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ABSTRAKT

Pesticidy jsou latky chemického nebo biologického charakteru, které jsou vyuzivany proti
rostlinnym 1 zivo¢iSnym sktidciim. Ovliviiuyji zivotni pochody v organismech, proto mizou
pfi nevhodném ¢i nadmérném pouziti predstavuji riziko pro vSechny slozky zivotniho
prostfedi i1 lidsky organismus. Nejvétsi riziko pro ¢lovéka i1 zivoCichy pak predstavuje
chronické pusobeni pesticidl, proto je potieba vyvijet nové a dostupné metody pro

monitoring jejich obsahu a transportu v rtiznych slozkach zivotniho prosttedi.

Tato diplomova prace se zabyva tfemi chloracetanilidovymi pesticidy a jejich metabolity
OA a ESA a tfemi pesticidy jiného chemického slozeni, tebuconazolem, methiocarbem a
chlorpyrifosem. Soucasti prace je jejich extrakce z vody a plidy pomoci extrakce na pevné
fazi a QUEChERS, jak z redlnych vzorkd, tak laboratornich experimentt a jejich stanoveni
kapalinovou chromatografii s detekci v ultrafialové oblasti pomoci detektoru diodového

pole.

V modelovém 28dennim laboratornim experimentu c¢asteéné dochazelo k degradaci
vybranych pesticidi ve vodé a v pidé, pficemz stanovené koncentrace byly nizké

v koncentracich desitek pg/kg.

Stanoveny obsah pesticidl v redlnych vzorcich nebyl vysoky, vSechna stanoveni byla pod

1 mg/kg. Ve vodach i ptidach byl stanoven mensi obsah pesticidll nezZ jejich metaboliti.

Klicova slova: pesticidy, extrakce na pevné fazi, QUEChERS, zemédélska plida, povrchova

voda, podzemni voda, optimalizace, HPLC — DAD, kapalinova chromatografie



ABSTRACT

Pesticides are substances of a chemical or biological nature that are used against plant and
animal pests. They affect life processes in organisms to pose a risk to all components of the
environment and the human body if used inappropriately or excessively. The most
significant risk for humans and animals is the chronic effects of pesticides, so it is necessary
to develop new and available methods for monitoring their content and transport in various

environmental components.

This diploma thesis deals with three chloracetanilide pesticides, their metabolites OA and
ESA, and three pesticides with different chemical composition, tebuconazole, methiocarb
and chlorpyrifos. Part of the work is their extraction from water and soil using solid phase
extraction and QuECheRS, both from real samples and laboratory experiments and their
determination by liquid chromatography with detection in the ultraviolet region using a

diode array detector.

A model 28-day laboratory experiment showed the partial degradation of selected pesticides

in water and soil, where the determined concentrations were in the units of tens of pg/kg.

The determined content of pesticides in real samples was not high. All determinations were
below 1 mg/kg. The lower levels of pesticides than their metabolites were determined in

water and soil.

Keywords: pesticides, solid phase extraction, QUEChERS, agricultural land, surface water,

groundwater, optimalization, HPLC — DAD, liquid chromatography



Chtéla bych podékovat Ing. Stépanu Vinterovi, Ph.D. za vedeni mé diplomové préce,

trpélivost a cenné rady.
Dale bych chtéla podékovat Ing. Zuzan€ Vinterové za piecteni prace a cenné piipominky.

V neposledni fad¢ bych chtéla podékovat rodicim a pfiteli za podporu a Dasi, za pratelstvi

z laborky, které snad bude celozivotnim.

Prohlasuji, ze odevzdana verze diplomové prace a verze elektronicka nahrana do IS/STAG

jsou totozné.



I TEORETICKA CAST
1 PESTICIDY .ueeeeeveueeeeeeeeenesesssssssssssssssssssnsssssssssssssssssssssssnsssssssssesssssssssssssnssssssssnsnsase
1.1 HISTORIE ... ettt e e e et e e et e e e e e e e e e e e e e e e e aa e e eaeseaaaeeanaeaanaaaas

1.2 PESTICIDNI PRIPRAVEKY ..o eeeeeeseeesmesemeememnennnen
1.3 KILASTEIKACE . ... ettt e et e e e et e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e eaans

1.3.1  Klasifikace dle biologick€ho UCINKU ..........cccuieriiieiieriiiiieieceee e
1.3.2  Klasifikace dle funkce pesticidu ........c.eevvieeviieeciieeiieeeie e
1.3.3  Klasifikace dle chemického typu U¢inné 1atky..........ccoevvvevviiciieniieniiennnene,

1.4 REZIDUA PESTICIDU V PRIRODE ..cvteee ettt eeee e e e e e eeeeeeeaeeeeeeeeeenenens

1.4.1  Osud a transport pesticidll v Zivotnim prosttedi ...........ccceevveevrienieecieennnnnnn.
1.4.2  Faktory ovliviiujici tvorbu reziduf ...........ccooceeriiiiiiniiiiieeeee

1.5 VLIV NA ZDRAV e aeeeeeseeeeeeeneeeeeneeeemnenenen
1.6 LEGISLATIVA ettt e e e e e e e e e e et ee e e eee e e e e e e e e enaeeeeaans

1.6.1  Rezidua pesticidll ve VOACh ........ccouiieiiiiiiiiiiieceeeeeee e
1.6.2  Rezidua pesticidll v pUdACh.........cceeeiiiiiiiiieeeeeeeeeee e

1.7 SPOTREBA PESTICIDU VE ZLINSKEM KRAJIL «.eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaaeeanns
1.8 CHLORACETANILIDOVE PESTICIDY .uunteeettteeeueeaeeeeeeeeeeeeaeaeseeeeereeennaaeseseeseeeeennans

1.8.1  Osud chloracetanilidovych pesticidi v Zivotnim prosttedi............cccueennee..
L.8.2  AlACKIOT ...ttt
1.8.3  ACELOCHIOT ...ciiuiiieeiiiecee e
1.8.4  MetazacChlOr.......oouiiiiiiiieie e

1.9 DALST VYBRANE PESTICIDY «eveteueeeeeeeteteeeeeeeeeeereeeneneeeeseeesesennnnaaeseeesennnnnnnaaesees

1.9.1  ChIOTPYTIOS ..oviitiiiiiiiieieeeet ettt st
1.9.2  METRIOCAID ... e e e e e e e ee e e e e e eeereees
193 TEDUCONAZOLE ..o

2 EXTRAKCNI TECHNIKY ..oucuercreerereerensesessesesessesssessessssesssssssessssessessssesssssssesesses
2.1 EXTRAKCE PEVNYM SORBENTEM ......ooociiiiiieeeeitiieeeeeitaeeeeeeitaeeeeeeiaeeeeeeenneeeeeennneeens
22 QUECHERS ......ooooiiieeeeeeeeeeeeee e

3  KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE

3.1 SEPARACNI PRINCIPY V KAPALINOVE CHROMATOGRAFIL...ccvvueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeennes

3.2 [ZOKRATICKA A GRADIENTOVA ELUCE ...coeviviiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeeereeeeeneeeees
3.3 DETEKTORY .ottt ettt e e et e e e et e e e et e e e e e e e eeaaeeeerenaeeeenenaeseennnns

3.3.1  UV/Vis absorpeni deteKtory........ccouieriieiiieniieiieeieeieee e
3.3.2  Fluorescentni deteKtOTY .......ccceieiiiieiiieeiiieeiiee et
3.3.3  Hmotnostné — spektrometrické detektory .........ccccoevieviiieiiiniiiniiniicieeee,
3.3.4  RozliSeni a stanoveni u¢innych latek a jejich metaboliti ...........ccoeeuveenneee.



II PRAKTICKA CAST .52

4  EXPERIMETALNI CAST cuoeeieeeceeeeeeecseesssssssessnsssssssssssssssssssssssssssassssssssnsasssnas 53
4.1 PRISTROJE A ZARIZENT ... e 53
4.2 PRACOVNI POMUCKY .o eee ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeaaaeeeeeeeeeenenas 53
4.3 CHEMIKALIE ...cceetetieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et eeeeeeeeeeeeeeeeee et eeeeereeerereeeeerereeererererereeereaeeeees 54
4.4 STANDARDY .ottt e et e e e et e e e e e e e e e e eee s e e e e s e e eaaeseeeaaeseeeenareeenaaaaees 54
4.5 PRIPRAVA KALIBRACNICH ROZTOKU ... eeeeeeeeneeeeen 55
4.6 OPTIMALIZACE METODY ..ttt e et et e e et e e e e e e e e e eee e e eeeeaeeeeeaeeeeeaeeeennanns 56

4.6.1  Optimalizace 1ZOKratick€ €lUCe ...........cccveeiiiriiiiiieiieeiiere e 56
4.6.2  Optimalizace gradientove €lUCE ..........ccueruieiiiiiiieiieeieeee e 57
4.6.3  Charakteristika analyzZy .........ccccoeovieriiiiriiiiiiieiecieeeeeeee et 58
4.6.4 Limit detekce a MeZ StANOVILEINOSTL ...uueeeeeeeeeieeeeee e eeeeeee e e 58
4.7 EXTRAKCNI METODY ..ceeeeeeteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesererererererererereeererererereeerereeeees 59
4.7.1  Extrakce pevnym SOrDENteIM .........cceuieiieriieiiieiieeriie ettt 59
4.7.2  Extrakce QUEChERS ..o 60
4.8 ODBER, ZPRACOVAN] A CHARAKTERISTIKA VZORKU .....ccceviurireeeiiieeeeeireeeeeennennn. 60
4.8.1  Odber redlnych VZOIrK ......cceeviiiiiiiiiieiiecieee et 60
4.8.2  Metodika stanoveni vlastnosti piidy pro laboratorni experiment................. 62
4.8.3  Laboratorni experiment s PUAOU .........cceeevvierieiiiienieeiierie e eneee e seee e 64
4.8.4  Laboratorni eXperiment S VOAOU .........ccoveeerrieeriieeniieeeieeeeeeeeeireeenveesnnee e 66
4.8.5  Zpracovani redlnych VZorkll..........ccccveviieiiiiniiiiiecieceeee e 66

5 DISKUZE A VYSLEDKY ..ueveveueeeeeeeeeeessesesesessssssssesesssssssssssssssassssssssssssssssssssnsassns 67

5.1 IZOKRATICKA A GRADIENTOVA ANALYZA evveueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenennnans 67
5.1.1  1zoKratick€ MetOdy ......cccevuieiiriiiniiriiiieieeierteeeee e 67
5.1.2  Gradientove MEtOAY .....oeeeviieriieeiiie ettt e e 68
5.1.3 Limit detekce a mez StanOVITEINOSTL ....ceevvveeeeeeeeeeeeeeeeee e e eeeeeeens 71

52 VLASTNOSTI ZAHRADNI PUDY ..ttt nannnen 71

53 STANOVENI HUMINU VE VYBRANYCH PUDACH ... e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaaeeens 73

5.4 LABORATORNI EXPERIMENT STANOVENI PESTICIDU V PUDE .....covvvvueeeeeeeeeeeeeennnnnn 74
5.4.1  Certifikovand piida - Lufa......cccooooviveiiiiiiieeeeeeee e 74
542  Zahradnd plda........cccoeiieiiiiiieieee e 76

5.5 LABORATORNI EXPERIMENT STANOVENI PESTICIDU VE VODE ....ccevvveveeeeeeeeeeanaannn. 78

5.6 REALNE VZORKY .o esessesesesesesesanesnnenesnnnnnnnnnn 80
5.6. 1 POAY ettt r e 80
5.6.2  VOY ettt ettt e e nnees 83

ZAVER .eeeeeesrsesenens 86

SEZNAM POUZITE LITERATURY ..ueeeieeerereeeeeessnssssssssssssassssssssssassssssssssassssssssssssas 88

SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK .....uueeeeeneeeecnseeesesesssssssssssassssnss 95

SEZNAM OBRAZKU ....vveveverereeeneresensssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssnsasasssssssasasas 97




SEZNAM TABULEK
SEZNAM PRILOH




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 11

UvVOD

Pesticidy jsou latky vyuzivané na prevenci a ochranu proti Skidctim. Jejich vyuziti je
v soucasnosti nezbytné pro vypéstovani dostatecného mnozstvi potravy pro spole¢nost.
Utinkem pesticidnich latek je ptisobeni na metabolismus $kiidct a tim jejich kontrola a
potlaceni. Tyto latky jsou toxické nejen pro cilovy organismus, ale mohou byt toxické i pro

¢lovéka.

V Evropské Unii je roéni spotieba kolem 360 000 tun pesticidnich ptipravki, z toho v Ceské
republice se ro¢né¢ spotiebuje kolem 4100 tun. Nejvétsimi spotiebiteli v EU jsou Francie,

Spanélsko, Italie a Némecko.

