj pitné vody pro vice nez 20 miliéni lidi v Né-
mecku a Nizozemsku. Existovaly dtikazy o jeji mutagenité, avSak nikdy nebyly identifi-
kované konkrétni latky, které byly ptic¢inou. Bylo zde detekovano celkem 21 skupin
mikropolunatt, které se bézné nachazi v povrchovych vodach, pricemz zde byly namé-
fené i OTLD, 26XYL, NORH, karbolin a 5CARB. U OTLD a 26XYL byla nasledné potvr-
zena i mutagenni aktivita Amesovym testem. U zbylych tfech se autofi domnivaji, Ze se
mohou chovat jako komutageny, coZ jsou latky, které samy o sobé nejsou mutagenni,
ale v pritomnosti mutagenu zvySuji mutagenni aktivitu. Autori také uvadéji, Ze karbo-
lin a 5CARB jesté predtim nebyly nikdy detekovany jako environmentalni polutanty.
Dale zjistili, Ze pokud je ve vzorku pritomna pouze jedna latka, mutagenni aktivitu ne-
vykazuje. Pokud vSak k ni ptidali dalsi, mutagenni aktivita se zvysila. ZjiSténi autort
tak pomaha objasnit synergicky efekt téchto latek s detekovanym NORH a karboliny.
Také zjistili, Ze pokud je ve smési pritomna dalsi latka obsahujici dusik, mutagenita se
také zvySuje. Tyto latky byly detekovany i v terénnim experimentu této prace s vyjim-
kou karbolinu. A jelikoZ u smési téchto AAs byl pozorovan synergicky efekt, je dost
pravdépodobné, Ze k potenci Gi¢ink{ dochazi i zde na odtoku z COV.

Ve studii Reifferscheid & Grummt (2000) také zkoumali povrchové vody v Né-
mecku. V Ryné namérili OTLD, OANI, 2A4NT a m-kresidin v koncentraci do 30 ng L-1.
Naopak vysoké koncentrace byly namérené v Labi, u obce Schmilka, ktera je v tésné
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blizkosti Narodniho parku Saské Svycarsko a leZi pfimo na hranici s Ceskou republi-
kou. Zde byly detekovany stejné latky, avsak v koncentracich vyssich nez 100 ng L-1
s maximalni koncentraci 500 ng L1 pro 2A4NT. [ zde se detekce latek shoduje s vy-
sledky nasi prace, kdy OTLD a OANI byly oba detekovany na odtoku.

Ve studii Kataoka et al. (2000) byla zkoumana mutagenni aktivita v fece Dunaj ve
Vidni. Tato feka zde slouzi také jako zdroj pitné vody. Detekce byla zamérena zejména
na heterocyklické aminy, které se autori snazili z reky izolovat pomoci metody, ktera
vSak neposkytovala kvantitativni vysledky. Mutagenni aktivita byla prokdzana ve
vSech vzorcich podél Dunajského kanalu v testu S. typhimurium TA98 a YG1024 s me-
tabolickou aktivaci. Vy$$i mutagenita u YG1024 neZ u TA98 napovida ptitomnosti mu-
tagentl typu aromatickych amind. Pozdéji byl proveden dalsi test s cilem zachytit vétsi
mnoZstvi aromatickych amint, pricemz byly pozorovany podobné vysledky mutagen-
nich testli a ve vzorcich byly detekovany heterocyklické aminy jako 1Q, MelQX ¢i PhIP.
V terénnim experimentu v nasi praci byl z téchto latek detekovan pouze 1Q, a to vzdy
pouze na odtoku z Cistirny odpadnich vod. Detekovany byl ze vzorkl vod, HPS a AD
vzorkovacem, pricemZ jeho maximalni koncentrace namétena ve vodé byla 9 ng L-1.

Autofi studie Alves de Lima et al. (2007) zkoumali vliv tovarny na zpracovani azo-
barviv, ktera byla asociovana s mutagennimi ucinky reky Cristais v Brazilii, do které
vypoustéli své odpadni vody. Tato tovarna byla vzdalena zhruba 6 km od dpravny
pitné vody a ovliviiovala tak kvalitu pitné vody pro zhruba 60 000 obyvatel. V odtoku
z tovarny bylo detekovano nékolik barviv (Disperse blue 373, Disperse Orange 37
a Disperse Violet 93) a mimo jiné i BNZD, a to v koncentraci az 47 ug L-1. BNZD je pro-
kazany karcinogen, ktery miize vznikat pravé i v procesu c¢isténi odpadni vody. Jeho
vyskyt jsme zaznamenali i na odtoku z COV v Mod¥icich se stfedni koncentraci 87 ng
L-1a maximalni koncentraci 163 ng L-1.

Na zakladé vyse zminénych dat je pravdépodobné, Ze odtok z COV v ModFicich vy-
kazuje také mutagenni aktivitu. Jako nejproblémové;jsi miize byt BNZD, ktery pravdeé-
podobné vznika v procesu ¢iSténi odpadni vody a je dale vypoustén do povrchovych
vod. Rizikové mohou byt i koncentrace AN], ktery je oznacen jako pravdépodobny kar-
cinogen (skupina 2A), vyskytujici se také na odtoku. V tomto pripadé vSak pozorujeme
mnohem vys$si u€innost odstranéni, ktera je dale diskutovana v kapitole 8.1.3. Dle vy-
sledkii ze studie Muz et al. (2017) se také miiZzeme domnivat, Ze za pritomnosti dete-
kovaného 26XYL, OTLD a NORH a 5CARB dochazi k synergickému efektu a mutagenni
ucinky se tak zvySuji. Ve zminéné studii vSak nebyly detekovany i dalsi AAs, pritomné
v odpadni vodé v COV v Modficich a Ize tedy piedpokladat, Ze mutagenni aktivita bude
kviili pritomnosti smési 27 AAs na odtoku jesté vyssi. AvSak tento vyssi pocet deteko-
vanych AAs je ovlivnén tim, Ze jejich vzorkovani probihalo na odtoku z COV.
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8.1.2 Vzorkovaci rychlosti ziskané z terénniho experimentu

