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Complexity of analytical sampling procedures of toxic compounds. Water Sampling by Semipermeable

membrane device and Data analysis.
Urop/ TEORIE

1 UvoD/TEORIE

Uvodni a teoreticka ¢ast této price je vénovana problematice persistentnich organickych
latek (POP), které v soucasnosti nabyvaji vyznamu jak v oblasti ochrany Zivotniho prostiedi
alidského zdravi. V této casti je popsina problematika polychlorovanych bifenyla (PCB),
polychlorovanych  dibenzo-p-dioxind a dibenzofurand (PCDD/F), pestcida (OCP),
hexachlorbenzenu (HCB) a polybromovanych difenyletherd (PBDE), s ohledem na jejich
persistenci, bio-akumulaci, bio-koncentraci (s efektem biomagnifikace) a také dalkovy pienos!-7.
Dile je zminka k ramcovym tdmluvam o trvalém monitorovani a snizovani skodlivych latek;
zejména Stockholmské konvenci (SK), kterd byla ratifikovana i Ceskou republikou a vesla
v platnost 17. kvétna 2004. Tato Gmluva se dotyka téchto latek: pesticida (aldrin, endrin,
dieldrin, chlordan, DDT, heptachlor, mirex, toxafen, HCB), pramyslovych litek (PCB)
a vedlejsich produkti nékterych chemickych procesia (PCDD/F). Price se také dotykd téchto
latek (mimo seznam SK): polycyklickych aromatickych uhlovodika (PAU), polybromovanych
difenyletera (PBDE), lindanu a chlorovanych fenola.

V dusledku Sirokého pouziti nékterjch pesticidi, jsou detailné uvedeny informace
o smésich p,p-DDT/o,p-DDT a jejich metabolitech13, a to také v podminkich Ceské
republiky. Dalsi diskutovanou skupinu tvofi pesticidy typu HCH; novou diskutovanou
skupinou pfedstavuji zpomalovace hofeni (PBDE), a to pfesto, ze nejsou uvedeny na dualeZitém
s jejich toxicitou?6-27, Jsou také zminény endokrinni latky (EDC) a jejich vlastnosti?0-2% 24, Dale je
diskutovana biologickd dostupnost vybranych POP, v zavislosti na jejich chemickych
a strukturalnich vlastnostech? 28-35, Mezi vlastnostmi, které jsou pro POP charakteristické (napf.
vznik tumort, toxicita na plod, naruseni hormondlni rovnovahy?5 3640) jsou také zminény
neurotoxické ucinky PBDE, které jsou podobné, stejné jako pro PCBs#-42,

Dile, jako nedilna soucast inventarizace a regula¢nich opatfeni, je diskutovana nutnost
zajisténi kvality analytickych dat, zejména s ohledem na vzorkovani. Vyskyt POP ve slozkich
7P je spojen se skute¢nosti, ze jejich obsah je zpravidla ve velmi nizkjch koncentraénich
urovnich. Pro jejich vzorkovani ve vodach jsou zminény aspekty bodovych i pasivnich
vzorkovacich technik*-53, stejn¢ jako metodiky biotickych organismi (BMO)5+64 nebo
sedimentis>7., Pouzid BMO je spojeno shodnocenim letilnich davek, které také vychdzi
z nativni vlastnosti gnostickych metod”84, jak bylo difve demonstrovano v riznych studiich;
nekteré z nich byly postaveny na porovnani PS a BMOs85-8. V navaznosti na vysledky, jsou
diskutovany obecné zakonitosti #n-situ pasivniho vzorkovani, které maji v soucasnosti velké
perspektivy pro monitorovani ovzdusi a vody, diky mnohym vyjime¢nym vlastnostem oproti
konvenénim metodim bodového odbéru®® 879, Dale jsou popsany aplikace SPMD pro
sledované latky a jejich smési; také pro velmi nizké koncentrace, jejichz identifikace je
usnadnéna akumulaci v ¢ase; dale je zminéna pouzitelnost SPMD pro #n-vivo bioassay testy?7-102,
stejné jako testy toxicity83-86 103104 na jzolovanych extraktech po expozici SPMD. Nékteré
z téchto testd byly pouzity vriamci aplikaci v rimci této disertace, na zikladé raznych
publikovanych aplikac{78, 105-111,

Pro praktické aplikace této prace byly diskutovany aspekty pasivniho vzorkovani, zejména
s ohledem na pouziti SPMD. Jako zvlastni piipad je diskutovana aplikace pro redukce tuku
v riznych vzorcich!17, Bodové vzorkovani je zminovano jako kvalitniho zdklad pro pfijeti
standardizovanych metod119 s cflem uplatnéni pro pasivni vzorkovani. Vybér pasivnich
vzorkovact je postaven na rozdélovacim koeficientu oktanol-voda Kow , coz je také hlavni
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parametr pro urceni skupiny sledovanych latek4 83,120-126, Stru¢né je diskutovan vyvoj SPMDs%
84, 27128 Lkteré vedl k rutinnimu pouzivani 97-99% cistého trioletu jako absorpéniho média,
naplnéného do membrany nizké hustoty (LDPE)8L 83; byly také zminény prvni aplikacel?9-131 jez.
vedly k patentové ochrane?-80, 132138V navaznosti na tuto techniku jsou popsany zakladni
praktické charakteristiky aplikace SPMD%140 jako nastroje pro uréeni cCasove vazené
koncentrace (TWA) 65 67-71, 90, 96, 141142 Jsou také zminény vyhody oproti bodovym, vychazejic
z akumulace kontaminantu v SPMD. Timto dochaz{ k eliminaci episodickych vykyva v kratkém
case; je také zminéna aplikovatelnost SPMD pro velmi nizké koncentracni drovné pro glacialni
a mineralni vody8% 121, Tato metoda je také spojena s moznosti aplikaci pro toxikologicka
hodnoceni extraktud, stejné jako pro hodnoceni fyzikalné-chemickych vlastnosti; metodika je
aplikovatelna zejména pro vodni ekosystémy8® 143144, Standardizace a prvky QA/QC (zejména
jako mezilaboratorni porovnani) jsou zminény jako velmi dulezité aspekty pro nejblizsi vyvoj
a praktické aplikacel45-150,