Tato prace se zabyva tfemi chloracetanilidovymi pesticidy, metazachlorem, acetochlorem a
alachlorem a jejich metabolity a dile pak dvémi pesticidy &asto vyuzivanymi v Ceské
republice, methiocarbem, tebuconazolem a chlorpyrifosem, jehoz pouziti bylo zakazano

v roce 2020.

Pesticidy byly zenvironmentdlnich vzork extrahovdny pomoci extrakce pevnym
sorbentem a extrakci QUEChERS, a nésledné zakoncentrovany proudem dusiku. Pomoci

vysoceucinné kapalinové chromatografie byly stanoveny koncentrace pesticidl ve vzorcich.

Obsahy pesticidi byly stanoveny ve vzorcich povrchové vody, podzemni vody a zemédelské
pudy odebranych ve Zlinském kraji. Byla také testovana 28denni degradace vybranych

pesticidl v pudé, certifikované piid€ a vode.
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I. TEORETICKA CAST
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1 PESTICIDY

Pesticid je jakakoli latka nebo smés latek, jak ptirodniho, tak syntetického ptivodu, ktery je
vyuzit na prevenci, potladeni, ni¢eni, odpuzeni nebo eliminaci $kidct. Skiidcem je hmyz,
plevel, zvéf, mikroorganismy a jiné. Jsou to vétSinou chemické latky, ale mizou byt

1 pesticidy biologické, napft. virové ¢i bakterialni. (Tadeo 2008)

Jina definice fika, Ze pesticidy jsou biologicky aktivni slouceniny, vyuzivané pro prevenci,

ni¢eni nebo kontrolu nad sktidci ovlivnénim jejich metabolismu. (Rathore a Nollet 2012)

Pesticidy jsou slouceniny ¢lovékem vyuzivané pro zvyseni vynosu potravin. Jejich pouziti
je v dnes$ni dob¢ nezbytné z divodu nutnosti uziveni stale naristajiciho poctu obyvatel.

Krom¢ toho jsou ale pesticidy toxické a perzistentni. (Tadeo 2008)

1.1 Historie

Historie pouzivani pesticidi sah4 do hlubsi minulosti, prvni zminky sahaji az pted rok 1000
pfed nasim letopoctem. Jako prvni pesticid méla byt pouzita sira. V 15. stoleti naSeho
letopoctu byly pouzivany tézké kovy jako ochrana proti Skiidcim, pozd¢ji byl jako insekticid
vyuzivan nikotin. Komercni vyuziti pesticidi zac¢alo ve 40. letech 20. stoleti, kdy se zacal
pouzivat dichlordifenyltrichlorethan — DDT, ktery zapocal novou éru v boji ¢lovéka proti
Skiildeim a chorobam. Zacaly se vyvijet nové druhy chlorovanych uhlovodiki a
organofosfatovych pesticidi a masové se pouZivat pro uspokojeni potieb lidi v oblasti
potravin. Nicméné se zaCaly objevovat neptfiznivé vlastnosti, a to zneciSténi zivotniho
prostiedi, vrozené vady u zvitat a u lidi. DDT je v sou€asnosti v mnoha zemich zakazano,

ale v rozvojovych zemich se naddle vyuziva. (Rathore a Nollet 2012)

1.2 Pesticidni pripravky

Pesticidni piipravky se skladaji z G€¢inné latky (aktivni slozka) a ptidavnych latek (inertni
slozka). U¢innou latkou je samotny pesticid, tedy latka s biologickym ti¢inkem. Skupenstvi
je pevné nebo kapalné a jejich fyzikalné-chemické vlastnosti se sleduji za normalnich
podminek, aby odpovidaly podminkam skladovani, ptepravy a aplikace. Pfidavnymi latkami
jsou rozpoustédla, stabilizatory a plnidla. Podle pouzité uU¢inné latky je vybrano
rozpoustédlo, voda, pokud je pesticid rozpustny ve vodé, pokud ne, je rozpoustén
ve vhodném organickém rozpoustédle. Pro pouZiti na potraviny nebo krmiva musi 1 pfidavna
latka spliiovat potravinové tolerance. Funkce ptidavnych latek jsou rizné. Napomadhaji

ucinné latce dostat se do rostliny, zabranuji pénéni nebo spékani, prodluzuji Zivotnost
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ptipravku, zjednodusSuji jeho aplikaci nebo chréni ptipravek pted rychlou degradaci.

(Rathore a Nollet 2012; Tadeo 2008)

1.3 Klasifikace

Pesticidy jsou velmi pocetnou skupinou chemickych latek, které je mozné klasifikovat
dle n¢kolika hledisek. Nejvyznamnéjsi zpusoby klasifikace jsou uvedeny v nasledujicich

podkapitolach.

1.3.1 Klasifikace dle biologického ucinku

Tento typ klasifikace je obecné nejznaméjsi a nejpouzivangjsi. Pesticidy se déli do skupin

podle $ktidcti, na které ptisobi. Pfehled nejvyznamnéjsich skupin je uveden v Tabulce 1.

Tabulka 1 Klasifikace pesticidil dle biologického tc¢inku (Rathore a Nollet 2012)

Typ Cilovy Cinitel
Baktericidy Bakterie
Defolianty Opad listil (hormonaln¢)
Desikanty Opad listii (vysuseni)
Fungicidy Houby
Herbicidy Rostliny
Insekticidy Hmyz
Miticidy /Akaricidy Roztoci
Muloskocidy Mekkysi
Nematicidy Hlistice
Rustové regulatory Reguluji rist rostliny
Rodenticidy Hlodavci
Konzervanty dieva Ochrana pfed dievo pozirajicimi organismy a tlenim

1.3.2 Klasifikace dle funkce pesticidu

V tabulce 2 jsou shrnuty tfi moznosti jednoduché klasifikace pesticida dle funkce. Prvni
skupinou je zptsob kontaktu s cilovym cinitelem, druhou skupinou je G¢innost pesticidu na

jednotlivé druhy patogenu a tfeti skupina je zaloZena na dob¢ aplikace pesticidu.
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Tabulka 2 Klasifikace pesticidii dle zptisobu a doby ucinku (Rathore a Nollet 2012)

Typ Piisobeni
Kontaktni prenos dotykem z povrchu rostliny
Systémové pronika do pletiv, tim zabiji rostlinu zevnitt
Respiracni prenos vdechovanim
Pozerové prenos travicim ustrojim
Totalni Hubi veskerou vegetaci
Sirokospektré Hubi urdité skupiny
Selektivni Hubi ur¢ité druhy

Preemergentni aplikace

pied vzejitim rostliny nebo plevele

Postemergentni aplikace

po vzejiti rostliny nebo plevele

Protektanty

pred napadenim patogenem

Eradikanty

po napadeni patogenem

1.3.3 Klasifikace dle chemického typu icinné latky

Za dobu, co se pesticidy vyuzivaji, byly syntetizovany tisice sloucenin. Jejich déleni podle

jejich obecné chemické povahy je shrnuto v Tabulce 3. (Rathore a Nollet 2012)

Tabulka 3: Klasifikace pesticidt dle chemického typu Gc¢inné latky

Typ typické pouziti
Organochlorované Insekticidy
Organofosfore¢né Insekticidy / herbicidy
Karbamaty Insekticidy
Dithiokarbamaty Fungicidy
Derivaty karboxylové kyseliny | Herbicidy
Substituované uredzy Herbicidy
Triaziny Herbicidy
Pyrethoidy Insekticidy
Limonoidy Insekticidy
Organokovové slou¢eniny Fungicidy
Fenoly Insekticidy
Thiokyanaty Insekticidy

1.4 Rezidua pesticidi v prirodé

Vlastnosti vétSiny pesticidi je omezena stabilita v zivotnim prostiedi, v rostlinach a
v zivo€iSich. Tato vlastnost je velmi dllezitd, protoZe nejenom urcuje jejich ucinnost, ale
také jejich bezpecné pouziti v zemédé€lstvi a zemédélskych produkti.

Osud pesticidii zavisi na biotickych a biochemickych transformacich, kterych se €astni zivé

organismy, a na fyzikalnich, chemickych a fotochemickych procesech. Prevladaji biotickée
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transformace katalyzované enzymy pudnich organismii bakterii, aktinomycet a hub.
Nejvyssi ucinnost vykazuji degradace pesticidii houbami. Jsou odolné vici neptiznivym
podminkam, aktivni i1 v kyselém prostiedi a houbové enzymy maji vyssi schopnost
degradace pesticidi. Fotochemicka transformace je omezena na dostupnost slune¢niho
zateni a také na slouceniny citlivé na toto zéafeni. Tvoii se vysoce reaktivni radikaly, coz
vede k rekombinantnim reakcim ik rozbiti vazeb ve sloucenindch ve vodném prostredi.

(Rathore a Nollet 2012; Verma et al. 2014)

Ve studii Hofmana (2018) byl téméf ve viech sledovanych ornych ptidach v CR detekovan
alesponl jeden pesticid. V 81 % pud byla koncentrace pesticidii vétsi nez 0,01 mg/kg a
prevazné se jednalo o vice pesticidi najednou. Podobné koncentrace pesticidii v pudé

stanovil i Pinto et al. (2010) v Mexiku nebo (Pszczolinska a Michel 2016) v Polsku.

Ze studie, kterd se vénuje reziduim pesticidii v povrchovych vodach v CR, je zfejmé, ze
soudasny zptisob hospodaieni na ornych ptidich CR ma negativni vliv na jakost podzemnich
a povrchovych vod. Méfeni koncentraci pesticidii ve vodni nadrzi zaméfené na konkrétni
pesticidy bylo provadéno tak, Ze odebirané vzorky mély maximélni moznou délku zdrZeni
v nddrzi. Nalezy rezidui pesticidi bylo ve stovkach ng/l. (Ferencik 2017) Podobné vysledky
stanoveni rezidui pesticidii v povrchovych a dokonce i v pitnych vodach maji ve svych
studiich Hladik et al. (2008), konkrétné az 50 ng/l v pitné vod¢ na sttedozapadé Spojenych
Statt americkych, dale pak Heberle et al. (2000) v fadech stovek ng/l v podzemnich a
povrchovych vodach ve Svycarsku. Sjerps et al. (2019) ve své studii popisuje stanoveni
mnoha druhl pesticidli ve zdrojich pitné vody, avSak s niz§imi koncentracemi nez

v piedchozich zminénych studiich.

1.4.1 Osud a transport pesticidi v Zivotnim prostiedi

Pesticidy se do sloZzek zivotniho prostfedi dostavaji pfes rostliny nebo pidy, na které byly
aplikovany. Poté, co se pesticidy dostanou do téchto slozek zivotniho prostiedi, jejich osud
podléhd mnoha riznym cestam, jako je transformace a degradace, sorpce a desorpce, t€kani,
pfijem rostlinami, transport v tekouci vod¢ a transport do podzemnich vod. Tyto zminéné

moznosti jsou vyobrazeny na Obrazku 1 (Rathore a Nollet 2012; Verma et al. 2014)
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Obrazek 1: Osud a transport pesticidd v zivotnim prostiedi
1.4.2 Faktory ovliviiujici tvorbu rezidui

Osud a chovani pesticidll v pfirodé lze predvidat na zakladé znalosti fyzikalné-chemickych
vlastnosti pesticidu, jako jsou jejich struktury, tlak par, acidobazicky charakter, rozdélovaci
koeficienty a rozpustnost. Dalsi diilezitou vlastnosti pesticidu je perzistence, kterd se
obvykle vyjadiuje jako polocas, tedy Cas, za ktery se rozlozi jedna polovina pesticidu na jiné

produkty, nez je matetska sloucenina. (Radojevi¢ a Bashkin 2006; Rathore a Nollet 2012)

Rozpustnost latky udava, jaké nejvetsi mnozstvi latky je mozné rozpustit v daném mnozstvi
rozpoustédla. Vétsinou se hodnota udava jako rozpustnost ve vodé, ale mize se udavat i
rozpustnost v jinych rozpoustédlech. Rozpustnost latky je ovlivnéna rozpoustédlem,
rozpousténou latkou a dal§imi pfitomnymi latkami, teplotou a pro plyny i tlakem. (Rathore

a Nollet 2012; Patnaik 2017)
Z rozdé€lovacich koeficienti je dilezity rozdélovaci koeficient n-oktanol/voda Ko,
vyjadiujici distribuci organickych nepolarnich slouc¢enin mezi vodu a pfirodni tuhé faze a

organismy. Je definovan jako pomé&r koncentraci dané latky rozpusténé v n-oktanolu a vodé.
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Hodnoty jsou zpravidla od -3, coz znaci velmi hydrofilni latky, po +10, coz zna¢i velmi

hydrofobni latky. (Sangster 1997)

Dalsim vyznamnym Kkoeficientem je pudni adsorp¢ni koeficient Koc charakterizujici
schopnost pesticidli vazat se na pidni Castice. Vyssi hodnoty znamenaji silnéj$i vazbu na
pudni Castice, a tedy horsi biodegradaci. Je ale zavisly nejen na konkrétnim typu pady, ale
napftiklad i na jeji vlhkosti. (Rathore a Nollet 2012) Jeho logaritmus vyjadiuje mobilitu dané

latky v prostfedi, mobilita je klasifikovana v nésledujici Tabulce 4.