Pro vypocet vzorkovacich rychlosti z terénniho experimentu musela vstupni data spl-
novat nékolik podminek. Pro vzorky vody byl vypocitan koeficient kovariance pro zjis-
téni variability dat napti¢ koncentracemi po celu dobu vzorkovani na pritoku a na od-
toku. Latky, pro které byl koeficient kovariance vyssi jak 40 %, nebyly zafazeny do vy-
poctu vzorkovacich rychlosti. Dale bylo zapotfebi vyhodnotit integrativitu vzorkovani
pro jednotlivé latky a typy vzorkovaci, tedy po jakou dobu expozice vzorkovace vzor-
kovaly integrativné a narlist mnoZzstvi latky zachycené vzorkova¢em byl linedrni. To
bylo hodnoceno pomérem mnozstvi zachyceného ve dvoutydenni expozici a sumou
mnozstvi zachyceném ve dvou prislusnych jednotydennich expozicich, ddle obdobné
pomérem tiitydenni expozice a sumou tii jednotydennich expozic, a pomérem ctyity-
denni expozice a sumou ctyt jednotydennich expozic. Vysledné poméry byly preve-
deny na procenta. Pokud bylo ¢islo v rozmezi 75-125 %, povaZovalo se vzorkovani
v tomto obdobi za integrativni. Pokud jakakoliv hodnota spadala mimo toto rozmezi,
vzorkovani se povaZovalo za neintegrativni. AvsSak v pripadé, Ze tfi ¢i ¢tyrtydenni ex-
pozice vysly jako integrativni, bylo predpokladano, Ze dvoutydenni expozice probihaly
také v integrativnim reZimu, i kdyZ tomu tak neodpovidaly vypocty. Tato diskrepance
mohla byt zplisobena zvySenou mirou nejistoty v jedno- a dvoutydennich expozicich,
obzvlasté pri nizkych koncentracich ¢i naopak koncentraci, které byly nad rozsahem
kalibrace pfi analytickém zpracovani. Schéma hodnoceni dat je zobrazena na obrazku
(Obrazek 32).

konstantni
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Obrazek 32: Schéma hodnoceni dat pro vypocet vzorkovacich rychlosti

Na grafech (Obrazek 33;0brazek 34) miizeme vidét rozdilné vysledky testu inte-
grativity, kde jsou vynesené vysledky pro HPS vzorkovac. V pripadé ANI na grafu
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(Obrazek 33) vidime, Ze vzorkovac tuto konkrétni latku nevzorkoval integrativné
v Zadném Casovém obdobi del$im neZ tyden. Suma mnoZstvi z jednotydennich expozic
by méla zhruba odpovidat mnoZstvi z prislusné jedné soubézné expozici. U ANI jsou
vSak koncentrace ze soubéznych expozic mnohokrat vyssi. Naopak na prikladu OANI
vidime, Ze suma mnozstvi zachyceného béhem jednotydennich expozic a mnozstvi zis-
kané béhem jedné soubézné expozice se témér shoduji. Proto tato latka byla pravdé-
podobné vzorkovana integrativné po cely casovy usek expozice 28 dni.
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Obrazek 33: Vyhodnoceni integrativnosti vzorkovani ANI kdy piijem této latky do vzorkovace
HPS nebyl integrativni za Zadnou ¢asovou dobu delsi nez tyden
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Obrazek 34:Vyhodnoceni integrativnosti vzorkovani OANI, kdy byl piijem latky vzorkovacem
HPS integrativni za celé ctyri tydny

Pro vSechny latky, které byly vzorkovany danym vzorkovacem integrativné, mohly byt
vyhodnocené vzorkovaci rychlosti. Za predpokladu, Ze koncentrace ve vodé cw byla
konstantni, se vzorkovaci rychlost vypocitala dle rovnice:

N

R.=— 10
= (10)

Kde cw (ng mL1) je primérna koncentrace analytii ve vzorcich vody za celych 28 dni
a Ns (ng) je mnozstvi latky zachycené vzorkovacem v ¢ase t (den). Clen Ns/t (ng den-1)
je smérnici linedrni zavislosti Ns na t. V piipadé, Ze méla koncentrace ve vodé linedrni
stoupajici nebo klesajici trend, byl ¢asovy priibéh vodni koncentrace popsan parame-
try linearni zavislosti koncentrace na case:

Cw = Cwo +C't (11)

Kde cwo je je koncentrace ve vodé v Case t = 0 a ¢’ (ng mL-1 den-1) je smérnice zavislosti.
Klesajici ¢i stoupajici trend u vzorki vody byl zjiStén jednovybérovym t-testem smeér-
nice linedrni regrese vySe uvedené (11). V pripadé, Ze byla smérnice na hladiné vy-
znamnosti a = 0,05 signifikantné odlisSna od nuly, byla koncentrace ve vodé povazo-
vana za rostouci ¢i klesajici v ¢ase. V takovém pripadé byla pro vypocet vzorkovaci
rychlosti pouzita rovnice dle Booij et al. (2003):
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N,
Ry=—"+— (12)

(cvo + 501

T-test byl proveden pro vSechny ¢asové expozice delSi nez jeden tyden, tedy pro obé
dvoutydenni, tfitydenni a jednu ctyrtydenni. Na grafu (Obrazek 35) mlZeme vidét
témér konstantni koncentrace OANI na pritoku ve vzorcich vody po dobu 28 dni. Tato
latka neméla Kklesajici ani stoupajici trend po celou dobu expozice.