Nakonec, je diskutovana nutnost vyhodnoceni naméfenych dat z oblasti POP, pomoci
komplexnich statistickych i alternativnich metodik: exploratorni a marginalni statisticka analyza,
85-86, 103-104, 151152 transformace, nasledovana analyzou hlavnich komponent (PCA), faktorovou
analyzou (FA), analyzou shluka (CLU)13154 odhalujici vzajemné vztahy mezi jednotlivymi
proménnymi a pozorovanimi. Je vysvétlen zakladni koncept praktické, statistické analyzy152 155-
1%, Pro komplexni vyhodnoceni jednorozmérnych a vicerozmérnych dat, kterd je prave
charakteristickd pro POP, je vyjadfena potfeba robustnosti pouzitfch metod; zejména, pokud
klasické statistické metody nevykazuji normalné rozdélena data. Jsou zminény nutné podminky
Centralntho limitntho teorému, které piedpokladaji nahodilost, nezavislost a stacionarni
podminky?% 157166 yvedouci v soucasnosti k aplikaci apriornich modela rozdéleni. V piipadé, ze
nejsou naplnény podminky normality datovych soubort, coZz je ¢astym piipadem malych
souborti dat bez normalntho rozdéleni, jsou zduraznény duvody pro piijeti gnostickych
piistupulé™170, které v soucasnosti maji vlastni teoreticky zaklad, procedury a také realizované
aplikace v jinjch oborech13%-140, 171176 Z3kladni popis gnostické teorie je ¢aste¢né uveden v ramci
této disertace; detailni popis je mozné nalézt v literatutel53-154,167-170, 177; tyto aplikace zpiistupmuji
pouziti této metody pro environmentalni datal3% 172,
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2  EXPERIMENTALNI CAST
A. Semipermeabilni membrany (SPMD)

Pro vsechny experimentilni aplikace bylo ovéfeno a pouzito nasledujicich membran
(SPMD): polopropustnd membrana z materidlu LDPE (polyetylen nizké hustoty), naplnéné
1 ml syntetického lipidu — triolein, coz je piirodni triglycerid (1,2,3-tri-[cis-9-octacenoyl]glycerol)
vysoké cistoty (>97%), ktery v SPMD vytvaii tenkou absorpéni vrstvu. Membrana ma tyto
parametry: sitka 2.5 cm (plocha, uzavienad), celkova délka 91 cm, s tloust’kou stény 75 -90um,
celkova vzorkovaci plocha okolo 460 cm? celkovd hmotnost okolo 4.5 g. Schematické
znazornéni SPMD je uvedeno na obrazku 1. K transportu kontaminantu dochazi pfes poéry
membrany, které odpovidaji piibliznému specifickému rozméru 109m (podobng, jako je tomu
u biomembran, které maji velikost 9.8 109m)153154, 177 Jejich pouzit je konfrontovano
s nestandardnimi PS, pfes jejich relativné $iroké pouziti a snahy kalibrace pro razné latky12h 124-
125, 178479, Na druhé strané, pouziti zkracenych membran je vyhodné pro separaci organickych
latek od vétsiny tukové matricel80-181, Obrazek 2 uvadi celkové vzorkovaci uspofadani pro
vzorkovani v povrchové a podzemni vodé. Pro podzemni vody byl ochranny kos vyvinut pro
pouzit{ dvou SPMD (napt. jedné SPMD pro chemické latky a jedné SPMD pro toxicity). Vyvoj
kose pro podzemni vody spada do koncepéni price v ramci této disertace a je predmétem
podani patentové piihlasky.
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4 Membrane Organic pollutants
Brandard SFHIT thickness (POPs)
o EE 75-900um
Obrizek 1 Schematické zobrazeni SPMD Obrizek 2 Usporiddni vzorkovani

pomoci SPND — pro vzorkovdni povrchovych
(vlevo) a podzemnich vod (vpravo)

Na zdkladé modeld pro chemickou expozici SPMD stanovované latce, je jeji okolni
koncentrace odhadnuta nasledovné:

Cw,i = Cs,ivs /Rs,it Eq.1

Clen Ry, je rychlost vzorkovini litky i a je koncepénim propojenim klasické extrakee
a pasivntho vzorkovani pomoci SPMD. Rychlost vzorkovani je udavan v L.d, coz muze byt
interpretovano jako objem vody (L), dialyzovan za den pro danou litku () a cas (); nalezené
mnozstvi latky v SPMD je Cj1, celkovy objem SPMD je s, Rychlosti vzorkovani jsou zakladem
pro odhad koncentrace okolni koncentrace Ciy;. Tyto byly pouzity z riznych publikac¢nich
zdroja od riznych autorl pro dané latky: PAU20, 122 PCDD /F132 137, 182195 PCB73, 121, 137, 193, 195-
201, pesticidy!3% 195196, 201-203 Vypocty byly také pievzaty z podobnych aplikacil2l, 199, 204-205,
V pozdejsi fazi aplikaci bylo pouZito pifstupu vypoctu pomoci referencnich liatek PRC
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(Performance Reference Compounds); jde o metodu, kdy se do SPMD pfed jejich aplikaci
pfidavaji rzné interni standardy (oznacené PRC), které maji podobné vlastnosti stanovovanych
litek, ale nejsou bud’ v ZP pitomny nebo nejsou predmétem zajmu. Vzajemné porovnani jejich
obsahii pfed a po expozici je uréitou kalibraci z-sitzA27, 137, 183, 190, 206209 Obecné ptedpoklady
pouziti byly adaptovany do podminek vlastnich aplikaci8 121, 189, 210-211,

B. Biotické organismy, biotesty

Biotické organismy, Dreissena polymorpha byly pouzity pro srovnani s SPMD; pfed vlastnimi
aplikacemi byly pfechovavany v cisté vode, s piskovym lozem. Pii aplikacich byly umistény
v polypropylenovych kosich, v poétu 100 kusii/ko$ a upevnény na stejné misto jako SPMD.