Tabulka 4: Klasifikace mobility latek v prostiedi

log Koc Klasifikace
<1 vysoce mobilni
1-2 mobilni
2-3 stftedn¢ mobilni
3-4 malo mobilni
4-5 Spatné mobilni
>5 imobilni

Pro ptedvidani osudu pesticidll v Zivotnim prostiedi je diilezité znat i vlastnosti prostiedsi,
kde se pesticid bude vyskytovat, napt.: u plidy jeji vlhkost, obsah jilu a organické hmoty, pH
a podobné. Déle ptistup k povrchové a podzemni vodé, jejich chemické transformace a také
forma, zpusob aplikace a davka u ptipravku, ktery je aplikovan. (Rathore a Nollet 2012;
Patnaik 2017; Radojevi¢ a Bashkin 2006)

1.5 Vliv na zdravi

Pesticidy jsou velice Siroka skupina chemickych sloucenin. Je snaha vytvaret latky, které by
pusobily selektivné, nicméné byvaji, v rizné mife, toxické i k jinym druhiim, neZ proti
kterym jsou urceny. Nepfiznivé U€inky na zdravi jak ¢lovéka, tak jinych Zivo¢ichi mohou
nastat jak po akutni expozici, tak pfi chronické expozici danou latkou. Expozice pesticidiim
mohou byt ndhodné, naptiiklad pfi manipulaci s nimi, kontaminaci potravin, jejich
nevhodnym pouzitim. Chronické Gc¢inky pesticidll jsou v soucasnosti sledovany lépe nez

v minulosti diky rozvoji analytickych metod. (Rathore a Nollet 2012; Patnaik 2017)

Hlavnimi cestami vstupu pesticidi do téla jsou usty do gastrointestinalniho traktu,
vdechnutim nebo kizi. V téle podléhaji metabolickému rozkladu a jsou vylu€ovany moci,
matefskym mlékem nebo vykaly, v téle se akumuluji v tukovych tkanich, jatrech, ledvinach,

ale 1 mozku nebo srdci. (Biziuk et al. 1996)
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1.6 Legislativa

Pro jakékoli nakladani s pesticidy v Evropské Unii je smérodatnd Smérnice Evropského
Parlamentu a Rady 2009/128/ES ze dne 21. fijna 2009, kterou se stanovi ramec pro cinnost
Spolecenstvi za ucelem dosazeni udrZitelného pouzivani pesticidii. Jeji ptisobnost se tyka
pesticidu, které jsou uréeny pro ochranu rostlin. Vymezuje podminky pro ptipravu, prodej,
informace, rozSiteni povédomi, nakladdani s pesticidy i jejich obaly, aplikac¢ni zafizeni a
letecky posttik. Jsou zde uvedena i opatieni pro ochranu vodniho prostiedi a pitné vody,

rostlin a snizeni pouziti a rizik pesticidii. Jsou zde nastinény i sankce a poplatky.

1.6.1 Rezidua pesticidi ve vodach

Natizeni vlady €. 401/2015 Sb. Narizeni viady o ukazatelich a hodnotdach pripustného
znecisteni povrchovych vod a odpadnich vod, ndleZitostech povoleni k vypousténi odpadnich
vod do vod povrchovych a do kanalizaci a o citlivych oblastech, ktery stanovuje ukazatele a
hodnoty ptipustného znecisténi vod, normy kvality vod a definuje seznam prioritnich

nebezpecnych latek.

Vyhlaska €. 120/2011 Sb. Vyhlaska, kterou se méni vyhlaska Ministerstva zemédélstvi ¢.
428/2001 Sb., kterou se provadi zakon ¢. 274/2001 Sb., o vodovodech a kanalizacich pro
verejnou potiebu a o zméné nékterych zakonu (zakon o vodovodech a kanalizacich), ve znéni
pozdejsich predpisii, kde jsou uvedeny poZadavky na jakost surové vody. Je zde také

definovana mezni hodnota sumy pesticidi v surové vodég, 500 ng/l.

Vyhlaska ¢. 83/2014 Sb. Vyhlaska, kterou se méni vyhlaska ¢. 252/2004 Sb., kterou se
stanovi hygienické pozadavky na pitnou a teplou vodu a cetnost a rozsah kontroly pitné vody,
ve znéni pozdéjsich predpisu, ktera stanovuje hygienické pozadavky na pitnou vodu a ¢etnost
a rozsah jeji kontroly. Jsou zde uvedeny nejvyssi mezni hodnoty pro jednotlivé pesticidy,

100 ng/l, 1 pro jejich sumu, 500 ng/l.

Vyhlaska ¢. 264/2015 Sb. Vyhlaska, kterou se meni vyhlaska ¢. 5/2011 Sb., o vymezeni
hydrogeologickych rajonui a utvarii podzemnich vod, zpiisobu hodnoceni stavu podzemnich
vod a nalezZitostech programii zjistovani a hodnoceni stavu podzemnich vod, kde jsou
uvedeny podminky pro hodnoceni stavu podzemnich vod a jejich mezni hodnoty znecisténi

pro jednotlivé pesticidy, 100 ng/l, 1 pro jejich sumu, 500 ng/l.
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1.6.2 Rezidua pesticidi v piidach

V soucasnosti je v Ceské republice platna Vyhlaska &. 153/2016 Sb. Vyhldska o stanoveni
podrobnosti ochrany kvality zemédélske pudy a o zmené vyhlasky ¢. 13/1994 Sb., kterou se
upravuji nékteré podrobnosti ochrany zemédelského pudniho fondu, ktera vSak nedefinuje
zadny obecny limit pro individudlni pesticidy ani jejich sumu. Ve Vyhlasce ¢. 13/1994 Sb.
Vyhlaska Ministerstva Zivotniho prostredi, kterou se upravuji nékteré podrobnosti ochrany
zemedelského pudniho fondu, byl stanoven limit sumy pesticidi v zemédélské puade, 0,1

mg/l, ale tato vyhlaska neni platna od listopadu 2019.

Monitoring zeméd¢€lskych pad je definovan Vyhlaskou €. 335/2017 Sb. Vyhlaska, kterou se
meéni vyhlaska ¢. 275/1998 Sb., o agrochemickém zkouseni zemedeélskych pid a zjistovani
pudnich viastnosti lesnich pozemkii, ve znéni pozdéjsich predpisii, ani zde vSak nejsou

uvedeny limity pesticidi v padach.

Limity rezidui pesticidi jsou stanoveny pouze pro potraviny a tabakové vyrobky ve
Vyhlasce ¢. 54/2004 Sb. Vyhlaska o potravindach urcenych pro zvlastni vyzivu a o zpiisobu

Jjejich pouziti.
1.7 Spotrieba pesticidii ve Zlinském kraji

Dle Usttedniho kontrolniho a zkusebniho ustavu zemédélského bylo vroce 2019
spotfebovano ve Zlinském Kraji 101 955 kg ucinnych latek. Spottebovany byly pfevazné na
obiloviny, olejniny a kukufici. Nejvice bylo spotiebovano glyfosatu, 13 374 kg. Z dalSich
ucinnych latek byl hojné vyuzivan chlorpyrifos, jehoz pouziti je v Evropské Unii od roku
2020 zakazano, spotfebovano ho bylo celkem 2 475 kg. 5 133 kg uinné¢ latky tebuconazole
bylo spotfebovano pfevazné na obilniny. Z chloracetanilidovych pesticidli prevladal

metazachlor, 4 349 kg, nad metolachlorem, 901 kg. (UKZUZ 2019)

Ve Zlinském kraji mé nejvétsi spotiebu pesticidll okres Kroméfiz, 43 524 tun za rok 2019 a
spolu s okresem Uherské Hradisté v roce 2019 byla jejich spotieba 81 % celého Zlinského
Kraje. (UKZUZ 2019)

Ze souhrnu pro celou Ceskou republiku pro rok 2019 vyplyva, Ze celkem bylo spotiebovano

4 135 tun pesticidnich ptipravki, z toho tvofily 1 287 tun Gc¢inné latky. Zlinsky Kraj tedy
tvoii 7,9 % spotieby celé CR. (UKZUZ 2019)
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1.8 Chloracetanilidové pesticidy

Chloracetanilidové pesticidy jsou N, N — disubstituované aniliny. Mezi sebou se lisi
alkylovymi substituenty na anilinovém kruhu. Patii mezi nej¢astéjsi preemergentni pesticidy
vyuzivané po celém svété. Radi se mezi systémové a selektivni pesticidy pro jednod&lozné
a dvoudélozné plevele. Jejich roéni spotieba v CR je 500 tun. (Nursalam, 2016, Fallis 2013;
ALS Environmental 2015)

Vsechny tii vybrané pesticidy — acetochlor, alachlor a metazachlor — se §t€pi na mnoho
riznych metabolitl, v nejvétsi mife na metabolity OA (oxalovd kyselina) a ESA
(ethansulfonova kyselina), které jsou tedy nejvyznamnéjsi. Na tyto metabolity se Stépi
primarné¢ mikrobialni aktivitou v piidé. Dochazi k nahrazeni atomu chloru a tim k lepsi
rozpustnosti ve vodé. Kromé toho je také zvySena stabilita metabolitu oproti matetské
slouceniné a moznost vyluhovani metabolitu podzemni vodou. Z toho je ziejmé, ze
metabolity chloracetanilidovych pesticidi jsou perzistentnéjsi, nez jsou jejich matetské

slouceniny. (Kode$ 2021; Rathore a Nollet 2012)

Chloracetanilidové pesticidy a jejich metabolity vykazuji rizné druhy genotoxicity. Jsou
matefské slouceniny, jiné vSak témét nejsou toxické. Rozkladem chloracetanilidovych
pesticidl vznikaji pievazné derivaty ESA a OA. Rozkladem ptichéazi o atom chloru a tim se
sniZuje jejich toxicita oproti matetské sloucenin€. Nekteré studie tvrdi, Ze jsou pro clovéka
témert netoxické, ale jsou naopak toxické pro vodni organismy. (Hladik et al. 2005; Kamrin

1997; Velisek et al. 2020)

1.8.1 Osud chloracetanilidovych pesticidi v Zivotnim prostredi

Chloracetanilidové pesticidy v plidé nejsou perzistentni, jejich polo€as rozpadu je v rdmci
dni, maximalng tydnt, coz je zplisobeno piedev§im pldnimi mikroorganismy. V pis€itych
pudéch jsou mobilnéjsi, odtud se dostavaji do podzemnich vod. (Nursalam, 2016 a Fallis

2013; Tadeo 2008)

Ve vodé se rozkladaji velmi rychle, diky mikroorganismim, k pomalejSimu rozkladu

dochazi ve vodach bez kysliku. (Kamrin 1997; Rathore a Nollet 2012)
Rostlinami jsou piijimany koteny, ve vysSich davkach se ukladaji ve vegetativnich a

reproduktivnich castech rostliny, rychle metabolizuji na ve vodé rozpustné metabolity.