OANI

0,00 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

den expozice

Obrazek 35: Graf OANI znazornujici témér konstantni koncentrace na odtoku po dobu 28 dni

Naproti tomu na grafu HRMA (Obrazek 36) vidime odliSny scénat. Koncentrace HRMA
s Casem klesaji, tedy pro tuto latku bylo zapotiebi prepocitat vzorkovaci rychlosti
podle vySe zminéné rovnice, jelikoZ koncentrace ve vodé maji klesajici trend.
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Obrazek 36: Klesajici trend koncentraci HRMA ve vzorcich vody po dobu 28 dni

Vzorkovaci rychlosti mohly byt vyhodnoceny celkem pro Sest latek na pritoku a pro
pét latek na odtoku (Tabulka 7). V piipadé HPS vzorkovace byl do vyhodnoceni pridan
jesté CUMI, ktery byl sice detekovan ve vodé, ale ve vzorkovacich s vyjimkou HPS ni-
koliv. Vyhodnoceni vzorkovaci rychlosti pro 24DAT bylo pridano ke vzorkovaci AD, je-
likoZ byl detekovan pouze timto vzorkovacem na piitoku. Vysledky jsou rozdélené dle
Casovych expozic - dvé dvoutydenni (V1_V3; V3_V5), dvé tritydenni (V1_V4; V2_V5)
a jedna ¢tyrtydenni (V1_V5). Priklady linedrnich regresi, které bylo potieba zhotovit
pro vypocet vzorkovacich rychlosti jsou ukdzany na mnoZzstvi OANI v HPS na odtoku
(Obrazek 37), (Obrazek 38), (Obrazek 39), (Obrazek 40), (Obrazek 41). Pri vyhodno-
covani linearnich regresi u HPS byla odstranéna hodnota disku z pritoku z dvouty-
denni expozice (konkrétné V1_V3_2), jelikoZ tento vzorkovac priSel béhem expozice
o gel. U odtoku byla také vyrazena hodnota disku dvoutydenni expozice (V3_V5_4) ze
stejného dlivodu a jedna ttitydenni (V1_V4_4), jelikoz byla pro vSechny sledované latky
velmi nizka. Pravdépodobné jde o chybu pri laboratornim zpracovani, kdy mohlo dojit
k odpateni vétsi casti extraktu.
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Obrazek 37: Graf linearni regrese OANI pro ¢tyitydenni expozici (V1_V5)
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Obrazek 38: Graflinearni regrese OANI pro drivéjsi tiritydenni expozici (V1_V4)
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Obrazek 40: Graf linearni regrese OANI pro drivéjsi dvoutydenni expozici (V1_V3)
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Obrazek 41:Graf linearni regrese OANI pro pozdéjsi dvoutydenni expozici (V3_V5)

Po aplikaci kritéria integrativity vzorkovani byla na pritoku vzorkovaci rychlost
pro speedisk vyhodnocena celkem pro pét latek, jelikoZ 2APY nebyl integrativni v Zad-
ném ¢asovém obdobi. Vzorkovaci rychlost pro vSechny ¢asové tiseky bylo mozné vy-
hodnotit pouze pro OANI. Na odtoku vzorkovac vzorkoval integrativné po celou dobu
latky BNZD a HRMA. Jak Ize vidét, ze speedisku bylo mozné ziskat vice dat na odtoku,
tedy zda se, Ze jeho integrativni prijem latek byl vice ovlivnén na pritoku.

V ptipadé AD bylo mozZné detekovat vSechny latky na pritoku, avSak vice jak polo-
vina vzorkovacich rychlosti nemohla byt vyhodnocena, jelikoZ nespliiovaly kritérium
integrativnosti. Jedinda latka, pro kterou bylo mozné vyhodnotit vzorkovaci rychlosti ve
vSech Casovych usecich, byl CYHA, avSak Rs dvoutydenni expozice vysly velmi vysoké.
Na odtoku nebylo mozné vyhodnotit Rs ani pro jedno ¢asové obdobi pro HRMA, tedy
vyhodnoceny byly pouze Ctyfti latky. Srovname-li pouZiti vzorkovace AD na ptitoku a
na odtoku, je patrné, Ze je vice ovlivnén podminkami na piitoku, jako je komplexné;jsi
matrice, jiné chemické slozZeni, pH, coz vede ke sniZeni cetnosti integrativniho vzorko-
vani a celkové spolehlivosti vzorkovace v této matrici. Citlivost na podminky na pri-
toku miizeme vidét také na konkrétnich hodnotach vzorkovacich rychlosti, kdy sledu-
jeme urcity trend - vzorkovaci rychlosti latek na odtoku jsou témér vzdy vyssi a v pri-
padé OANI az dvakrat vyssi. Podobny efekt sledujeme i u speedisku, ktery je také vice
ovlivnén podminkami na pritoku, zatimco na odtoku je vice spolehlivy. U HPS vidime
témér podobné vysledky na pritoku i na odtoku. Zde bylo mozné vyhodnotit vzorko-
vaci rychlosti pro vSechny latky kromé anilinu. Kromé této latky vzorkovac vzorkoval
integrativné ve vSech tritydennich expozicich, s vyjimkou CUM], ktery vSak byl deteko-
van pouze timto vzorkovaCem. Dale lze také pozorovat nejmensi rozdily ve
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VIV

vzorkovacich rychlostech napric latkami na odtoku a na pritoku. V obou matricich se
vyskytoval OANI, HRMA a NORH, pticemz pro OANI jsou Rs témér shodné.

Z téchto dat lze usuzovat, Ze z hlediska testu integrativity je HPS vzorkovac nej-
spolehlivéjsi. Jiné pozorovani bylo dosaZeno ve studii Fialova et al. (2024), kde testo-
vali tf'i vzorkovace - POCIS, HPS a speedisk pro vzorkovani perfluorovanych latek, 1é¢iv
a pesticidf na odtoku z COV v Modficich. Zde byl naopak speedisk vyhodnocen jako
nejspolehlivéjsi z hlediska integrativniho vzorkovani v delSim ¢asovém obdobi.