Pro vyhodnoceni toxicity bylo pouzito dialyzath z SPMD po expozici pfi raznych
aplikacich™: ¢istirna odpadnich vod Ostrava, velmi ¢istd prostiedi# 212213, Vibér pifslusnych
testt byl proveden s ohledem na jejich citlivost k urcitym skupinam POP. Toxikologicka odezva
byla odvozena z parametru ECs, vyjadfena jako I"7ox — jde o parametr, ktery byl vyvinut
behem prvnich aplikacil®?. Mezi testy byly nejcastéji pouzity nasledujici? 101, 104, 107, 110-111, 144, 213-
215: bakterie 17brio-fischeri, fasy Daphnia pulex, tyby Oncorbynchus mykiss, testy na tasach Scenedesnus
subspicatns a/nebo Selenastrum capricornutum. Testy na bioluminiscenénich baktetiich byly ptevzaty
ze standardnich testd (ISO 11348)7% 216,

C. Vzorkovaci protokol

Vyvoj a piijeti standardniho protokolu pro vzorkovani, manipulaci a naslednou analyzu bylo
hlavni podminkou porovnatelnosti a kvality vysledk??; mnohé z prvka jakosti byly feseny
v ramci této disertace a byly také nakonec vyuzity pro rutinni aplikace a akreditaci. Pfehled
jednotlivych prvki je uveden nize a je mozno je vnimat jako doporuceni pro rizné aplikace.

Popis/PoZadavky/Blank (frekvence)
Poradi Operace misto/ projekt/$arze/sada
*)= je-li aplikovatelné
1 Vyroba SPMD Definované vlastni podminky QA/QC/FaBl
O/1/1/0)
1 Uchovani --/vzduchotésna nadoba, okolo -10°C/PrBI
O/1/1/0)
2 Transport --/vzduchotésna nadoba, =0 °C/TtBl
(1/1/0/0)
2 Manipulace pted/po expozici Umisténi/vyjmuti SPMD do/z drzaku/kratky
cas/FaBl (1/17/0/0)
2 Expozice Do doby 30 dnt/bezpecnost mista, teplotni
zaznam/Bez pouziti blank
3 Vn¢jsi ocista Odstranéni  vSech necistot/promyti  vodou,
kratky éas/ReBl (0/1°/0/0)
4a Dialyza 250 ml rozpoustédla, 2x opakovani/24h pro
kazdé rozp./FaBI', PtBl (0/1°/1°/0)
5 Operace s dialyzatem (chem. par.) Sliti rozpoustédel/ spikovani pomoci
Operace s dialyzatem (biotesty) izotopickych metod/viz 4a
Sliti  rozpoustédel/bez  spikovani,  pouZiti
alikvotniho podilu/ viz 4a
6 Cisten{ Odstranéni ~ necistot,  oligomerd/v  ramci
analytické metody/viz 4a + ReBI (0/0/0/1)
7 Frakcionace Izolace analytickych frakei/v rimci analytickych
(chem. par/immunoassay) metod/viz 6
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Popis/PozZadavky/Blank (frekvence)
Poradi Operace misto/projekt/sarze/sada
*)= je-li aplikovatelné
8 Zakoncentrovani 10pl/rozpoustédlo nonan/viz 6
9 Chemicka analyza Kvantifikace/v rdmci analytické metody/viz 6
10 Immunoassay/bioassay Toxikologickd  odezva/v  ramci analytické
metody/viz 6
11 Datova analyza, reporting Okolni koncentrace pomoci Rs/PRCs; PCA,
FA, GA/piiprava dat/vyhodnoceni QA/QC,
vyhodnoceni blanka
SP Vzorkovaci plan Nutno zpracovat pro kazdy projekt zvlast’/viz
11 /viz 11

Tabulka 1 Zkriceny protokol pro manipulaci, vzorkovini a analjzn SPMD

D. Analytické metody

Stanoveni PAU bylo providéno pomoci metody HPLC-FLD v kombinaci s GC/MS/MS.
Parametry PCDD/F, PCB a OCP byly analyzovany metodou GC/MS/MS na instrumentaci
GCQ nebo PolarisQ (Thermoquest). Metody ¢isténi a optimalizace MS/MS byly vyvinuty a
popsany v minulosti2l$, Pouité metody byly akreditovany dle CSN EN ISO/IEC 17025.