Kompletni metabolizace probihd do 10 dnti. (Kamrin 1997; Nursalam, 2016 a Fallis 2013)
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1.8.2 Alachlor

Alachlor, uplnym ndzvem 2-chloro-2"6’-diethyl-N-(methoxymethyl)acetanilid je vyobrazen

na Obrazku 2.
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Obrazek 2: Strukturni vzorec alachloru

Alachlor je selektivni systémovy preemergentni herbicid pouzivany proti travindm na
kukufi¢nych, fepkovych a sdjovych polich. Je absorbovan klicky a koteny rostliny, kde
interferuje s rustovymi proteiny a zastavuje rast. Je jednim z nejuzivanéjsich herbicidu a je
dostupny ve form¢ granuli nebo v koncentratu. Poloc¢as rozpadu je udavan na 8 dni. (Kamrin

1997)

Patfi mezi latky, které pravdépodobné ovliviiuji endokrinni systém a mezi potencionalni

karcinogeny. (ALS Environmental 2015)

Pouziti alachloru v Evropské Unii bylo zakdzano Rozhodnutim Komise ze dne 18.12.2006
o nezafazeni alachloru do pfilohy I smérmice Rady 91/414/EHS a o odnéti povoleni pro
ptipravky na ochranu rostlin obsahujici tuto i€innou latku (2006/966/ES). (Eur — Lex 2021)
Spottebovani zdsob bylo povoleno do cervna 2008. Jeho metabolity jsou ale nadale

vyplavovany z podzemnich vod. (Kodes 2021)

1.8.2.1 Fyzikalni vlastnosti

Alachlor je bezbarva az nazloutld krystalicka sloucenina, kterd je rozpustna ve vétSiné
organickych rozpoustédlech. (Kamrin 1997) Je sttedn€ mobilni, hodnota Ko je 2,27. (GSI

Environmental 2021). Jeji dalsi fyzikalné-chemické vlastnosti jsou shrnuty v Tabulce 5.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 23

Tabulka 5 Fyzikalni vlastnosti alachloru (PubChem 2021)

sumarni vzorec C14H20CINO2
CAS # 15972-60-8
molekulova hmotnost 269,77 g/mol
rozpustnost ve vode 242 mg/l

., vex ve veétsiné
rozpustnost v jinych rozpoustédlech

organickych
bod tani 40 °C
tlak par (25 °C) 2,9 mPa
rozdé€lovaci koeficient oktanol/voda 3,52

1.8.2.2 Metabolity

Alachlor se rozklad4 na stabilni metabolity, které jsou i nyni, po vice nez deseti letech od
ukoncéeni uzivani toho pesticidu v EU, detekovatelné, pirevazné¢ v podzemnich vodach.
Dominantnim metabolitem je alachlor ESA, jehoz strukturni vzorec je vyobrazen na
Obrazku 3. Jeho cely nazev je 2-[2,6-diethyl-N-(methoxymethyl)anilino]-2-
oxoethansulfonova kyselina, jeho molekulova hmotnost je 315,39 g/mol. Je, podobné jako

matetskd slouc¢enina stfedné mobilni, mobilita je 2,26. (Aga a Thurman 2001)

Obrazek 3: Strukturni vzorec alachloru ESA

Druhym nejcatéjSim metabolitem alachloru je alachlor OA. Jeho molekulovd hmotnost je
265,3 g/mol, celym nazvem je to 2-[2,6-diethyl-N-(methoxymethyl)anilino]-2-oxalova
kyselina a jeho struktura je na Obrazku 4. Mobilita je stejnd jako u alachloru ESA, stiedné

mobilni. (Aga a Thurman 2001)
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Obrazek 4: Strukturni vzorec alachloru OA
1.8.3 Acetochlor

Acetochlor, uplnym nazvem 2-chloro-N-(ethoxymethyl)-N-(2-ethyl-6-

methylphenyl)acetamide je vyobrazen na Obrazku 5.
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Obrazek 5: Strukturni vzorec acetochloru

Acetochlor je slektivni systematicky preemergentni herbicid pouZzivany proti travindm
prevazné na polich s kukufici. Pasobi na klicky a kofeny jednoletych travin a plevela.
Pievazné je degradovan mikrobialng, polo¢as rozpadu je 3 mésice. Jeho roéni spotieba v CR
byla okolo 200 tun, kazdy rok byl mezi prvnimi aplikovanymi pesticidy. (ALS

Environmental 2015)

V Evropské Unii bylo jeho pouziti zakdzdno v roce 2011 Provadécim nafizenim komise
(EU) ¢. 1372/2011 ze dne 21. prosince 2011, kterym se v souladu s nafizenim Evropského
parlamentu a Rady (ES) ¢. 1107/2009 o uvadéni pfipravkii na ochranu rostlin na trh
neschvaluje u¢inna latka acetochlor a méni rozhodnuti Komise 2008/934/ES. (Eur - Lex
2021) Jeho spotfebovani bylo mozné do €ervna 2013. Podobné jako u alachloru a jinych
chloracetanilidovych pesticidl jsou jeho metabolity detekovany, pifevazné v podzemnich

vodach, doposud. (Kodes 2021)
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1.8.3.1 Fyzikalni viastnosti

Acetochlor je Cira olejovitd kapalina vyrazného zapachu. Je stfedné¢ mobilni, hodnota

mobility je 2,13. (Ministerio de Sanidad 2013)
Jeji dalsi vlastnosti jsou shrnuty v Tabulce 6.

Tabulka 6: Fyzikalni vlastnosti acetochloru (PubChem 2021)

sumarni vzorec C14H20CINO;
CAS # 34256-82-1
molekulova hmotnost

269.77 g/mol

rozpustnost ve vod¢ 233 mg/l
rozpustnost v jinych rozpoustédlech | ve vétsiné organickych
bod tani 10,6 °C

tlak par (20°C) 0,022 mPa
rozdélovaci koeficient oktanol/voda 4,14

1.8.3.2 Metabolity

Matabolity acetochloru se daji, dle jejich mobility kolem 1,2, zatadit do kategorie mobilni.
(Ministerio de Sanidad 2013) Dominantnim metabolitem acetochloru je acetochlor ESA,
celym  ndzvem = 2-[N-(ethoxymethyl)-2-ethyl-6-methylanilino]-2-oxoethanesulfonova

kyselina. Jeho molekulova hmotnost je 315,39 g/mol, strukturné je vyobrazen na Obrazku 6.
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Obrazek 6: Strukturni vzorec acetochloru ESA

Dal$im vyznamnym metabolitem je acetochlor OA, celym ndzvem 2-[ N-(ethoxymethyl)-2-
ethyl-6-methylanilino]-2-oxalova kyselina. Molekulovd hmotnost tohoto metabolitu je

265,3 g/mol, strukturné je vyobrazen na Obrazku 7.
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Obrazek 7: Strukturni vzorec acetochloru OA

O metabolitech acetochloru neni mnoho informaci. Ackoli se v EU od roku 2013 nepouziva,
stale jsou jeho metabolity detekovany ve vodach, jsou tedy stabilni i po dobu nékolika let.

(Kodes 2021; Hladik et al. 2005)

1.8.4 Metazachlor

Metazachlor, Gplnym nédzvem 2-chlor-2',6'-dimethyl-N- (pyrazol-1-ylmethyl)acetanilid je

vyobrazen na Obrazku 8.

T
L

HaC

Obrazek &: Strukturni vzorec metazachloru

Metazachlor je preemergentni herbicid pouzivany pii péstovani fepky olejky. Je relativné
rozlozitelny, polo¢as rozpadu je udavan na 3—9 dni, ale Casto je detekovatelny ve vod¢, kam
se dostava splachem zpoli. Vroce 2013 bylo v CR spotiebovano 170 tun. (ALS

Environmental 2015)
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1.8.4.1 Fyzikalni viastnosti

Metazachlor je bezbarva krystalicka latka, rozpustna ve vétSin€ organickych rozpoustédlech.
Ve vod¢ je udavana rozpustnost 450 mg/L a jeji mobilita je 2,13, tedy spiSe mobilni.
(European Chemicals Agency 2011) Jeji dalsi fyzikalné-chemické vlastnosti jsou shrnuty

v Tabulce 7.

Tabulka 7: Fyzikalni vlastnosti metazachloru (PubChem 2021)

sumarni vzorec C14H16CIN;O
CAS # 67129-08-2
molekulova hmotnost 277,75 g/mol
rozpustnost ve vodé 450 mg/1
rozpustnost v jinych rozpoustédlech | ve vétsing organickych
bod tani 85 °C

tlak par 0,093 mPa
rozdélovaci koeficient oktanol/voda 2,49

1.8.4.2 Metabolity

Metazachlor, podobné jako u jinych chloracetanilidovych pesticidi, se pomérné rychle
rozkladd na dominantni metabolit, metazachlor ESA, celym nazvem 2-[2,6-dimethyl-N-
(pyrazol-1-ylmethyl)anilino]-2-oxoethanesulfonova kyselina. Tento metabolit je vysoce
mobilni, mobilita je kolem 0,1. (Dechene et al. 2014) Jeho molekulovd hmotnost je

323,37 g/mol, strukturné je vyobrazen na Obrazku 9.

f,’ R&N oﬁSiGH
L™
N 0

H4C. i CHs

Obrazek 9: Strukturni vzorec metazachloru ESA

Druhym nejcastéjSim metabolitem metazachloru je metazachlor OA, celym nazvem 2-[2,6-
dimethyl-N-(pyrazol-1-ylmethyl)anilino]-2-oxalova kyselina. Je taktéz vysoce mobilni
slou€eninou. (Dechene et al. 2014) Molekulova hmotnost této slouceniny je 273,29 g/mol,

strukturné je vyobrazena na Obrazku 10.
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Obrazek 10: Strukturni vzorec metazachloru OA

Podobné¢ jako u pfedchozich pesticidi neni k metabolitim mnoho informaci, jak o toxicite,
tak o rozkladu. Z riznych studii je zfejmé, Ze metabolity metazachloru jsou stabilni a

detekovatelné, prevazné v podzemnich vodach, i po mnoho let. (Kodes 2021)

1.9 DalSi vybrané pesticidy

Pro tucely této diplomové prace byly vybrany tfi dals$i pesticidy, které nepatii mezi
chloracetanilidové pesticidy. Kritériem bylo, aby byly hojné pouzivany v Ceské republice,
a aby byly pouzivany na kukufici a fepku. Byly vybrany pesticidy chlorpyrifos, methiocarb

a tebuconazole.

1.9.1 Chlorpyrifos

Chlorpyrifos, uplnym nazvem O,O-diethyl-O-(3,5,6-trichlor-2-pyridyl)-fosforthiodt je

strukturn¢ vyobrazen na Obrazku 11.

o | o
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Obrézek 11: Strukturni vzorec chlorpyrifosu
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Chlorpyrifos patii mezi kontaktni organofosfitové pesticidy. Pivodné byl pouzivan
na hubeni komard, pozdéji se zaCal pouzivat jako insekticid proti celé¢ tadé¢ Skidci
na plodinach jako bavlna, ovoce, kukufice a obilninach. Jeho dal$im pouzitim bylo piimé
oSetfeni ovci, krocantl, koni a pst, ale také budov. (Kamrin 1997; Ubaid ur Rahman et al.

2021)

Organofosfatové pesticidy jsou estery kyseliny ortho-, thio- a pyro- fosfore¢né. Jejich ro¢ni
spotfeba v CR je kolem 150 tun. Puisobi jako kontaktni a pozerové jedy. Organofosfatové
pesticidy jsou piitomné v biologickych systémech relativné kratce, vyznacuji se vysokou
ucinnosti. Jsou rozpustné ve vodé a snadno hydrolyzovatelné, z pidy jsou odstranény
do nékolika tydnii po aplikaci, vyjimkou je pravé chlorpyrifos, ktery je pfitomen az po dobu
4 mésict. Jsou hojn€ vyuzivané diky jejich nizké perzistenci a vysoké ucinnosti. (ALS

Environmental 2015; Tadeo 2008; Kamrin 1997)

Chlorpyrifos byl jednim z nejuzivangjsich insekticidii v Ceské republice, v roce 2019 byla
jeho spotteba 125 tun, v roce 2020 bylo ale jeho pouziti zakazano Evropskou Unii. (ALS
Environmental 2015, UKZUZ, 2019, Eur - Lex 2021)

1.9.1.1 Fyzikalni vlastnosti

Chlorpyrifos je bila krystalicka latka, nékdy ve formé vlocek, s typickym zdpachem. Je malo

mobilni. Jeho dalsi vlastnosti jsou uvedeny v tabulce 8.

Tabulka 8: Fyzikalni vlastnosti chlorpyrifosu (PubChem 2021)

sumarni vzorec CoH11CI3NOsPS
CAS # 2921-88-2
molekulova hmotnost 350,6 g/mol
rozpustnost ve vodé 1,12 mg/l
rozpustnost v jinych rozpoustédlech | ve vétsing€ organickych
bod tani 42 °C

tlak par 2,4 mPa
rozdélovaci koeficient oktanol/voda 4,96

1.9.1.2 Toxicita

Akutni toxicita u lidi je nizkd, plsobi na centralni nervovy systém, kardiovaskuldrni systém,

zpisobuje respiracni problémy a drazdi kiizi. (Ubaid ur Rahman et al. 2021)
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Chronicka toxicita ptisobi podobné jako akutni, navic se piiddvaji problémy s paméti,
koncentraci, dezorientace, deprese, podrazdéni, nocni miry, problémy s feci, bolesti hlavy a
dalsi. (Kamrin 1997) Organofosfatové pesticidy jsou potencionalnimi mutageny
a karcinogeny u lidi, s ¢imzZ jsou spojovany dédicné vady, reprodukcni dysfunkce a rizné

vrozené vady, pfevazné v centralnim nervovém systému. (Ubaid ur Rahman et al. 2021)
Chlorpyrifos je také velmi toxicky pro ptaky, ovlivituje hlavné jejich rozmnozovani. Také je
velmi toxicky pro vodni organismy, jak pro ryby, tak fasy a mékkyse. (Kamrin 1997; Ubaid
ur Rahman et al. 2021)

1.9.1.3 Metabolity

Hlavnim metabolitem chlorpyrifosu je chlorpyrifos—methyl. Je to bezbarva krystalicka latka,
korozivni k mé&di, mosazi, cinu a Zelezu. Strukturné je vyobrazen na Obrazku 12. (PubChem
2021) Byl také pouzivany jako insekticid, byl stejné jako chlorpyrifos zakazany Evropskou
Unii v roce 2020. (Eur — Lex 2021)

Cl Cl

Cl N

Obrazek 12: Strukturni vzorec chlorpyrifos-methylu
1.9.2 Methiocarb

Methiocarb, Uplnym ndzvem 3,5-dimethyl-4-(methylsulfanyl)fenyl-methylkarbamat je
vyobrazen na Obrazku 13.
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Obrazek 13: Strukturni vzorec methiocarbu

Methiocarb je pouzivan jako insekticid, akaricid a moluskocid. Patii do skupiny

karbamatovych pesticidu.