Tabulka 7: Piehled vysledki vzorkovacich rychlosti, NI znaci neintegrativni vzorkovani

speedisk_PRITOK

V1.V3 V3_V5 V1.V5
Latka Rs + SE Rs + SE Rs + SE Rs + SE Rs + SE
2APY NI NI NI NI NI
OANI 26+3 58+ 13 19+2 192 161

ANI 391 +62* 267 +33* | 302+32* | 233+33* NI
CYHA 166 + 16* 146 = 23* NI NI NI
HRMA 18+3 12+2 NI NI NI
NORH 252 132 202 141 NI
speedisk_ODTOK

V1i.V3 V3_V5 V2_V5
Latka Rs = SE Rs + SE Rs + SE Rs + SE Rs + SE
BNZD 31+4 577 273 547 31+3
OANI 48 +3 605 39+3 413 NI
4CHA 236 =39 251+29 216 =25 192 +79 NI
HRMA 201 333 18+1 32+ 2 23%1
NORH 52 8x1 9%2 71 NI

HPS_PRITOK

V1i.V3 V3_V5
Latka Rs = SE Rs + SE Rs + SE Rs + SE Rs + SE
2APY 93+11 100+ 10 94+7 727 NI
OANI 24 +2 272 242 192 211

ANI NI NI NI NI NI
CYHA 116 £ 9* 102 £ 12* 106 £11* 55+11* NI
HRMA 13+2 18+2 14+1 10+1 NI
NORH 161 202 182 121 131
HPS_ODTOK

V1i.V3 V3_V5
Latka Rs = SE Rs + SE Rs + SE Rs + SE Rs + SE
BNZD 163 13+3 23%3 304 NI
OANI 232 24 %2 28+2 29%2 28x1
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4CHA 142 + 20 159+21 9911 176 + 88 NI
HRMA 11+2 33%5 19+2 554 211
NORH 52 61 9x2 10+1 NI
CUMI 21+3 21+3 NI NI NI
AD_PRITOK
V1i.V3 V3_V5
Latka Rs + SE Rs + SE Rs + SE Rs = SE Rs + SE
2APY 41952 163+ 15 NI NI NI
24DAT 789 313 NI NI NI
OANI 353 343 NI NI NI
ANI 1853 £ 296* 303+ 37* NI NI NI
CYHA 426 +43* 166 +21* | 301+55* | 154 +24* | 296 = 53*
HRMA 24+3 212 NI NI NI
NORH 362 28+3 NI NI NI
AD_ODTOK
V1.V3 V3_V5

Latka Rs + SE Rs + SE Rs + SE Rs + SE Rs + SE
BNZD 66+8 709 60+ 6 759 555
OANI 775 695 NI NI NI
4CHA 472 +68 376 =38 376 =37 525+ 219 359 +40
HRMA 32=+1 39+3 35=%1 39%2 361
NORH NI NI NI NI NI

* hodnoty se povazuji za semikvantitativni v disledku presahnuti kalibra¢ni meze

8.1.3 Uginnost COV v odstranéni aromatickych amind

Z dat koncentraci na pritoku a na odtoku mohla byt vypocitana i i¢innost odstranéni
(RE, z angl. removal efficiency) aromatickych amini v procesu ¢isténi vody Cistirnou
odpadnich vod v Modficich. Vypocet byl proveden dle vztahu:

C —C
RE =25 100 % (13)

CiN

Kde cix (ng L1 pro data vzorki vody, ng vzorkovac-! pro data ze vzorkovace) znaci kon-
centraci na pritoku a cer koncentraci na odtoku z Cistirny. Pro vypocet byly pouZity vy-
sledky koncentraci jak ze vzorkt vody, tak ze vzorkovace HPS. U dat z HPS bylo pouZito
mnozstvi ve vzorkovaci, kdy predpokladdme podobné vzorkovaci rychlosti na pritoku
i na odtoku. Pro vétsi presnost byly dosazeny koncentrace z dvoutydennich expozic,
kdy se domnivame, Ze piijem latek probiha integrativné. Z dat koncentraci z HPS vzor-
kovace bylo mozné vyhodnotit i€innost odstranéni pro 25 latek (Obrazek 42). Pokud
dand latka nebyla detekovana na piitoku, respektive na odtoku, byla nahrazena polo-
vinou LOQ. V pripadé zaporného vysledku se jedna o nedcinné odstranéni konkrétni
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latky v procesu ¢iSténi vody. U HPS v obou ¢asovych tsecich se jedna o Sest latek, kon-
krétné o OANI, IQ, CUMI, 5CARB, 44TDA a 2PY. Pokud uvazujeme pouze ¢asovy usek
14-28 dni (tmavé zelena), zaporny vysledek vychazi u dalSich latek jako je 4CHA,
3CARB, 2AMB a 1NAPA. Tyto ¢tyri latky vSak maji lepsi procento odstranéni v driveéjsi
expozici 0-14 dni (svétle zelend). Naopak témér 100% odstranéni maji latky jako
NORH, MICHK, CYHA, ANI a 26XYL. Celkové mélo po celou dobu experimentu alespori
¢asteCnou ucinnost odstranéni 15 latek.
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Obrazek 42: Ué¢innost odstranéni vypoéitana z dat pro HPS

V ptipadé koncentraci ze vzorki vody bylo mozné vyhodnotit RE celkem pro 20
aromatickych amint (Obrazek 43). Vysledky ukazuji, Ze nedostatec¢né bylo odstranéno
osm latek, a to v celém Casovém useku 28 dni, jmenovité MICHK, HRMA, 5CARB, 1Q,
26XYL, OANI, BNZD, DADPM a 2APY. Dale 3CARB, ktery ma zaporny vysledek v prvnich
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14 dnech, avsak ve druhé ptilce vychazi jiz Gspésnéjsi odstranéni 53 %. Témér 100%
uspésnost pak maji konkrétné TBA, NORH, CYHA, ANI a 24DAT. Latek, které byly ale-
spon ¢astecné odstranény, je celkem deset.