E. Statistické a gnostické metody

V této disertaci naméfena data vykazovala specifické znaky, které jsou spole¢né pro
ultrastopové analyzy: nckteré z méfenych parametra byly velmi #/z4¢ nebo byly pod mezi detekce,
vyzadujici nasledné cenzorovani. Rozsahy dat byly spiSe malé (jen ziidka opakovatelna méfeni
na jednom mist¢ v daném ¢ase), distribuce dat byla ztidka nomudlni nebo log-normdiini, data se také
vyznacovala polymodaliton (neb ifon), byla sesikmena. Proto datové analyzy vyzadovaly pouziti
exaktnich, robustnich a spolehlivych postupti — od transformace po vyhodnoceni relevantnich
kvantitativnich charakteristik, jak také uvadi razné publikované zdrojel03 139-140, 153154 Na rozdil
od statistickych postupt, byly pouzity postupy gnostickél03, 139140 v minulosti jiz aplikované?1%-
21; tato metoda ma rigidni zaklad a z prvnich aplikaci ukazuje zajimavy potencial pro pouziti
v oblasti zivotniho prostfediss, 103-104,139,

Pro statistické metody, prvnim krokem byla exploratorni analyza datového souboru,
popisujici distribuci dat. Z raznych parametra sikmosti, $picatosti a grafickych charakteristik
(jadrového odhadu, histogramu, grafd symetrie, polosumy, krabicovych, kvantilovych a
rankitovych Q-Q grafi) byly hodnoceny znaky normality. Test Jarque-Berra (x = 0.05) byl
pouzit jako prvni test normality sledovaného parametru. Jako transformace byla pouzita metoda
Box-Cox153-154, 166, 22 jako jedna z nejcastéji aplikovanych metod. Po transformaci dat byly
aplikovany vicerozmeérné metody.

Analyza  bhlavnich  komponent (PCA), byla aplikovana pro zjednoduseni datové matrice
puvodnich proménnych do nové sady latentnich proménnych, nazvanych hlavni komponenty;
velky pocet proménnych je charakteristicky pro POP, kde pocet puvodnich proménnych
nezfidka pfesahoval 100 (kongenery PCB a PCDD/F). Pocet dalezitych hlavnich komponent
byl ur¢en pomoci Cattellova scree grafu.

Faktorovd analyza (F.A), byla aplikovana za dcelem urceni zakladnich latentnich proménnych,
urcujici datovou strukturu. Analyza byla zaloZena na korelacni matici a ziskané faktory byly
podrobeny faktorové rotaci Vatimax, ktera umoznuje snadnéj$i interpretaci faktord, postihujic
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maximalni promeénlivost souboru tim, Zze minimalizuje pocet znakd, jez vykazuji vysokou zatéz

faktoru.

Shiukovi analjza (CA), byla pouzita jako urcita exploratorni, vicerozmérna datova analyza,
fesici klasifikaci parametrd a pozorovani. Metoda obsahuje klasifikacni proceduru, kterd je
zalozena na méfeni vzdalenosti mezi objekty, podle ¢ehoz se pak rozlisuji shluky podobnosti.
Podobnost v tomto pifpadé je urcena pomoci Euklidovskych vzdalenosti. Tato analyza byla
pouzita komplementarné k metodam PCA a FA.

Gnostickd analiza (GA) — diky silnému matematickému zakladu této metody!3-140 byly
v ramci této price provedeny analyzy85-86 103104 které byly dale rozpracovany do praktického
guide??3. Hlavnim tkolem v ramci této prace bylo pfinést alternativu statistickfm metodam,
postavenou na robustnim zikladé a pro mensi soubory dat. V soucasnosti jsou jednotlivé
knihovny pfeneseny systému open-source, jazyka R224,

Rozdily mezi statistickym a gnostickym piistupem jsou shrnuty v tabulce 2.

statisticky model dat

, Pfistup
Problém /aspekt Statistika Gnostika
Velikost datového souboru | Velké soubory dat Individudlni data a maly soubor dat
Aptiorné stanoveny | Vyzadovin Neni podminén. Datovy model je

pouzit z dat.

Hlavni teoreticky zaklad

Aditivni miry pfes algebru sigma

Neaditivni mity pfes dvoji bi-algebru

Axiomatika

Formalni, zalozena na centrilnim
limitnim teorému

Nativni, zalozena na piirodnich

zakonitostech, vychdzejici z dat

Pojem pravdépodobnosti

Definovan formélné

Odvozen matematicky z Clausiovy
entropie dat

Pojem informace Uveden formalné Odvozen matematicky z Clausiovy
entropie dat
Inherentni geometrie Euklidovskd Riemannovi, definovand daty

Optimum kritéria odhadu

Formalni (napf. nejmensi ctverce
nebo max. vérohodnost)

Minimaln{ ztrita informace nebo
zvyseni  entropie  je  stanoven
varia¢nim principem

Varia¢ni charakteristiky

Neexistujici

Vatiaéni teotémy pro chyby dat,
informace a entropie

Meze datového nosice

Nejednoznaéné, v zavislosti na
subjektivnich rozhodnutich

Stanoveny daty

Robustnost odhadu

V klasické metodice — neexistuji

V robustn{ metodice - dosaZitelné
pomoci superstruktur mimo rozsah
zakladni teorie

Vychazi ze zikladni teotie jako jeho
inherentnf a nativni charakter

Konvergence dvou teotif

Neni znamo

Dokézano na velmi pfesnych datech

Vazba na existujici teorie
v ptirodeé

Nedefinovano

Ovéeteni tésné vazby ke klasické

termodynamice, relativistické
mechanice; také i ke klasické

i robustni statistice

Tabulka 2 Zdkladni srovndni statistického a gnostického pristupu
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F. Aplikace