Karbamaty jsou estery nebo derivaty kyseliny karbamové. Karbamatové pesticidy se
pouzivaji nejéastéji jako insekticidy, ale také jako moluskocidy. Jejich roéni spotieba v CR
je okolo 300 tun, jejich mechanismus uc¢inku je jak kontaktni, tak systémovy. Pisobi na
pohyblivé skiidce (larvy, dospéli jedinci), ne na jejich vajicka. Patii mezi vysoce toxické
latky pro obratlovce. Pfi prvnich ptiznacich je poskozeni nervového systému reverzibilni.
Karbamaty jsou relativné perzistentni, jejich polocas rozkladu je v ramci dni az tydnd.
Snadno hydrolyzuji a nasledné za ptitomnosti svétla podléhaji fotodekompozici za vzniku

mnoha produktl. (ALS Environmental 2015; Rathore a Nollet 2012)

1.9.2.1 Fyzikalni vlastnosti

Methiocarb je bila krystalicka latka s charakteristickym zapachem. Je sttedn€ mobilni, log

Koc je 2,8. Dalsi vlastnosti jsou uvedeny v Tabulce 9:

Tabulka 9: Fyzikalni vlastnosti methiocarbu (PubChem 2021)

sumarni vzorec C11H15NO2S
CAS# 2032-65-7
molekulova hmotnost 225,31 g/mol
rozpustnost ve vodé 27 mg/l
rozpustnost v jinych rozpoustédlech | ve vét§iné organickych
bod tani 120 °C

tlak par (20 °C) 0,015 mPa
rozdélovaci koeficient oktanol/voda 3,11
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UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 32

1.9.2.2 Toxicita

Methiocarb je akutné toxicky peroralné¢ a inhala¢né€, dermalné nebyla zjisténa akutni toxicita.
Je vylucovan pievazné moci, nejsou ditkkazy, ze by v téle akumuloval. Jeho ucinky jsou

nesystémové. (ALS Environmental 2015)

Je podezielym karcinogenem a endokrinnim disruptorem, nicméné se velmi rychle rozklada,
proto pfedstavuje riziko pro osoby snim pracujici, ne pro konzumenty potravin jim

oSetfenymi. (ALS Environmental 2015)

1.9.2.3 Metabolity

Methiocarb md dva vyznamné metabolity, methiocarb sulfoxid a methiocarb sulfon.
Methiocarb sulfoxid, celym nazvem 3,5-dimethyl-4-methylsulfinylfenyl-N-
methylkarbaméat, mé& molekulovou hmotnost 241,31 g/mol. Methiocarb sulfon, ma
molekulovou hmotnost 257,31 g/mol a jeho cely nézev je 3,5-dimethyl-4-methylsulfonyl-
fenyl-N-methylkarbamat. Toxicita se u obou ptredpoklddda obdobna jako u samotného
methiocarbu. Struktura methiocarb sulfoxidu je na Obrazku 14 a methiocarb sulfonu na
Obrézku 15. (Placido et al. 2013)

{}::S CHs

HO o

_NH

H3C

Obrazek 14: Strukturni vzorec methiocarb sulfoxidu
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Obrazek 15: Strukturni vzorec methiocarb sulfonu
1.9.3 Tebuconazole
Tebuconazole, Uplnym nazvem  1-(4-chlorophenyl)-4,4-dimethyl-3-(1,2,4-triazol-1-
ylmethyl)pentan-3-ol je vyobrazen na Obrazku 16.

CHj

HO—-—-\

N—N
g

Cl

Obrazek 16: Strukturni vzorec tebuconazolu

Tebuconazole je pesticid ze skupiny triazoli a pouziva se jako fungicid. V roce 2013 bylo
v CR pouzito 179 tun pesticidi, ve kterych byl tebuconazole Giinnou latkou. Je to systémovy

fungicid s preventivni u€innosti. (ALS Environmental 2015)

Triazoly jsou slouceniny s péti¢lennym kruhem, ktery obsahuje dva atomy uhliku, tfi atomy
dusiku a dvé dvojné vazby. Jejich vyuziti je nejen jako pesticidy, ale také antimykotika nebo

ve fotografickém primyslu. (PubChem 2021)

1.9.3.1 Fyzikalni vlastnosti

Tebuconazole je bezbarva krystalickd latka, jejiz dalsi fyzikalni vlastnosti jsou uvedeny
v Tabulce 10. Podle (European Chemicals Agency 2013) je na hranici mezi stfedné a malo

mobilnimi latkami.
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Tabulka 10: Fyzikalni vlastnosti tebuconazolu (PubChem 2021)

sumarni vzorec Ci6H22CIN3O
CAS # 107534-96-3
molekulova hmotnost 307,82 g/mol
rozpustnost ve vod¢ 36 mg/l
rozpustnost v jinych rozpoustédlech | ve vétSiné organickych
bod tani 105 °C

tlak par (20 °C) 0,0017 mPa
rozdé€lovaci koeficient oktanol/voda 3,7

1.9.3.2 Toxicita
Tebuconazole vykazuje nizkou akutni ordlni a dermalni toxicitu, stfedni riziko predstavuje
inhala¢ni vstup do téla. Pii styku s kiizi zptisobuje podrazdéni. Plsobi na jatra a nervovy

systém. Je potenciondlnim karcinogenem. (Environmental Protection Agency 2010)

1.9.3.3 Metabolity

Mezi vyznamné metabolity tebuconazolu se zatrazuji tebuconazole OH a tebuconazole
COQOH. Oba tyto metabolity vznikaji v téle savcl a jsou vylu¢ovany moci. Tebuconazole

OH je strukturné vyobrazen na Obrazku 17 a tebuconazole COOH na Obrazku 18.

Tebuconazole OH, celym nazvem (4-chlorophenyl)-2,2-dimethyl-3(1H-1,2,4-triazol-1-
ylmethyl)-1,3-pentandiol, ma molekulovou hmotnost 309,79 g/mol.

/GH
HO——\
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Obrazek 17: Strukturni vzorec tebuconazolu OH

Tebuconazole COOH, celym nazvem 5-(4-chlorophenyl)-2,2-dimethyl-3-(1H-1,2,4-triazol-

lylmethyl)-3-ol-pentanova kyselina, ma molekulovou hmotnost 337,81 g/mol.
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Obrazek 18: Strukturni vzorec tebuconazolu COOH
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2 EXTRAKCNI TECHNIKY

Pro uspésné stanoveni pesticidii a jejich metabolitii v realném vzorku je klicova vhodna
extrak¢ni technika. M¢la by byt takova, aby vytéznost pesticidli a jejich metabolitii byla
témer 100 % a zaroven, aby bylo ze vzorku odstranéno co nejvice rusivych latek z matrice.
Pesticidy jsou ale velmi Sirokéd skupina o rizném chemickém slozeni i polaritach, je tedy

-----

2006)

Ptiprava vzorku pro analyzu, tedy i extrakce, jsou pro spravné stanoveni klicové. Pti
extrakcich dochazi ke zlepSeni chromatografického stanoveni analyti a jejich detekce a
izolace rusivych latek. Tento krok mlZze byt zdrojem chyb, 1 velmi vyznamnych. Zména
vzorku a tim 1 jeho znehodnoceni mlze byt zpisobena procesy jak chemickymi, tak

biochemickymi. (Wellings 2006; Patnaik 2017)

V soucasnosti je snaha zavadét takové postupy extrakci, aby byly extrakce co nejucinnéjsi a
zaroven zkraceni doby extrakce a také jejich miniaturizace, coz souvisi i s nizkou spotiebou

rozpoustédel. (Nasiri et al. 2019)

Kromé v soucasnosti nejvyuzivanéjSich metod extrakce, extrakce pevnym sorbentem a
QuEChERS jsou dal§imi moznostmi naptiklad Soxhletova extrakce, mikrovinné extrakce
nebo extrakce kapaliny kapalinou, které jsou ale naro¢néjsi jak na cas, tak na spotiebu
rozpoustédel, nebo laboratorni vybaveni. Relativné¢ novou metodou je SPME (Solid Phase
Micro Extraction), extrakce na vlakné potazeném vhodnou fazi, kterd je rychla, ekonomicka

a bez pouziti rozpoustédel. (Patnaik 2017; Nasiri et al. 2019)

2.1 Extrakce pevnym sorbentem

Metoda SPE (Solid Phase Extraction — extrakce pevnym sorbentem, n¢kdy také jako
extrakce tuhou fazi) je rychla, jednoduchéd a opakovatelnd metoda extrakce pro kapalné
vzorky. Jeji vyhodou je malé mnozstvi potiebnych rozpoustédel a moznost automatizace. Je
to metoda vhodna pro izolaci analytd, jejich vy¢isténi od nezadoucich latek, zakoncentrovani
a preciSténi vzorkll. Mechanismus je podobny jako pii kapalinové chromatografii, je
dostupné velké mnozstvi kolonek a extrakcénich diskt liSicich se jak naplni, tak objemem.

(Lee 2003; Nasiri et al. 2019)

V soucasnosti jsou pro environmentalni analyzy nejvyuzivanéjSimi naplnémi SPE kolonek

oktadecylové fetézce (C18) a oktacylové fetézce (C8). (Radojevic a Bashkin 2006)
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Extrakce pevnym sorbentem se skladé ze ¢tyt krokt, které jsou uvedeny i na Obrazku 19.

. kontaminanty
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Obrazek 19: Extrakce pevnym sorbentem (Radojevic¢ a Bashkin 2006)
1. Kondicionace SPE kolonky — tedy jeji pfiprava na pouZiti, promyti vhodnym

rozpoustédlem a nésledné promyti vodou.

2. Aplikace vzorku — vzorek protéka pies népln kolonky, selektivné se zachytava

analyt, ostatni latky protékaji kolonkou bez nasorbovani.

3. Promyti kolonky — po aplikaci vzorku je kolonka promyta dostatecnym mnoZstvim
vody, aby byly pfipadné necistoty odstranény z napln€. Pokud je elu¢ni roztok
vyrazné odlisny od promyvaciho, méla by byt kolonka néasledné vysuSena, nejlépe

dusikem.

4. Eluce analytu z kolonky — vhodnym rozpoustédlem jsou latky desorbovéany z naplné
kolonky, poté jsou pfipraveny k analyze, nebo mohou byt dale zpracovavany.

Vhodnéjsi je desorbovat vicekrdt menSim mnoZstvim rozpouStédla neZ jednou

vétSim mnozstvim.

Po provedeni extrakce je mozné, ve vétSin€é piipadi, kolonku regenerovat pomoci
dostatecného mnozstvi rozpoustédla a vody na dikladné vyciSténi ndplné¢ kolonky a

naslednym vysuSenim. (Schenck et al. 2008)

Pouziti SPE v riiznych studiich je shrnuto v Tabulce 11.
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2.2 QuEChERS

Metoda QuUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) je metoda, ktera byla
vyvinuta a publikovana institutem US Department of Agriculture Eastern Regional Research

Center ve Wyndmooru, PA. (Anastassiades et al. 2003)

Schématické znazornéni extrakce QUEChERS je na Obrazku: 20.