Porovname-li vysledky ze vzorkl vody a z HPS vzorkovace, vidime, Ze témér
100% ucinnost se shoduje pro CYHA, NORH a ANI. Naopak netspésné odstranéni se
shoduje v obou postupech pro OANI, IQ a 2APY. Naprosto odlisné vysledky miizeme
sledovat u 26XYL a MICHK, kdy tyto dvé latky jsou vyhodnoceny jako netspésné od-
stranéné v pripadé dat z vody, ale naopak Uspésné odstranéné v pripadé dat z HPS.
Koncentrace MICHK jsou velmi nizké v obou postupech, tedy je zde mozné vétsi zati-
Zeni chybou napriklad p¥i instrumentalni analyze. Pro 26XYL jsou koncentrace vyssi,
negativni RE je zde vy$sijak 1000 % avsSak nelze s jistotou rici, jestli doSlo k ispéSnému
odstranéni ¢i nikoliv. Dalsi zajimavou latkou je BNZD, potvrzeny karcinogen, ktery
v pripadé dat z HPS m4 ucinnost odstranéni 1 % v prvnich 14 dnech a 20 % ve zbylych
14 dnech, zatimco u dat ze vzorki vody je uc€innost odstranéni nizsi nez -250 % pro
oba Casové useKy. Jak jiz bylo zminéno v teoretické ¢asti této prace, BNZD muZe vznikat
degradaci rliznych barviv, kterd jsou na jeho bazi. Je proto mozné, Ze jeho vyskyt i na
odtoku mize byt z ¢asti i v dlisledku tohoto jevu.
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Obrazek 43: Uéinnost odstranéni vypoéitana z dat ze vzorki vody
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8.2 Vysledky z kalibracniho experimentu

8.2.1 Ziskani vzorkovacich rychlosti z kalibraéniho experimentu

Vzorkovaci rychlosti z kalibracniho experimentu byly vyhodnoceny pomoci softwaru
ModelMaker4 za pouziti modelu dle diferencialni rovnice (1) pro jejiZ numerické re-
Seni byla pouzita Runge-Kuttova metoda ¢tvrtého radu. Byly pouzity dva zptlisoby vy-
hodnoceni. V pripadé prvniho zpisobu jsou dosazeny dva optimalizované parametry
- koeficient prenosu hmoty pro prijem latky ki, shodny s Rs ms’1, a koeficient pfenosu
hmoty pro uvolilovani latky k2, shodny s Rs Ksw! ms1. Pokud nebyla hodnota k2 vy-
znamné odliSna od nuly (t-test, p > 0,05), byl pouZit model pouze s jednim optimalizo-
vanym parametrem. Jednalo se o latky BNZD, 44TDA, 2BRA, PAAZB, 5CARB a MBOCA.
Tento pripad nastava tehdy, kdyZ vzorkovac prijima latky v integrativni fazi a uvolio-
vani latek z néj je tedy zanedbatelné béhem celé expozice. Hodnoty parametri byly
s pomoci ModelMaker4 ziskany nelinearni regresi s pouzitim Levenberg-Marquard-
tova algoritmu s vdZenou metodou nejmensich ¢tvercii (Skodova et al., 2016).

Jak jiz bylo zminéno vySe, nejdrive se vzorky vody z akvaria analyzovaly na kapa-
linové chromatografii pouze z primého nastriku vody, avSak dle naslednych vysledki
bylo zfejmé, Ze tento postup nestaci, jelikoZ vysledné koncentrace byly prili§ nizké.
Vzorky vody bylo ti‘eba zpracovat stejné jako v piipadé vzorki z COV. Vysledky vzor-
kovacich rychlosti pak ale byly pro vétSinu latek prili§ vysoké a pro vétSinu latek ne-
mohly odpovidat realité. Rozdily mezi hodnotami pro rtzné latky byly totiZ v nékte-
rych pripadech az ve trech radech. Vzhledem k tomu, Ze difizni vlastnosti zkoumanych
latek jsou podobné (Krupcikova et al., 2023), fadové rozdily poukazuji na chybu. Ta
spocivala v koncentracich ze vzorki vody, které byly zdrojem vysoké variability, za-
timco mnozZstvi latek ve vzorkovacich bylo pro vSechny latky rddoveé podobné. Pro vét-
Sinu latek byly tedy zmérené koncentrace ve vodé podhodnocené, coZ vedlo k nadhod-
noceni vzorkovaci rychlosti. To se tykalo jak ptipadu zpracovanych vzorki vody, tak
i vzorkll pro primy nastiik, zpracovani vzorki tedy nemohlo byt pri¢inou ztraty ana-
lyti. Hodnoty latek ve vzorkovacich vSak neukazuji, Ze by k vyrazné ztraté latek doslo
uz v akvariu béhem prvnich dntli experimentu. Z toho Ize usuzovat, Ze ke ztraté prav-
dépodobné doslo béhem uskladnéni vzorki v polykarbonatovych ldhvich. Zajimavé
bylo, Ze sniZena koncentrace se nejevila u vSech latek. Na grafu 2APY miiZzeme vidét
ilustraci toho, jak by zhruba mél vypadat graf prijmu latek do vzorkovace a koncen-
trace ve vodé (Obrazek 44). U velké vétsSiny latek vSak z neznamého davodu ke ztraté
analytti ve vzorcich vody doslo, a proto vétsina grafti vypadala podobné jako napriklad
4AMB (Obrazek 45).
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Obrazek 44: Znazornéni naristu koncentrace 2APY ve vzorkovaci a koncentrace ve vodé
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Obrazek 45: Graf nartstu koncentrace 4AMB ve vzorkovaci a klesajici koncentrace ve vodé