Experimentdlni prace, které byly provedeny v této praci, se dotykaji téchto aplikaci: redukce
tukové matrice za tucelem zefektivnéni analytického postupu stanoveni POP225, pasivni
vzorkovani v ¢istém prostiedi, s cllem urceni geogennniho pozadi (glacidlni a mineralni voda)
aidentifikace klicovych latek v pitné (minerdlnf) vodest 136, 212, 226228 hrimyslové aplikace,
zaméfené na hodnoceni kontaminace v procesu ¢isténi odpadnich vod, také i sledovani splachtt
kontaminace silnic, splacht kontaminace po povodnichl07 135 143, 213, 226, 229; nakonec
monitorovaci studie, zaméfené na kvalitu fek, majici mezindrodni vyznam z hlediska pouZité
metodiky?30-22, odkryvajici postupy sledovani interakce chemickych parametra a toxickych
ucinka. Dale jako aplikace pro remediace, kterd byla spojena s identifikaci zdroji kontaminace
podzemnich vod (integralni cerpaci testy (IPT))233. Pro svij rozsah aplikace byly do prace
vybrany jen charakteristické studie. V ramci vSech studif byla data podrobena vhodné datové
analyze: statisticka (EDA, PCA, FA, CLU) a gnosticka; censorovan{ a interpretace LOD jsou
feseny mimo tuto praci®4. Z raznych aplikaci je mozné formulovat nekteré ze zavera, které jsou
ve zkracené podobé¢ uvedeny niZze.

1)  Metoda SPMD jako ndstroj pro redukci tukové matrice — tato metoda je aplikovatelna pro obsah
tuku vétsi jako 1%(m/m), coz odpovida materialam ! jako jsou kmuné smési (premixy), potraviny
(krmné oleje, vepfové sadlo, maslo, pfirodni a susena vejce, parky, salimy, cokolada, slehacka,
syr, hovézi a vepfové maso, ryby, dribez, ledviny, jatra, susené mléko), Zdsky podkosni tuk. Pro
vybrané druhy byla vytéznost (pfidanych isotopicky znacenych standardd) v intervalu 70-95%.
Toto je velmi dobra shoda s dffve publikovanymi daty!2% 122 a mezi jednotlivymi druhy
vzorka.

2)  Pii hodnoceni antropogenniho pozadi v solném dole Wieliczka — profil PAU i kvantitativni obsah
odrazi geogenni pozadi. Vysledek paralelnich odbéra vykazuje RSD v intervalu 1 - 13% pro
jednotlivé latky, ktery zahrnuje nejistotu vzorkovani i analytického zpracovani. Z profilu
sledovanych PAU byly nalezeny jen ctyfi latky. Zejména ty, které majf 3 aromatickd jadra; ze
skupiny, které ma 4-aromaticka jadra byl identifikovan pouze pyren. Nebyly identifikovany
zadné z karcinogennich PAU, jako benzo(a)pyren. Koncentra¢ni drovné byly velmi nizké (pro
nejéistsf profil F-II): fenantren (0,25 ng/1), antracen (0,03 ng/1), fluoranten (0,18 ng/1) a pyren
(0,18 ng/1). Naproti tomu, byly nalezeny dobfe méfitelné koncentrace PCB, s profilem malo
rozdilnym od profilu technickych smési (Z-25 a FII). Pro kazdy vzorek byly octaCB izomery
detekovany jako posledni pfitomnou skupinou (bez Nona- a DekaCB). NejbliZe je tento otisk
charakteristicky pro Delor 106 (s dominanci Hexa-CB). Detekovatelné koncentrace byly
nalezeny okolo 5- 80 pg/1 v sumé vsech detekovatelnych PCB.

Pro hodnoceni vyskytu POP v minerdlnich voddch Podébradka, drovné kontaminace jsou také velmi
malé, pokud byly vysledky srovnany s jinymi studiemi a limitnimi hodnotami pro pitnou vodu.
Tabulka 3 uvadi sumarni vysledky PAU, PCB a vybranych OCP; tyto hodnoty jsou uvedeny
jako pfiblizné, jelikoz mnohé z nalezenych hodnot byly nalezeny pod mezi detekce pouzitych
metod.

! Po dobu pouzivini metody bylo ovéfeno na vSech matetidlech. V rimci této price jsou tyby a nekroptické
tkané¢
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S chemickymi parametry, jako PAU, PCB a OCP byly stanoveny parametry toxicity
Desmodesmus subspicatus, Daphnia magna a Vibrio fischeri. Pfes velmi malé koncentra¢ni urovné byla
identifikovana sekundarni kontaminace PCB pifes podlozi. Odezvy pouzitych bivassay testi
nebyly pozorovatelné u PAU nad 16 ngl!. Zmény v koncentraci PCB od 22 do 168 pgl!
vykazuji zmény toxicity a také u vSech uvedenych pesticida. Hodnota koncentrace 470 pgl?
HCH spolu s DDT v koncentraci 26.7 pgl! zptsobily vjznamny vliv na bakterie, zatimco
korysi a fasy nevykazovaly jakoukoli citlivost na tyto koncentraéni drovné. Nejcastéji nalezenym
kontaminantem z analyzovanych latek ze skupiny PAU byl fenantren snejvyssi urovni
kontaminace 13.9 ng.I! v mist¢ Buda.

pg/L Buda Plazy Maly Vestec Podébrady
Suma PAU 16159 4380 2807 179
Suma PCB 95 168 72 22
Suma HCH 220 140 220 470

HCB 7.9 8.3 8.3 2.2
Suma DDT 4.2 4.1 39 26.7

Tabulka 3 Koncentrace vybranych pesticidii (pg.l')

Porovndni SPMD a biotickych vzorkii

V dasledku  minulého pouziti PCB, zejména vletech 1959 - 1984 v ptivodnim
Ceskoslovenskuls, 25237 jsou tyto latky pfedmétem sledovani a hodnoceni prostorové a casové
distribuce. K jejich zméné distribuce také doslo pravdépodobné i vlivem minulych povodni.
Kontaminace PCB28240 také odkryva kontaminaci 2,3,7,8-TCDD v pfitomnosti mono-
anon-orto PCB%, jak bylo zjisténo v minulych monitorovacich studiich!® 24-222, Hodnoceni
kontaminace fek, puady, pevnych ¢astic, sedimentd a fluvidlnich vrstev pady byly jiz
publikovany!5: 226, 241244 kontaminace vod pomoci PS prozatim nebyla zjist' ovana a publikovana.