1. krok: Extrakce
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2. krok: Precisténi
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Obrazek 20: Extrakce QUEChERS (Patnaik 2017)

Metoda je zaloZena na dvou jednoduchych krocich. V prvnim kroku dochazi k extrakci
poZzadované latky ze zhomogenizovaného vzorku pomoci organického rozpoustédla,
nejcastéji se pouziva acetonitril, a roztoki soli. Ve druhém kroku dochazi k precisténi

organické faze z prvniho kroku pomoci disperzivni SPE. (Vera et al. 2013)

Metoda QuUEChERS je pouZzivana pro extrakci riznych chemickych sloucenin, nejcastéji
pesticidii a 1é¢iv. Je velmi popularni pro svou jednoduchost, nizké naklady, vysokou u¢innost

a to v8e velmi rychle a s minimalnim poctem krokt. (Vera et al. 2013)

V soucasnosti se vyrabi rizné smési soli ptimo pro extrakci QUEChERS pro dané matrice.
Zakladni smés, plivodné ze studie Anastassiades et al. (2003) je siran hofecnaty a PSA
(etylendiamin-N-propyl obsahujici primarni i sekundarni aminy) je vhodna pro odstranéni
vody, organickych kyselin, mastnych kyselin a cukrii. Pro mastné matrice se ptidava C18

pro odstranéni lipidl a steroli. Pro pigmentované matrice se k ptivodni smési pfidavaji
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grafitizované saze (GCB), pro odstranéni pigmentt. QUEChERS je pfedmétem mnoha studii
a nyni existuje vice modifikaci, kazdd vhodna pro jiny typ analytu. Tyto modifikace jsou

shrnuty v nasledujici Tabulce 12. (Patnaik 2017; Anastassiades et al. 2003; Scientific 2018)

Tabulka 12: Metody QuEChERS dle analytu

Analyt Metoda Poznamky

QuEChERS Nejjednodussi extrakce,

Citlivy na kyselé prostfedi (Anastassiades et al. 2003) nejCistsi, nejpouzivané;si

AOAC (Association of Extrak¢ni Cinidlo s octanem

Citlivy na zasadité prostredi Official Agricultural sodnym, horsi odstranéni
Chemists) (Restek 2012) matrice
Citlivy na kyselé i zasadité Evropska norma Vyvazena pro kyselé i
prostiedi (EN 15662, 2018) zasadité analyty
Pro pigmentované matrice,
Neutralni Schenck et al. (2008) Zdvojnasobeni vrstvy PSA
pti SPE

Pouziti QUEChERS v rtiznych studiich je shrnuto v Tabulce 13.
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3 KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE

Kapalinova chromatografie (LC) je separacni technika, u které je mobilni fazi kapalina.
Distribuci mezi mobilni fazi (tekouci kapalina) a stacionarni fazi (sorbent uvnitt kolony)
dochazi krozdéleni vzorku na zakladni slozky. Vysoceucinnd kapalinova
chromatografie (HPLC) je moderni forma LC, pfii které je mobilni faze Cerpana kolonami
s malymi ¢asticemi za vysokého tlaku. (Dong 2006) Je to technika vhodna pro kvantitativni
1 kvalitativni analyzu velkého mnozstvi slouCenin. (Novakova a Dousa 2013) Schéma

kapalinového chromatografu je zndzornéno na Obrazku 21.

vzorek

terpadlo

OO

davkoval

A B

rozpoustédia

odpad

————ﬁI'hIIIIIIIIIII‘ll————Ef!!!!!!!!!!T{———
kolona

detektor

Obrazek 21: Schéma kapalinového chromatografu (Wellings 2006)

HPLC je technika vhodna na vicesloZkovou analyzu realnych a komplexnich smési. Tato
analyza je automatizovana, rychla a velmi pfesna. Detekce je u HPLC moZna né€kolika typy
citlivych a specifickych detektort, detekéni limity se pohybuji v fadu ng, i nizSich. Nicméné
detektory nejsou univerzalni, detekce nékterych latek maze byt problematicka. Uginnost
separace je mensi nez u kapilarni GC, tedy stanoveni slozitych smési je problematické.
HPLC ma také mnoho provoznich parametrd, tudiZ je narocnd na spravné a funkcni

nastaveni. (Dong 2006; Wellings 2006, Novakova a Dousa 2013)
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3.1 Separacni principy v kapalinové chromatografii

Chromatografie s normalni fazi (NPC) je klasicky separacni rezim, kdy se analyt adsorbuje/
desorbuje na polarni stacionarni fazi (oxid kiemicity, oxid hlinity). Mobilni faze je nepolarni
(napf.: hexan). Nejdiive eluuji nepolarni slouceniny, poté polarni, proto je tento separacni
rezim vhodny pro stanoveni nepolarnich sloucenin a také pro precisténi vzorkt. (Dong 2006;

Snyder et al. 2010)

Chromatografie s reverzni fazi (RPC) je opakem NPC. Mobilni faze je polarni (voda,
acetonitril, methanol), stacionarni faze je nepolarni, je tvofena oktadecylem (C18) s oxidem
kfemicitym. Hydrofobni latky skupiny C18 tvoii vrstvu podobnou kapalin€, se kterou
interaguji nepolarni analyty, zatimco polarni eluuji. RPC je v sou€asnosti nejpouzivangjsi
rezim HPLC, pouziva se pro pfiblizné 70 % analyz. Tento separacni rezim je vhodny pro
stanoveni poldrnich, stfednépolarnich a nékterych nepolarnich sloucenin. (Dong 2006;

Snyder et al. 2010; Radojevi¢ a Bashkin 2006)

Mimo normalni a reverzni faze existuji v kapalinové chromatografii 1 dalsi typy fazi. IEC je
iontové vymeénnd chromatografie, kdy sorbent zachycuje urcity typ iontu vyménnou za jiny
iont. Typické stacionarni faze jsou kationtové nebo aniontové. GPC je zkratka pro gelovou
permeacni chromatografii, pii které je separace zaloZzena primarné na velikosti molekul
analytu. Malé molekuly pronikaji do pori gelu — staciondrni faze — a jsou vylouceny az
nakonec, zatimco velké molekuly kolonu opousti spolu s mobilni fazi. Dal§imi moznostmi
separace jsou napiiklad afinitni a chirdlni chromatografie. (Dong 2006; Radojevi¢ a Bashkin

2006; Wellings 2006)

3.2 Izokraticka a gradientova eluce

Izokraticka eluce je vhodna pro analyzu smési, sloZeni mobilni faze se v ¢ase neméni. Pro
smési o raznych polaritach je vhodnéjsi pouzit eluci gradientovou, pii které se v priabchu
analyzy méni sloZeni mobilni faze a tim 1 jeji elu¢ni sila. Vyhodou gradientové eluce jsou
pravé lepsi podminky pro analyzu smési latek o rlznych polaritich, s tim spojenad vyssi
sensitivita 1 pro pozdé¢ji eluujici piky, a také lepsi rozliSeni brzkych i pozdéjSich pikd.
Nevyhodou pro gradientovou eluci muze byt neptitomnost binarniho cerpadla, a tedy
nemoznost meénit slozeni mobilni faze v pribéhu analyzy. Dals$i nevyhodou pro
gradientovou eluci mize byt vysSi naro¢nost na vytvotreni metody a také to, Ze analyza

o 24

izokratické eluce je nutné u gradientové udavat slozeni mobilni faze v pribéhu analyzy
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ataké pratok, ktery se mize v pribéhu meénit. Prubéh gradientové eluce byva casto
navrhovan pomoci pocitacovych programi. (Radojevi¢ a Bashkin 2006; Wellings 2006;

Snyder et al. 2010)

3.3 Detektory

Koncentrace eluujiciho analytu je métfena detektorem. Pro HPLC existuje celd fada
detektort, které danou latku detekuji podle rtiznych vlastnosti. Detektor mize byt jak
univerzalni pro stanoveni celé fady sloucenin, tak selektivni, pro stanoveni pouze uzké
skupiny analytti. Jedna se jak o detektory destruktivni, u kterych dochazi ke znehodnoceni

analytu, tak i1 nedestruktivni. (Dong 2006, Novakova a Dousa 2013)

3.3.1 UV/Vis absorp¢ni detektory

UV/Vis absorpéni detektory monitoruji absorpci ultrafialového nebo viditelného svétla

v eluentu. Patfi mezi nejpouzivanéjsi detektory.

Tyto detektory se skladaji z deuteriové lampy, monochromatoru a malé pratokové kyvety.
Monochromatory jsou pohyblivé miizky nebo hranoly, kde je umoznén vybér vinové délky.
Bézny je dudlni paprsek, tedy svételny zdroj je rozdélen na vzorek a referencni material.
Intenzita kazdého paprsku je monitorovana samostatnou fotodiodou. Zakladni schéma

UV/Vis detektoru je zndzornéno na nasledujicim Obrazku 22.

merna cela detektoru

H
: { 0 ——

e tocka clona
zafeni ze

zdroje Erérbina holograficka

miitka

fotodiody

Obrézek 22: Schéma detektoru diodového pole (Wellings 2006)
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Principem UV/Vis absorpce je Lambert — Beertiv zakon:
A=¢"b-c

Kde A je absorbance latky pti dané vinové délce, € je molarni absorp¢ni koeficient latky pii
dané vinové délce, b je tloustka absorpcni vrstvy a ¢ je koncentrace. (Novakova a Dousa

2013)

Neustéle dochéazi ke zlep§ovani citlivosti a linearity detektort. Zivotnost deuteriové lampy
je ptes 1000 hodin, u mnoha detektorii 1ze detekovat dvé a vice vinovych délek. Detektor
diodového pole DAD, také zndmy jako detektor fotodiodového pole PDA, funguje jako
UV/Vis detektor s vice snimanymi vlnovymi délkami. Tento detektor je vhodny pro vyvoj
metody, sniménim vice vinovych délek ulehcuje identifikaci piku. (Novakova a Dousa 2013,

Snyder et al. 2010; Radojevi¢ a Bashkin 2006)

Kapalinovd chromatografie ve spojeni s DAD je vhodnd pro simultanni rozliSeni vice
pesticidd, 1 z raznych skupin. To je umoznéno diky sniméni vice vlnovych délek soucasné.

(Cserhati a Szogyi 2012)

Problémem je rozliSeni izomert, jako jsou acetochlor a alachlor, stejné tak jejich metabolity
ESA a OA. Zde se nejcastéji pouzivaji dvé kolony o riznych velikostech ¢astic, nicméné

stale ¢ast&jsi je poziti hmotnostné-spektrometrickych detektorti. (Hostetler a Thurman 2000;

Shoemaker 2002)

Nékteré metody pro stanoveni rezidui pesticidi a jejich metaboliti pomoci HPLC-DAD jsou

uvedeny v Tabulce 14.
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3.3.2 Fluorescen¢ni detektory

Fluorescenc¢ni detektor FLD monitoruje emisni zateni, které latka vyzafi po absorpci
excitatniho elektromagnetického zafeni. Absorbovanou energii analyt vyzafi jako
fluorescenci. Je vysoce citlivy, ale velmi selektivni. Je omezen na stanoveni sloucenin
s fluorescenci. Pouziva se na stanoveni polycyklickych aromatickych uhlovodikii — PAH.

(Dong 2006; Patnaik 2017)

Fluorescenc¢ni detektor, jehoz schéma je zndzornéno na Obrazku 23, se skladd z xenonové

vybojky, z excitacniho a emisniho monochromatoru, pritocné kyvety a fotonasobice.