O sorpci aromatickych aminti na stény sklenénych vialek, pokud byly uchované ve
vodé v nizkém objemu, jsme jiz védéli, avsak tyto vysledky poukazali na to, Ze se zna¢na
cast nékterych aromatickych aminti mtiZe sorbovat i na stény polykarbonatovych vzor-
kovnic, ve kterych byly uchovany, anebo Ze v pribéhu uskladnéni dochazelo k roz-
kladu ¢i reakcim téchto latek. A to i presto, Ze byly po celou dobu pred zpracovanim
v laboratofi zmrazené pti -20 °C. Na zakladé této hypotézy byl proveden dalsi experi-
ment, ktery je popsan v nasledujici kapitole.
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Zaroven byl proveden vypocet vzorkovacich rychlosti pro optimalni situaci
s predpokladem, Ze koncentrace ve vodé byla nomindlni a nebyla podhodnocena. Pro
vypocet byla zhotovena linearni regrese z koncentraci ve vzorkovaci, avsak pouze pro
prvnich devét dni, kdy byl narlist mnoZstvi vétsiny latek ve vzorkovaci linearni. Za kon-
centraci ve vodé byla dosazena hodnota 1 pg L1, ktera odpovida mnozstvi latek prida-
nému do akvaria na zacatku experimentu.

Pro porovnani byly vypocitany i teoretické hodnoty vzorkovacich rychlosti aro-
matickych amint pro hydrogelovy vzorkovac dle vztahu:

_ DA

R, = (14

Kde D (cm? s1) je prislusny latkoveé specificky difizni koeficient, A je vzorkovaci plocha
(cm?2) a 6 (cm) je tlouStka difuzni vrstvy hydrogelu. Difazni koeficienty aromatickych
amind pro hydrogelovy vzorkovac byly ziskany ze studie Krupcikova et al. (2023).
V tomto experimentu je vSak zahrnuta bariéra ve formé filtru ze sklenénych vlaken,
ktera miize prispivat k celkové rezistenci. I kdyz bariérou kontrolujici transport latek
zUstava hydrogelova vrstva, vysledky teoretickych vzorkovacich rychlosti mohou byt
nadhodnocené.

Vysledky vzorkovacich rychlosti teoretickych, experimentalnich a z jednotkovych
koncentraci jsou uvedeny v tabulce (Tabulka 8). Teoretické vychazeji v rozmezi 14-54
mL den-! se stfedni hodnotou 30 mL den-l. Vzorkovacich rychlosti, kde byla upravena
koncentrace vody na konstantni, vysla Rs v rozmezi 34-185 mL den! se stiedni hod-
notou 80 mL den1. V ramci téchto dat byla vyloucena hodnota pro IPPD a ODAN, kde
vzorkovaci rychlost vychazela 0 a 2 mL den-!, coZ poukazuje na odlehlé hodnoty z ji-
ného diavodu. Vysledné vzorkovaci rychlosti z dat z kalibra¢niho experimentu jsou
v rozmezi 34-890 mL den-1 se stifedni hodnotou 185 mL den-!. U latek 2APY, 5CARB,
1Q, MEMDA a MICHK vychazeji Rs v rozmezi 0-100 dle o¢ekavani, tedy u téchto latek
nepredpokladame vyznamny Ubytek ve vzorcich vody jako v pripadé ostatnich. V po-
rovnani se vzorkovacimi rychlostmi z terénniho experimentu vysla nejpodobnéji latka
4CHA, latky OANI, NORH a CUMI byly v kalibra¢nim experimentu nékolikrat vyssi. Na-
opak vzorkovaci rychlost pro 2APY byla v kalibra¢nim experimentu nizsi.

Tabulka 8: Prehled vzorkovacich rychlosti - teoretické dle vypoctu, experimentalni a experi-
mentalni s jednotkovou koncentraci ve vodé

Teoretické Jednotkova cw  Experiment

Latka mL den!

1NAPA 38 47+3

26XYL 27 562

2A4ANT 41 130+5 163+6
2AMB 34 110+6 127+2
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100

Latka Teoretické Jednotkova cw  Experiment
mL den'!

2APY 53 13443 37+2
2BRA 22 96+5 11745
2NAPA 20 85+4

33DCB 25 28+3
33DMB 14 26%1

3AAP 34 100+4

3CHOT 39 124+6 168+7
3CARB 37 115+7 311+4
44TDA 21 1342 891+51
4AMB 31 11645 570+9
4CHA 37 113+5 156+6
4CHOT 36 152+6 185+7
5CARB 38 78+2 31+1
PAAZB 30 92+4 409+11
AZOB 54 66+4

BNZD 16 48+3 400+9
CYHA 49 48+3
DADPM 16 93+5 292+17
DPHA 42 49+4 11349
HRMI 29 5543 13517
IPPD 28

1Q 25 39+3 56+7

CUMI 38 9416 234+11
MBOCA 24 59+4 1674
MEMDA 16 54+4 23045
MICHK 24 37+3 3743
NORH 38 91+4 155+10
OAAT 27 35+3

OANI 33 10945 326+15
ODAN 16 2+0

OTLD 25 11245 292+15
PCRE 32 80+4

TBA 28 32+4
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8.2.2 Experiment na sorpci/rozklad aromatickych aminu

Pro otestovani, jestli dochazi ke ztraté aromatickych amint, at' uz sorpci ¢i rozkladem,
byl zhotoven kratky experiment. Z vysledkii tohoto experimentu bylo zrejmé, Ze se
nase hypotéza potvrdila. Ztrata latek v Case byla pozorovana témér pro vSechny latky,
pro vétsSinu se podle ocekavani ubytek 1idil kinetikou prvniho fadu. Diky tomu bylo
moZné vypocitat i rychlostni konstantu ubytku dle rovnice:

In. =Incy— kt (15)

Kde k (den'1) je rychlostni konstanta prvniho radu, kterou ziskame ze smérnice line-
arni regrese ubytku koncentrace za dany cas t. A nasledné lze prostfednictvim této
konstanty vypocitat polocas Zivota latky dle vztahu:

In2
tos = 7~ (16)

Grafické zpracovani tibytku je zobrazeno na grafu 2NAPA (Obrazek 46)

2NAPA
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Obrazek 46: Graf ubytku 2NAPA, pro ktery byl vypocitan polocas Zivota 2,6 dni

Vysledné polocasy rozpadu jsou uvedené v tabulce (Tabulka 9). Otestovano bylo vSech
37 aromatickych amin, které byly sledovany v kalibra¢nim experimentu. Polocas roz-
padu byl stanoven pro 30 latek. Z vysledki byl vylou¢en CYHA a ODAN, které nebyly
vibec ve vzorcich detekované. Dalsi latky, pro které nebyly vyhodnoceny polocasy Zi-
vota, se v tomto experimentu ukazaly jako stabilni, priCemzZ toto pozorovani koreluje
i s naSimi vysledky kalibra¢niho experimentu. Konkrétné se jedna o 2APY, 1Q, 5CARB,

101



VYSLEDKY A DISKUZE

HRMI a TBA, pricemZ posledni zminéna latka nebyla v kalibratnim experimentu vy-
hodnocena.