Z vysledka této studie bylo zjisténo Ze kontaminace feky Labe ma charakter technické smeési
Delor 103, zatimco feka Morava Delor 106. Celkova kontaminace feky Labe v porovnani
s fekou Morava je pfiblizné 5x vyssf. Koncentrace non-orto a mono-orto PCB v Dreissena
polymorpha jsou podstatné mensi, nez nalezy v ifekiach pomoci SPMD, zatimco 2,2’-di-orto-
chlorované PCB jsou prakticky stejné. Dale byla zjisténa dominujici akumulace tri-orto CB,
stejné tak 2,6-di-orto- a tetra-orto-chlorovaného PCB. Toto je pravdépodobné dano vysokou
termodynamickou stabilitou a rigidni strukturou téchto latek (dihedralni dhel, vzajemné kolma
aromatickd jadra, interni bariery rotace). Biotické organismy vykazuji mensi metabolickou
schopnost pro vyse chlorované PCB kongenery. Ukazuje se, ze biotransformace jsou omezeny
na kongenery v pozici atomu chléru Tri- a Tetra-. Méné chlorované PCB ukazuji vétsi
schopnost biotransformace. Obecné se také ukazuje, ze biokoncentrace PCB ve vodnich
organismech koreluje se stupném chlorace, stereochemif a také rozpustnosti v tucich.

4)  Hodnoceni POP v fekich Ceské republitey

Systematické monitorovani fek CR pomoci skupiny PS2 bylo realizovano od roku 2003, na

2 SPMD (pro nepolarni latky), DGT (pro kovy), POCIS (pro polarni farmaceutika a pesticidy)
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19 profilech (od roku 2007 na 21 profilech).

Jsou prezentovany ¢asové i prostorové profily pro kazdou skupinu sledovanych latek. Pro
statistické hodnoceni bylo také ukazano, ze data nemaji normalni distribuci a vykazuji odlehlé
vysledky. Z tohoto divodu, jsou (za jednotlivé roky) nize uvedeny jak primérné hodnoty, tak
i mediany. Jsou diskutovana data pro obdobi let 2003-2007.

Pro PCB, nejvyssi koncentrace byly nalezeny na fece Bilina-Usti n/L. (Cprimer/median= 4155 /
3263 pg/1), nejnizsi v profilu Labe-Debtrné (Cprimer/mediin= 426 / 330 pg/1); toto misto, mize byt
povazovano jako pozadi v ramci tohoto monitoringu.

Jako pravdépodobny zdroj kontaminace pochazeji ze starjch depozic a pramyslu,
v disledku sirokého pouziti v Ceskoslovenskuls 235237, S ohledem na Delor 106 and Delor 103
— technické smési, které byly v minulosti pouzivany, je patrna zmeéna izomerového vzoru po
jednotlivych letech. Celkové, na zakladé celkovych koncentraci v jednotlivych profilech isomery
Tri- az Tetra-CB rostou (3-16%), zatimco Hexa-CB klesaji (1-15%).

Kontaminace jednotlivych profili jsou diskutovany detailné, napt. profil Labe -Valy je
pravdépodobné nejvice ovlivnén kontaminaci z Pardubice-Semtin, s dominantnim obsahem
Delor 10385, Dile vsak dochazi ke zméné profilu az k profilu Labe-Obiistvi, ktery je situovan za
Spolanou Neratovice. To znamena, ze Spolana-Neratovice také pfispiva k PCB kontaminaci
ato zejména dominantnim obsahem smési Delor 106; je to nové zjisténi, jelikoz hlavni
kontaminace byla z tohoto zdroje pfipisovina OCP a PCDD/Fs!5: 51, 245,

Co se tyka kontaminace OCP, nejvice kontaminovanym profilem byla identifikovana feka
Bilina-Ust (Cpramer/meditn = 3939 / 2991 pg/1) a Labe-Ob#stvi (Cpramer/meditn = 3892 / 3231pg/1),
zatimco nejnizsi koncentrace byly nalezeny v profilu Jizera-Predméfice (Cpramer/medisn= 003
pg/)). Jsou pozorovany zmény v ¢asovych i mistnich trendech. S ohledem na plo$né pouzivani
téchto latek v minulosti je identifikace jednotlivich zdroji problematickd. Jako vysledek
z publikovanych dat?** je evidentni pomérné dobra shoda snalezy pesticida v padé
a v sedimentech, nalezenych v hodnotich stovek ng/g# 4749, také biotickych organismech5 241,
a to 1 pfesto, ze nalezy SPMD vykazuji pouze rozpusténou fazi, bez metabolické pfemény.

Z hlediska PCDD/F, nejvice kontaminovanym profilem témito litkami je Odra-Bohumin
(Cprimer/median = 3428 / 2152 fg/1), coz také kotesponduje s nejvice nalezenou kontaminaci PAU
pro tento profil (Cprimer/medisn = 223 / 185 ng/l). Tyto obsahy nejsou prekvapivé, v dasledku
existence zdroji chemického, koksarenského a metalurgického pramyslu?42. Nelze opomenou
ani vystup z COV, kterj zpracovava vody z komunaln{ i pramyslové sféry. Na druhé strané, pro
ptipad PCDD/F) je nutno fici, ze velky pocet méfeni (84-100%) byl pod mezi detekce (LOD)
pfes cca mesicni akumulaci. Vyjimkou jsou nékteré méfené isomery, jejichz hodnoty jsou nad
LOD, zejména TCDD, TCDF, PeCDF (pocet méfeni s LOD je v rozsahu 0-16%).