-

monochromator

stérbina

fotonasobic

excitadni miitka

mikrofolky
‘k\
- | J—

pritokova

cela

wybojka

Obrazek 23: Schéma FLD detektoru (Patnaik 2017)

Pesticidy vétSinou nejsou fluorescennimi detektory stanoveny, ale jsou jimi stanoveny
huminové latky. Huminové latky jsou makromolekularni latky na bazi uhliku, které vznikaji
jako produkt biorefinacnich procesti. Huminové latky se pfirozen€ vyskytuji v piidach a do
svych struktur adsorbuji pesticidy. Fluorescenéni detektory se vyuZzivaji na studie zmén

fluorescencnich charakteristik huminovych latek pti interakci s pesticidy. (Spark a Swift
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1994) Huminové latky jsou organického plvodu, vznikaji rozkladem rostlin. Podle
rozpustnosti ve vod¢ se déli na huminy (nerozpustné ve vod¢€), huminové kyseliny
(rozpustnost pii pH 2 a vys$s§im) a fulvokyseliny (rozpustnost nezavisi na pH). Jsou obsazeny

pievazné v pudé¢ a raSeliné a jejich dalsi rozklad je obtizny. (Lee 2003; Hesketh et al. 1996)

3.3.3 Hmotnostné — spektrometrické detektory

Hmotnostné — spektrometrické detektory, MS, analyzuji ionty, které vznikaji ionizaci
analyta z kapalné mobilni faze, ktera musi byt nejprve prevedena do plynné faze. Nasledné
se takto vzniklé ionty analyzuji ureni poméru hmotnosti k naboji. Tyto detektory jsou
univerzalni a pfitom vysoce selektivni a citlivé, nicmén¢ destruktivni. Identifikace analytl
je moznd pomoci jejich hmotnostnich spekter specifickych pro kazdou latku. (Dong 2006;

Wellings 2006; Radojevi¢ a Bashkin 2006)

Pro ionizaci mobilni fize je vyuZivano vice typti ionizatort. Casto je ionizitorem
Elektrosprej — ESI — Eluat prochazi kapilarou s vysokym napétim, na konci kapilary je
vystiiknuto mnoho nabitych kapicek, ze kterych je odpatfovano rozpoustédlo, ¢imz vzniknou
ionty. Stejné€ pracuje Nanoelektrosprej — nanoESI, s menS$im mnoZstvim vzorku, nicméné je
velmi naro¢ny pro pouziti. Vyuziva se také Elektrochemckd ionizace za atmosférického
tlaku — APCI, ktera je na rozdil od ESI vhodna i pro méné polarni analyty. Jeji nevyhodou
je nefunkénost pii nizkém pritoku HPLC. (Novéakova a Dousa 2013, Radojevi¢ a Bashkin
2006)

Také analyzatori u hmotnostné — spektrometrickych detektort je vice typl. Pouziva se

kvadrupdl, iontova past a priletovy analyzator. (Dong 2006; Radojevic¢ a Bashkin 2006)

MS detektory se s kapalinovou chromatografii pouzivaji bud’ samostatné, nebo v tandemu,
tedy MS/MS. Tandemové zapojeni zvySuje citlivost metody. Metody s vyuzitim MS
detektoru nebo spojeni MS/MS je pro rozliSeni metabolitl nejrozsifenéjsi. Acetochlor ESA
a alachlor ESA, stejné tak jejich metabolity OA, jsou k sob& navzajem strukturni izomery,
maji 1 stejnou molekulovou hmotnost. Ve spojeni MS/MS detekce, vznikaji ionty, které jsou
¢astecné razné pro acetochlor ESA a alachlor ESA, analogicky pro OA, diky ¢emuz se je

daii rozseparovat a analyzovat zv1ast. (Shoemaker 2002)

Metoda EPA 535 pro stanoveni metaboliti ESA a OA chloracetanilidovych pesticidii
v povrchovych vodach popisuje ve své studii Borton (2010). Pouzivéa gradient rozepsany

v Tabulce 15, spojeny s detekci MS/MS. Pro extrakci a zakoncentrovani vzorkti o objemu
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250 ml pouzil metodu SPE, limit detekce LOD pro extrakt se pohybuje od 0,5 po 0,8 ug/l,
pro vzorek je LOD od 0,002 po 0,004 pg/l, v zavislosti na konkrétnim metabolitu.

Tabulka 15: Gradient metody EPA 535

Mobilni faze
Cas [min]| Pritok [ml/min] 5 mM octan amonny [%] | Methanol [%]
0 0,25 80 20
4 0,25 70 30
10 0,25 70 30
15 0,25 50 50
17 0,25 15 85
18 0,25 15 85
18,1 0,25 80 20
28 0,25 80 20

Nékteré metody stanoveni rezidui pesticidii a jejich metabolitd pomoci HPLC-MS jsou

uvedeny v tabulce 16.



50

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

N[LNIUOJIIL A BAOIDO
BUI[ISAY 2% S0°0

wr 67 ‘ww ‘7 x W ()0 [

urdny[s yoAuzni z

PO SIS €01 pr0100 purjosky 81D A'10D T1s1odAy npronsed z¢ (6107 1232 schols)
% S0°0 JudIpeId
A [oueylowx Wil ¢ W 17 x W gQ Koqejow
SI/SIN | ST0 | - OypuuOwWE nuejoo ST yotfol e toryoee (010¢ uowog)
810 BNy 995y n
WG judIpessd 10[J00310Y
.mcmw_wwww Mo wn ¢ ‘W ¢ x W ()g Agogurow (000
¢ 3 * M X
7o | SW €0 .QW ey < 0§ | wdrlle soyoere <
“BAOJO0 BUI[ISAY]) 81D XUdWoudYJ x¢ ) ueuLINy |, & I9[19ISOH)
et 10[100300Y
0F:L'SEFTED
[m]
:\wi_ I T:E\_E_ dZeJ 1ujIqo Aumwmﬂw IsoNIpPA nY.I0ZA AP1O1ISd Alpn
001 | PP yornag vJ JU[IqOIA <xguanad x EIP) BUO[OI] :M oo pPRUsI IpmS

QOBJIIUBAY WIWI] S SIN-DTdH Wwniznia s npronsad ruaaoue)s 0xd Apojo (91 e[nqe],




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 51

3.3.4 RozliSeni a stanoveni G¢innych liatek a jejich metaboliti

Pro rozliSeni a stanoveni velmi podobnych pesticidnich latek a jejich metaboliti (acetochlor
a alachlor) je vhodnéj$i hmotnostné — spektrometricka detekce, protoze vznikaji rozlicné
ionty, které pak mohou byt izolovany a stanoveny zvlast. Pro vyssi G€innost se vyuzivaji

dudlni hmotnostné — spektrometrické detektory. (Borton 2010; Hostetler a Thurman 2000)

Pro kvalitativni stanoveni vét§iho mnozstvi pesticidd, i z riznych skupin, je vhodny detektor
diodového pole, kde je mozné nastavit vice vinovych délek, a ve spojeni s gradientovou eluci
a reverzni fazi je mozné simultanni stanoveni pesticidi o riiznych polaritach. Tato metoda
je tedy vhodna pro monitoring pesticidii ve vodach, ptidach a dal$ich matricich. Rozliseni
velmi podobnych pesticidnich latek a jejich metaboliti je ale velmi obtizné, ¢asto nerealné.

(Hladik et al. 2005; Lee 2003; Tuzimski 2009)

Pesticidy a jejich metabolity jsou ovlivnény huminovymi latkami, které s pesticidy
interaguji. Pesticidy jsou vazany do jejich molekul, huminové latky vSak nepodléhaji
mikrobialnimu rozkladu, tedy zvysuji polocas rozpadu pesticidi. Huminové latky jsou vSak
zdrojem Zivin pro rostliny, tedy i1 pro plevele, tudiz pokud interaguji s pesticidy mohou
zvySovat rezistenci plevell na pesticidy. (Spark a Swift 1994; Hesketh et al. 1996; Lee 2003;
Radojevi¢ a Bashkin 2006)
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II. PRAKTICKA CAST
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4 EXPERIMETALNI CAST

4.1 Pristroje a zarizeni
e Analytické vahy Kern ABJ 220-4NM
e Tiepacka Heidolph REAX top
e Tiepacka RS 10 basic
e SPE extraktor IST VacMaster, 10 pozic
e Cerpadlo KNF NS6KN
e Centrifuga Hettich Rotanta 460 R
e Koncentrator dusikovy LabEva

e Kapalinovy chromatograf Agilent 1260 Infinity II s detektorem diodového pole a

fluorescencnim detektorem
e Kolona InfinityLab Poroshell 120 EC-C18; 3,0 x 100 mm 2,7-Micron, 1000bar
o Kolona ZORBAX Extend-C18; Rapid Resolution HD 3,0 x 100 mm 1,8-Micron
e Spektrofotometr Unicam UV 500

e Muflova pec M505-1.1.

4.2 Pracovni pomiicky

e Kadinky

Odmérné banky (1000 ml, 100 ml, 50 ml, 25 ml, 10 ml, 5 ml)
e  Odmérny valec (25 ml)

e PE zkumavky (50 ml, 15 ml)

e Pipety

e Injekeni stiikacky

e SPE kolonky - Isolute C18 (100 mg, 3 ml), Biotage,

e SPE kolonky - Supelclean ENVI-18 (0,5 g; 6 ml), Supelco.
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QuEChERS — MgS04/NaCl/Na,Cit/Na3Cit a MgSO4/PSA/C18, UCT.
Filtra¢ni papir ze sklenénych mikrovlaken, 50 um, Papirna Pernstejn s.r.o.
Filtr LUT Syringe 0,45 um

Vialky s vicky (10 ml, 2 ml)

PE vzorkovnice o objemu 200 ml

Sklenéné vzorkovnice o objemu 250 ml

4.3 Chemikalie

Methanol pro HPLC (Honeywell Riedel-de Haén, Némecko)
Acetonitril pro HPLC (Honeywell Riedel-de Haén, Némecko)
Demineralizovana voda

Kyselina fosfore¢na pro HPLC (Sigma-Aldrich Production GmbH, Svycarsko)

4.4 Standardy

Metazachlor (Sigma-Aldrich Production GmbH, Svycarsko)
Acetochlor (HPC Standards GmbH, Némecko)

Alachlor (Sigma-Aldrich Production GmbH, Svycarsko)
Tebuconazole (HPC Standards GmbH, Némecko)

Methiocarb (HPC Standards GmbH, Némecko)

Chlorpyrifos (HPC Standards GmbH, Némecko)

Metazachlor OA (Sigma-Aldrich Production GmbH, Svycarsko)
Metazachlor ESA (HPC Standards GmbH, Némecko)
Acetochlor OA (Sigma-Aldrich Production GmbH, Svycarsko)
Acetochlor ESA (HPC Standards GmbH, Némecko)

Alachlor OA (Sigma-Aldrich Production GmbH, Svycarsko)
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e Alachlor ESA (HPC Standards GmbH, Némecko)

4.5 Priprava kalibrac¢nich roztokii

Z kazdého standardu uvedeného v kapitole 4.4 (mimo metazachlor ESA) byl piipraven
z4sobni roztok v acetonitrilu o koncentraci 1 g-1"! o objemu 10 ml. Z takto piipraveného
zasobniho roztoku byly postupnym fedénim acetonitrilem a demineralizovanou vodou
ptipraveny kalibra¢ni roztoky v acetonitrilu a vodé 1:1, o koncentracich 10; 5; 2,5; 2; 1,25;

1;0,75; 0,5; 0,25 mg-1".

Zasobni roztok metazachloru ESA byl pfipraven piimo v acetonitrilu a vodé¢ 1:1,
o koncentraci 0,4 g-1"!, jelikoz je v organickych rozpoustédlech nerozpustny. Z takto
pripraveného  zasobniho roztoku byly postupnym fedénim acetonitrilem a
demineralizovanou vodou pfipraveny kalibra¢ni roztoky v acetonitrilu a vodé 1:1, o

koncentracich 10; 5; 2,5; 2; 1,25; 1; 0,75; 0,5; 0,25 mg-1".

Alachlor byl rozpusStén i ve vodé€, zasobni roztok alachloru ve vodé byl piipraven
v koncentraci 0,1 g-1"!. Takto pfipraveny zasobni roztok byl pouZit pro optimalizaci metody

SPE.
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4.6 Optimalizace metody

4.6.1 Optimalizace izokratické eluce

Pro prvotni vytvofeni izokratické metody byly vyuzity poznatky ze studii, které se
izokratickymi metodami zabyvaji, naptiklad Hladik et al. (2005), Tuzimski (2009), Lee
(2003), Radojevi¢ a Bashkin (2006). Zadnou metodu neni mozné presné opakovat, pokud

k dispozici neni stejna kolona, jako v publikovanych studiich.

Z uvedenych studii bylo zjisténo, Ze pesticidy jsou stanovovany pomoci reverznich fazi,
pricemz mobilni fazi byva acetonitril a methanol. Pro odzkouseni metodiky bylo nejprve
pracovano pouze se standardem metazachloru, ktery byl pfipraven v koncentraci 1 mg-1"! ve

100 % acetonitrilu i 100 % methanolu.

Pro nalezeni vhodné izokratické metody pro stanoveni metazachloru (kolona PoroShell)
byly vyzkouSeny pomeéry mobilni fdze (rozpoustédlo:voda) 90:10, 80:20, 70:30, 60:40,
50:50, 40:60, 30:70, 20:80 a 10:90. Jako nejvhodnéjsi byla vybrana metoda acetonitril:voda
v poméru 60:40. V acetonitrilu dochézelo k lepSimu stanoveni metazachloru, v retencnim
case 2,8 minuty. K jesté lepSimu stanoveni dochéazelo po rozpusténi standardu v acetonitrilu

s vodou v poméru 1:1. Takto jiz byly upravovany vSechny dalsi standardy.

V néekterych studiich byla kolona vyhfivana na 60 °C, proto bylo vyzkouSeno vyhtivani
kolony z ptivodnich 25 °C na 30, 35, 40, 45, 50 a 60 °C. Tyto vyhfevy nevedly k lepSimu

stanoveni, naopak sniZuji Zivotnost kolony, proto od nich bylo upusténo.

Parametry izokratické metody jsou shrnuty v Tabulce 17. Tato izokratickd metoda byla
pozdé€ji vyzkouSena na koloné Zorbax, nedoslo k vyraznym zménam stanoveni, ale doslo

k lepSimu rozliSeni pikil jednotlivych standardii, nadale byla tedy vyuZzivana kolona Zorbax.