Tabulka 9: Prehled stanovenych polocast rozpadii aromatickych amint ve zmrazenych vzor-

cich vody
zkratka polocas rozpadu (den)
2APY
DADPM 2,2
BNZD 1,3
OANI 4,8
PCRE 2,1
OTLD 6,6
ODAN
MEMDA 2,5
33DMB 1,3
3AAP 5,4
4CHA 4,9
26XYL 5,2
44TDA 1,2
1NAPA 1,7
2NAPA 2,5
4CHOT 5,2
3CHOT 5,6
2A4NT 7,7
2BRA 4,8
2AMB 3,8
4AMB 2,8
PAAZB 3,3
MBOCA 3,1
33DCB 2,9
OAAT 2,7
IQ
CUMI 3,4
5CARB
AZOB 3,3
3CARB 8,6
CYHA
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zkratka polocas rozpadu (den)
DPHA 2,7
HRMI
MICHK 3,1
IPPD 1,9
NORH 20,9
TBA

JelikoZ pri pripravé experimentu byla uvazZovana urcita ztrata tékavych aromatickych
amint, byly pro vybrané latky vyhledany polocasy Zivota v povrchovych vodach (Che-
mspider, 2023). Tyto data se dala do korelace s experimentalné stanovenymi daty cel-
kové pro 11 latek (Obrazek 47). Pearsontiv korelacni koeficient mél hodnotu r = 0,45,
tedy data vykazovala slabou aZ stfedni korelaci. I presto jsou nalezené hodnoty obecné
vyssi neZ zmérené, coZ naznacuje, Ze spise neZ o hydrolyticky rozklad se jedna o sorpci
nebo reakci jednotlivych latek béhem uskladnéni.

Korelace

25 - °
‘S 20 A
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I
> | 0) ——--—
ElS @ —___._.-
8 - R? = 0,2002
-}1_,_-:10_ -9 -- —. @] ’
: -
2 5 - ©
g

(@)
0 T T T T 1
2 3 4 5 6 7

to5 z experimentu (den)

Obrazek 47: Graf korelace polocasti zivota stanovenych v této praci a polocasi Zivota v povr-
chovych vodach z literatury
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9 Limitace

Prakticka cast této diplomové prace byla zamérena na otestovani ti{ typi vzorkovact
ve dvou typech matric - odpadni vodé a povrchové vodé. Vysledky mély poslouZit jako
prehled o obsahu 45 aromatickych amind v odpadnich a povrchovych vodach, pricemz
mély byt pro kazdou latku stanoveny vzorkovaci rychlosti pouzitych vzorkovaci. Cel-
kem byla detekovana zhruba polovina AAs, coZ pomohlo objasnit jejich vyskyt a osud
v Cistirné odpadnich vod. Avsak mnoZstvi pouzitelnych vysledki velmi ovlivnila de-
tekce mensiho poctu latek ve vodé a testy integrativnosti, kdy mnoho dat muselo byt
vylouceno v dlisledku neintegrativniho vzorkovani. Z celkového poctu byla Rs vyhod-
nocena pouze pro sedm latek na pritoku a pét latek na odtoku. Pro obdrzeni vicero
vysledki by bylo do budoucna lepsi pred zahajenim komplexni vzorkovaci kampané
s in-situ kalibraci udélat jednodussi screening ve formé bodového odbéru vody a na-
priklad necilené analyzy. AvSak pro vyvoj takové metody je vyzadovano velké mnoz-
stvi asili a ¢asu, pricemZ v dobé, kdy se pripravovala terénni kampan, se podobné ana-
lytické metody pro stanoveni aromatickych aminii teprve vyvijely. Nékteré vysledky
mohou byt také ovlivnény silnou vrstvou biofilmu ¢i, v pripadé HPS vzorkovace, protr-
Zenim predfiltru, coZ vede k expozici hydrogelové vrstvy (Obrazek 48).

DalS$im limitem této prace jsou vysledky vzorkovacich rychlosti z kalibra¢niho ex-
perimentu, které vyrazné ovlivnilo nové zjisténi, Ze aromatické aminy nejsou stalé
v polykarbonatovych vzorkovnicich ani pti zmrazeni. Tento jev neo¢ekdvame v takové
mife u terénniho experimentu, kde je mnohem komplexnéjsi matrice a tedy prepokla-
dame, Ze AAs se spiSe sorbuji na ¢astice pritomné ve vzorku vody. Latky z téchto castic
se vSak mohou extrahovat zpatky do vzorku béhem SPE. Avsak pro nékteré latky vysla
vzorkovaci rychlost velmi vysoka a v pripadé téchto latek je moZné podhodnoceni kon-
centraci ve vzorcich vody stejné jako v kalibra¢nim experimentu. Na druhou stranu jde
o cenny poznatek, ktery je nutno brat v potaz v dalsim vyzkumu aromatickych amind,
a zarovei je podnétem pro dalsi zkoumani jejich stalosti, rozkladu ¢i sorpce v riiznych
podminkach.