Z vysledka vypocitanych distribuci gnostickych funkci vyplyva, Ze hodnoty se odlisuji jak
z hlediska jejich stfedni hodnoty, také z hlediska jejich variability. Je zjevné, Ze distribuce nejsou
normaélni (Gaussovy), oblasti jsou kone¢né, hustoty jsou symetrické, zejména pro PBDE, PAU
a PCB. Zvlastn{ pozornost je vénovana PBDE, kdy v duasledku vysoké variability dat bylo
pouzito robustnich (gnostickych) postupt hodnoceni. Tvar DF(PBDE) muze je srovnatelny
s PCDD/F, coz predikuje podobné chovini, napf. pii bioakumulaci, coz také muze vyplyvat
z jejich podobné molekularnf struktury.

Obdobné¢, statisticki EDA  odhalila nenormalni distribuci a asymetrickou hustotu
pravdépodobnosti, coz vedlo kpouzitl transformace dat pfed MVDA. Data byla
transformovana Box-Cox metodou.
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PCA byla aplikovana na transformovana data, jako rozliSeni rdznych charakteristickych
vzord, spolu s porovnanim biokoncentrace téchto parametrd v SPMD. Touto metodou byly
zjistény razné shluky, primarné PCB, dominujicimi ) Tri-) TetraCB, > PBDE, Y PAU, spolu
s > TCDF a Y PeCDF. Druhy shluk je tvofen vyse chlorovanymi CB, zejména (3 Penta-
> OctaCB), Y DDT (a jejich metabolitd) a také Y HCH.

Robustné odhadnuté korela¢ni koeficienty (gnostickou metodou)103; 139140 hyly testovany
pro statistickou vyznamnost; vysledky poskytovaly podobné vysledky, avsak bez nutnosti
transformace dat v piipadé gnostické metody. Ukazalo se také, Zze vybérem z obou pfistupa se
docili nejlepsich vysledkd; pouziti gnostického pifstupu je vyhodné zejména, pokud vysledky
neodpovidaji normalnimu rozdéleni a datové sady maji maly rozsah. V takovych piipadech je
také vhodné pouzit robustnich korelaci statistickych (tj. Spearman, Kendall), resp. gnostickych.

Ldentifikace endokrinnich ldtek pomoci SPMD

Endokrinni latky (EDC) reprezentuji skupinu riznych litek, jako POP (PCB, PAU, OCP,
PBDE, dal§f pramyslové vznikajici latky jako vedlejsi produkty, jako PCDD/F) a také hormony.
Tyto latky mohou zpusobovat mnoho nepfiznivych efektl ve vodnim prostiedi?46-250; EDC
pusobi pies tzv. nukledrni receptory, nenuklearni steroidni receptory, nesteroidni receptory,
sirotdi receptory, enzymatické cesty, zahrnuté v steroidnich biosyntézach a/nebo metabolismu,
a pocetné mechanismy, které se soustfed’uji do endokrinniho a reprodukéniho systému?51-252,

Metoda SPMD ve standardnim uspotadan{ byla pouzita pro identifikaci EDC, jako PAU,
PCB, OCP, PBDE:g, triclosanu (TCS) and methyltriclosanu (MeTCS); v paralelnim usporadani
byly sledovany odezvy #n witro, vedouci k odhaleni cytotoxicity (Cyt 1/IC50), antiestrogenity
(AES 1/IC50), antiandrogenity (AAND 1/IC50) a AhR-indukované aktivity (Bio-TEQ)253.
Studie byla zaméfena na lokalitu v okoli Brna, s cllem sledovani vlivu této lokality na kvalitu
vody fek Svitava, Svratka, s hodnocenim COV v Modficich u Brna

Po diagnostice EDA, indikujicich nékteré odlehlé hodnoty a asymetrické, zesikmené
distribuce, byl proveden kombinovany test sikmosti a $picatosti, vedouci k statistickému testu
21.13 > %2(0.95, 2) = 5.992 (PBDE). Tim normalita zamitnuta a data byla podrobena Box-Cox
transformaci. Transformovana data byla poté hodnocena vicerozmérnou analyzou: CLU, PCA
aFA. Dendrogram CLU (Euklidovské vzdalenosti a Wardovy aglomeracni metody) spolu
s PCA je uveden na Grafu la-d.
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Graf 1a-d dendrogram a PCA vzorkovacich mist a parametrii

Shluk B je velmi blizko shluku C, ktery obsahuje parametr BioTEQ a 4CB, zatimco shluk C

obsahuje CYT, AEST, 6CB, AAND a 3CB. Dalsi dva shluky D a E vypadaji shodng, ale

hluk D obsahuje > PBDE, 8CB, 7CB a Y PAH, zatimco shluk E obsahuje 5CB, Y OCP,

TCS a MeTCS. Odlehly vysledek je piislusejici MeTCS, ktery vznik4 v dasledku metabolické

pfemény TCS biologickym procesem COV. Z hlediska toxické odezvy, cytotoxicita byla

identifikovana pro toky pod lokalitou mésta Brna. Cistici proces na COV snizuje
cytotoxicitu odpadnich vod. SPMD vzorky vykazuji viznamnou AhR-aktivitu. Tato aktivita
koresponduje s nize chlorovanymi PCB. Antiestrogenni aktivita se objevuje ve vétsiné mist.

Vsechny vysledky byly konfirmovany FA, s Varimax rotaci faktora a celkova variabilita je

vysvétlena modelem prvnich dvou faktort ze 63%.

Aspekty vicerozmeérmé analyzy dat

Jak jiz bylo zminéno, vedle statistickjch metod bylo pouzito metody gnostické analyzy.
Zavery z aplikaci se dotykaji problematiky POP, i s pouzitim vzorkovani pomoci SPMD.
Vysledky z datovych analyz ukézaly, Ze transformace dat (metodou Box Cox), vede (pfes jeji
rigoréznost) k jejich vzajemné zavislosti. Cesta bez transformace dat (gnostickd metoda) tak
ukazuje zajimavé moznosti v datové analjze.

K dalsim dulezitym skute¢nostem o charakteru malych soubort dat pouziti statistickych
metod patfi?5*: (i) statistické testy zpravidla vykazuji relativné malou vyznamnost, (i) moznost
vybéru vhodné parametrické metody bude mala, (i) pouziti empirické distribuce muze byt
problematické, (iv) odhady parametri jsou zatiZeny vyznamnou statistikou chybou; aproximace
vzorkovanou distribuci muaZe byt pomérné slabd. Z téchto divoda pouziti robustnich
statistickych korelaci (Spearman, Kendal), gnostickych, vedle nerobustni Pearsonové korelace se
ukazuje jako velmi praktické. Zejména, pokud budou pozivany metody vicerozmérné metody

(PCA, FA).
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Ze vSech dostupnych korelaci (S-Plus) byla pouzita sada nasledujicich neparametrickych metod
(viz tabulka 4).

ID Popis Metoda
SP Klasicka statistika Pearson
SK Robustnf statistika Kendall
SS Robustni statistika Spearman
GN Matematickd gnostika Kovanic

Tabulka 4 Prebled pousitych metod korelace

Pouzitf téchto metod slouzilo pro odhad piislusnych korelacnich koeficientt a vzijemnych
vztahti jednotlivych skupin parametrt. Vyhodnocen{ jednotlivych korelaci udava tabulka 5.
Duilezitost pouzitych korelaci je viditelna z uvedeného prehledu.

Method SP SK SS GN
SP 0 0.136 0.147 0.161
SK 0.136 0 0.084 0.087
SS 0.147 0.084 0 0.047
GN 0.161 0.087 0.047 0

Tabulka 5 Srovndni jednotlivich korelacnich koeficientii a pristusnych metod

Z tohoto piehledu je patrné, Ze nejmensi rozdily jsou mezi vektory Spearmanovy
a gnostické korelace, coz dokumentuje nejlepsi shodu mezi témito metodami. Ob¢ metody jsou
nejvihodnéjsi pro dalsi vyhodnoceni vzijemného vztahu dat. Kendalova (robustni statistickd)
metoda vykazuje také zajimavé vysledky. Nelze vsak opomenout fakt, ze gnostickd korelace je
odhadnuta z gnostické distribu¢ni funkce, coz umoznuje pouziti censorovanych dat, které jsou
pro POP vyzna¢né. Klasicka metoda Pearsonovy korelace, pfes jeji nejcastéjsi a implicitni
pouziti, vykazuje nejméné robustni vysledky.

Specifické zavéry je také mozné uskuteéni pro pouziti regresnich modeld, kde vedle
statistickych regresnich modelé bylo pouzito modelu gnostického. Vsechny metody byly
realizovany metodou vazenych nejmensich ¢tverca (WLS). Nejlepsich vysledka bylo dosazeno
gnostickou metodou (“gnostic”) s R=0,986 a STD = 0,0044, spolu s metodou “fair” s
R = 0,979 a STD = 0,0063. Jinou vhodnou metodou byla “Andrews” with R = 0,704
a STD = 0,0063. Ve vsech vysledcich je ztejmy opacny efekt PCB oproti PAU. Tato skute¢nost
je vysvétlitelna v dasledku seskupeni jednotlivych parametri a tim ztratou informace, kterd je
charakteristicka nejen pro PCB, PAU, ale pro i jiné skupinové parametry. Je vsak velmi dalezité,
ze gnostickda metoda vykazuje velmi zajimavé vysledky a tak otevira, z pohledu autora, velkou
moznost pro aplikace a to nejen v oblasti ZP. Jeji pouiti je korunovano zejména v ptipadech
malého rozsahu dat a tam, kde data z hlediska statisticky nevykazuji normadln{ distribuci.
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Vybodnocent opakovatelnosti
V rémci price na viech studiich, byla aplikovina fada QA/QC. Jednim z podstatnjch
prvki je opakovatelnost, jak je pifkladné uvedena v Grafu 2. Je zde uvedena opakovatelnost

(v parametru RSD), z paralelni expozice pro parametry PCB, OCP.
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Graf 2

vysledek paralelni expozice SPMD pro PCB a OCP

Povrchova voda, N=5, PCB je vyhodnoceni v rozsahu indikdtorovych kongenerii

Detailni vysledky jsou k dispozici v digitdlni podobé¢, které jsou soucasti zdrojovych dat
k této praci. Z valida¢niho protokolu byla stanovena rozsifena nejistota v rozsahu 20-30%. Ze
vsech dat je patrna RSD v rozsahu 5-15%. Je potfeba zdaraznit, vysledky paralelni expozice
zahrnuji nejistotu vzorkovani i analytického stanoveni. Pro vyjimecné pfipady, kde hodnoty se
blizi limit¢ stanovitelnosti, je RSD v rozsahu 20-40%. Podobné vysledky byly ziskdny pro
parametry toxicity, v rozsahu RSD 5-25%.

Vsechny uvedené vysledky podtrhuji zajimavé moznosti aplikace SPMD, jako velmi
kvalitnich pasivnich vzorkovaca, pouzitelnych ve velmi sirokém rozsahu koncentra¢nich urovni.
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