Obrazek 48: Poskozeni vrstev vzorkovaci, vlevo vidime protrzeni predfiltru, napravo naopak
vrstvu biofilmu
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10 Zaver

Teoreticka cast této prace se zamérila na charakteristiku zkoumanych latek - aroma-
tickych amin, které patfi mezi vSudypritomné polutanty. V Zivotnim prostredi mohou
vznikat prirozené, ale v mnohem vétsi mire jsou produkované ¢lovékem. Jejich roz-
at uz jde o plidu, ovzdusi, vodu nebo tfreba v mateiském mléce. Bohuzel kromé uZzitec-
nych vlastnosti, pro které je pouzivime, vykazuje mnoho z nich vlastnosti mutagenni
a karcinogenni. O jejich karcinogennich ucincich vime jiz od 19. stoleti, a i pres rtizna
omezeni je stale detekujeme, coZ potvrdila i tato prace.

Hlavnim cilem této prace bylo objasnit pritomnost aromatickych amind v povr-
chovych vodach, v tomto pripadé na odtoku z Cistirny odpadnich vod, a v odpadnich
vodach, tedy na piitoku do ¢istirny. Cistirna odpadnich vod zahrnuje nékolik komplex-
nich procest, diky kterym mnoho latek odstranuje. Problémem je vSak skutecnost, Ze
nékteré nejsou zcela nebo viibec odstranény ¢i dokonce v priibéhu ¢isténi vody vzni-
kaji. Abychom védéli, jaké latky a v jakém mnozZstvi se nachazeji kolem nas, musime je
umét detekovat, coZz mnohdy byva velmi finanéné narocné ¢i témeér nemozné kviili
velmi nizkym koncentracim, ve kterych se nachazeji. Jednim ze zptisobt, jak polutanty
v Zivotnim prostredi zachytit, je metoda pasivniho vzorkovani, jez umoZnuje zachytit
stopové polutanty spolehlivé bez vyssich finan¢nich nakladi. A jelikoZ rozpéti vlast-
nosti chemickych latek, které Zivotni prostredi znecistuji, je velké, musime jim pasivni
vzorkovace prizplisobovat a neustale hledat nové inovativni metody.

Proto praktickou ¢asti této prace bylo otestovani tfi typi pasivnich vzorkovaci se
sorbentem pro polarni latky v terénni vzorkovaci kampani. Prvni vzorkovac byl spee-
disk, robustni vzorkovac, ktery se osvédcil pro vzorkovani raznych typi latek, napti-
klad produkti osobni péce. Druhy vzorkovac¢ byl zaloZen na principu vzorkovace
0-DGT, pricemZ sorbentem je styrendivinylbenzen se sulfonatovou reverzni fazi a di-
fuzni vrstvou 1,5% agarézového hydrogelu posilnénou nylonovou sitkou. Tyto vrstvy
byly chranény filtrem ze sklenénych vlaken, ktera zamezuje degradaci vodni faunou
a flérou. Treti vzorkovac tvoril stejny sorbent, ale jiz bez difuzni hydrogelové vrstvy.

Terénni vzorkovaci kamparn probéhla na pirelomu listopadu a prosince a trval cel-
kem 28 dni. Pro srovnani a pripadnou in-situ kalibraci byly zanalyzovany i kompozitni
vzorKky vody odebirané kazdy den po celou dobu expozice vzorkovact. V terénnim ex-
perimentu bylo detekovano celkem 30 latek, pricemz s vyjimkou hydrogelového vzor-
kovace bylo vZdy detekovano vice aromatickych aminti na odtoku z Cistirny. Mezi latky,
které byly vypousténé, patrili prokazané karcinogeny (skupina 1) jako je BNZD, OTLD,
MBOCA nebo pravdépodobné karcinogenni latky (skupina 2A) jako je OANI, 4CHA, 1Q,
Ci ANI, ktery byl detekovan v kompozitnich vzorcich vody na pritoku 1052 ng L-1 a na
odtoku 122 ng L-1. Byl pozorovan i vznik nékterych sledovanych latek béhem procesu
odstranovani, kdy nékteré AAs byly detekovany pouze na odtoku, jmenovité MBOCA,
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IQ, CUMI nebo BNZD s vyjimkou HPS vzorkovace, ktery BNZD detekoval i na pritoku.
V porovnani s literaturou je detekce tak velkého mnoZstvi AAs jedinec¢na, jelikoZ pravée
tyto latky jsou velmi téZko detekovatelné zejména z hlediska instrumentalni analyzy.

S cilem ziskat presné vzorkovaci rychlosti za kontrolovanych podminek byla pro-
vedena laboratorni kalibrace. Z vysledkid vSak bylo patrné, Ze dosSlo k neocekavané
ztraté latek, jelikoZ ziskané vzorkovaci rychlosti byly fadoveé vys$si nez o¢ekavané hod-
noty. Pri¢inou bylo podhodnoceni koncentrace ve vzorcich vody. Vzesla tedy hypotéza,
Ze aromatické aminy mohly podléhat rozkladu ¢i se sorbovat na stény polykarbonato-
vych vzorkovnic béhem uskladnéni, a to i presto, Ze byly uchovany pfri -20 °C. Navazu-
jici experiment se zmrazenym vodnim roztokem amini ve vzorkovnicich, ze kterych
byly pribézné odebirany v case, tuto hypotézu potvrdil. Median polocasu zivota pro
zkoumané aromatické aminy vypoctené podle Kinetiky prvniho radu byl 3,2 dne, coz
znaci, Ze tyto latky neni moZné ve vzorkovnicich skladovat ani pti teploté pod bodem
mrazu.

[ kdyZ pti plnéni cili této prace vyvstalo nékolik neocekavanych prekazek, které
napiiklad zkomplikovali jednoznac¢né vyhodnoceni vzorkovacich rychlosti, ziskané po-
znatky jsou pfinosné pro objasnéni piitomnosti aromatickych amint v povrchovych
a odpadnich vodach a pro zlepSeni postupti laboratorniho zpracovani jejich vzorki.
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