Tabulka 17: Parametry izokratické metody pro stanoveni pesticidl

Priutok \(f)zl())i E;:ll Mobilni faze Teplota | Vinova délka | Doba méreni
[ml/min] ] % ACN : % H0 | [°C] [nm] [min]
0.3 20 | 60 | 40 | 25 | PHZEET 10 ming
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4.6.2 Optimalizace gradientové eluce

Gradientové metody se pouzivaji pti potiebe lepsiho stanoveni vice sloucenin o riiznych
polaritach, napiiklad pfi rozliSeni metabolitli. Optimalizace metody byla provadéna

na koloné Zorbax.

Prvni testovany gradient byl EPA 535, ktery ve své studii prezentuje Borton (2010). Jeho
popis je uveden v Tabulce 15 v kapitole 3.3.3. Mobilni faze byla upravena na acetonitril
s vodou. Tento gradient byl uréen primarné pro rozliSeni metabolit pomoci MS detekce, pii
DAD detekci k rozliSeni metabolitli acetochloru a alachloru nedoslo, ale alespont byly

stanoveny jako jeden pik.

Dalsim testovanym gradientem byl linearni gradient se stejnym slozenim mobilni faze na
zacatku a na konci, jako v gradientu EPA 535. Tento gradient sice neposkytoval lepsi
rozliSeni metabolitd nez EPA 535, ale diky linedrni zméné sloZzeni mobilni fidze bylo
dosazeno lepsiho rozliSeni pro vSechny matetské pesticidni latky. Acetochlor s alachlorem

koeluovaly.

V kyselém prostiedi dochazi ke zvySeni retence slabych kyselin, a naopak ke sniZeni retence
zasad a v zasaditém prostfedi naopak. (Lee 2003) Metabolity OA a ESA jsou slabé kyseliny,
proto byl pfipraven roztok 0,05 % kyselina fosforecna, ktery byl nadale pouzivan v mobilni

fazi namisto vody. Touto zménou koeluce nebyla vytesena, ale doslo ke zvySeni u€innosti.

Gradientova metoda, ktera byla pouzivana k vyhodnoceni jak laboratornich experimentd,

tak realnych vzorki je shrnuta v Tabulce 18

Tabulka 18: Parametry gradientové metody pro stanoveni vybranych pesticidl

Prutok Objem Cas Mobilni faze Teplota | Vinova délka
[ml/min] vzorku [ul] | [min] | % ACN: % H3PO4 [°C] [nm]
(0,05 %)
0 15 85
0.25 50 25 194, 200, 210,
30 85 15 220

4.6.2.1 Kalibrace

Pro kalibraci gradientové metody byla zvolena metoda kalibracni pfimky, pro tuto metodu
bylo vybrano pét koncentraci standardi, 0,25; 0,5; 1; 2,5 a 5 mg-I"!. Byly vytvofeny dvé
skupiny sloucenin, v prvni byl acetochlor a jeho metabolity se tfemi vybranymi pesticidy a
ve druhé metazachlor a acetochlor s jejich metabolity. Bylo tak u¢inéno z divodu prekryvu

retencnich Casti acetochloru a alachloru a jejich metaboliti, DAD je schopen snimat
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v urCitych krocich celé spektrum dané slouceniny, podle kterého lze stanovit, s jakou

urcitosti se jedna o danou latku.

Ve vyhodnocovacim programu byla vytvorena kalibra¢ni metoda, ktera obsahuje kalibrace

vSech sloucenin, jejich absorp¢ni spektrum po 2 nm a jejich reten¢ni Casy.

4.6.3 Charakteristika analyzy

Pro vSechny slouceniny, jak z izokratické tak gradientové metody, byly zjistény nasledujici

charakteristiky (Dong 2006):

Retencni Cas g, doba priichodu latky kolonou, mrtvy €as #y, doba prichodu latky,
ktera neni stacionarni fazi zachycena a redukovany reten¢ni ¢as ¢ 'z, rozdil retencniho
a mrtvého Casu

tr=1tp —ty

Retencni faktor &, ktery udava, kolikrat vice Casu stravi analyt ve stacionarni nez

v mobilni fazi

Pocet teoretickych pater n, pro vyjadieni u¢innosti chromatografické kolony, kde W

je Sitka zékladny piku

4.6.4 Limit detekce a mez stanovitelnosti

Limit detekce LOD odpovida koncentraci, pii které 1ze danou latku spolehlivé prokazat.

Vyjadiuje se jako trojndsobek Sumu zakladni linie, tedy:

Kde:

3-S5
LOD = —
a

LOD limit detekce [mg/1]
S Sum zakladni linie

a smérnice kalibracni ptimky z vySky piku
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Mez stanovitelnosti LOQ [mg/l] odpovida koncentraci, pfi které lze jesté stanovit

koncentraci stanovované latky. Vyjadiuje se jako desetinasobek Sumu zakladni linie, nékdy

také jako nejnizsi bod kalibrace. (Lee 2003)

10-S
LOQ =——
a

4.7 Extrakéni metody

4.7.1 Extrakce pevnym sorbentem

Pro extrakci SPE byly vybrany dva typy kolonek C18, tedy vhodné pro environmentalni

organické vzorky. Prvni testovanou kolonkou byla kolonka Isolute C18 (100 mg, 3 ml) od

spole¢nosti Biotage, druhou kolonkou byla Supelclean ENVI-18 (0,5 g; 6 ml) od spole¢nosti

Supelco. Byla testovana jejich Gi€innost na roztoku stndardu alachloru rozpusténého ve vodé.

Extrakce probihala pomoci manifoldu s deseti pozicemi. Z vodného roztoku byly pesticidy

extrahovany do mobilni faze, doslo k ¢astecnému odstranéni necistot a k zakoncentrovani

pro naslednou analyzu pomoci HPLC-DAD. Extrakce probihala nésledujicim postupem

(Stehlik 2007):

1.

Kondicionace kolonky — pfiprava kolonky na extrakci vzorku. Kondicionace byla
provedena aplikaci 3 ml methanolu, kdy byl ponechan prostor pro Uplné zasaknuti do

naplné kolonky, a nasledné 3 ml demineralizované vody.
Davkovani vzorku — nadavkovani probéhlo jeSt¢ pred uUplnym zasdknutim
demineralizované vody z piedchoziho kroku, tedy ve chvili, kdy se hladina pohybovala

priblizné 1 mm nad néplni. Davkovany objem vzorku se odvijel od typu matrice.

. Promyti naplné¢ a vysuSeni kolonky — k odstranéni necistot byla kolonka promyta

2 x3 ml demineralizované vody, pesticidy zlstavaji zachyceny v néaplni kolonky.
Nasledné byla kolonka susena proudem vzduchu pomoci erpadla po dobu ptiblizné 10

minut.

Eluce pesticidli — byla provedena mobilni fazi acetonitrilem, 3 x 2 ml, eluent byl sbirdn
do sklenéné vialky o objemu 15 ml a nasledné vysuSen proudem dusiku na objem
pfiblizné€ 0,5 ml, pomoci injek¢ni stiikacky a 0,45 pm filtru byl takto upraveny roztok
prefiltrovan do vialky a byl doplnén na objem 1 ml roztokem mobilni faze acetonitril-

voda 50:50.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 60

5. Regenerace kolonky — byla provedena ihned po extrakci. Do kolonky bylo nadavkovano
5 ml methanolu (pfipadné 3 + 2 ml pro kolonky o objemu 3 ml), nasledné byla vymyta

5 ml vody.

4.7.2 Extrakce QuEChERS

Pro extrakci QUEChERS byly vybrany kity dle normy EN 15662:2018, ktera se vztahuje na
pesticidy v potravinach, nicmén¢ by dané sety mély byt pouzitelné i pro stanoveni poesticidil
ve vodach, puadach a sedimentech, pro které zaddnd norma pifimo neurCuje sloZeni

QuEChERS.

Dané kity obsahuji 2 zkumavky s jiz pfipravenou smési soli, pro spravné a jednoduché
provedeni extrakce. V prvnim kroku byl vzorek spolu s acetonitrilem pfeveden do 50 ml PE
zkumavky se smési soli MgSO4/NaCl/NaxCit. Vodné vzorky byly aplikovany pfimo, 10 ml
vodného vzorku spolu s 10 ml acetonitrilu bylo nalito do prvni zkumavky, pevné vzorky
byly nejdfive zvlast' intenzivné nejméné jednu minutu promichavany s 20 ml smési
acetonitril-voda 50:50 a pak teprve pievedeny do prvni zkumavky. Zkumavka byla poté
dikladné€ po dobu jedné minuty protiepavana a nasledné byl vzorek zcentrifugovan pii 4600
otackach po dobu 10 minut. Supernatant byl nasledné pieveden do druhé, 15 ml PE
zkumavky se smési soli MgSO4/PSA/C18, opét by dikladné po dobu jedné minuty
protifepavan a centrifugovan stejnym zpisobem jako piedchozi. Postup byl proveden podle

originalniho postupu QUeChERS (Pinto et al. 2009)

Po extrakci byl ziskany roztok zakoncentrovan pod proudem dusiku, ze ziskanych ptiblizné
6 ml na objem pfiblizné 0,5 ml, pomoci injekéni stiikacky a 0,45 pm filtru byl takto
upraveny roztok ptefiltrovan do vialky a byl doplnén na objem 1 ml roztokem mobilni faze

acetonitril-voda 50:50.
4.8 Odbér, zpracovani a charakteristika vzorkii

4.8.1 Odbér realnych vzorku

Pidni vzorky byly odebrany 28. 3. 2021 na péti polich v okoli Krométize, vicebodovy odbér
do jedné PE vzorkovnice, a na jednom poli ve Zlin¢ — Malenovicich, 5 odbérii, kazdy do
jedné PE vzorkovnice. Odbérova mista s jejich GPS soufadnicemi a popisem jsou uvedeny
v Tabulce 19. VSechny vzorky byly odebirany pomoci nerezové lopatky z hloubky 15 — 25

cm. Do dal$iho zpracovani v laboratofi byly ulozeny v lednici. V laboratofi byly vysusSeny
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na vzduchu po dobu 3 dnt, disledné promichany, rozmélnény v achatové tfeci misce a

prosety na 2 mm situ.

Tabulka 19: Odbérova mista pudy s popisem mista a vzorku

MlSVtO GPS souradnice P0,p1s Popis vzorku
odbéru mista
C 49.2853347N, hluboka . o .
Travnik 17.424201 1F orba tmava pida, hrubé kusy
Bil 49.3080039N, hluboka tmava piida
rany 17.4209931E orba vapu
" 49.3235936N, , tmava pida, velmi jemné
Skastice 1 17 4273447 podmitka kusy
Skastice 2 49.3350672N, hlubokéa velmi tmava ptida, hrubé
astice 17.4039986E orba kusy
s 49.3137814N, ] C1s o
Kroméiiz 17.3992781E podmitka svétla puda
Malenovice 49.2020539N, hluboka svétla puda
v 17.5782778E orba P

Vodné vzorky byly odebrany do sklenénych vzorkovnic, 2 x 25 ml, do dal§iho zpracovéani
v laboratofi byly ulozeny v chladu, pokud byla del§i doba od odbéru do extrakce, byly

ulozeny v mrazédku. Odbérova mista s GPS soutfadnicemi jsou uvedena v Tabulce 20.

Tabulka 20: Odbérova mista vody s popisem mista a vzorku

Datu
Misto m v 1 Popis .
odbéru odbér GPS souradnice typ mista Popis vzorku
u
.., 11, 4. 49.2690536N, stojata . e L,
Frystak 2001 17.6901797F voda piehrada éista voda
Travnik 1 14. 4. 49.2767958N, tekouci otok velmi §pinava
v 2021 17.4197056E voda p voda
., 14. 4. 49.2770617N, tekouci v,
Travnik 2 2001 17.4195983F voda potok éista voda
Napajedla | 28. 4. 49.1384750N, it Sistd voda
(HGS - 15) | 2021 17.5256422E
Topolnd | 28. 4. 49.1223053N, it lehce zakalena
(HGS - 20) | 2021 17.5313994E voda

Vzorky byly odebirany tfemi zpiisoby. V ptipadé¢ stojaté vody, byla vzorkovnice u biehu
ponofena do vody, naplnéna po okraj a zavickovana. V ptipadé tekouci vody, v obou
ptipadech se jednalo o pomalu tekouci uzké potoky, byla vzorkovnice ponotena proti sméru
toku, co nejblize proudnici, naplnéna po okraj a zaviCkovana. Vrty, ze kterych byla

odebirdna voda, jsou hydrogeologické pozorovaci vrty, tedy tzké a hluboké, voda byla
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odebirana pomoci ¢erpadla. Nejprve byla odcerpana voda, kterd byla nahromadéna ve vrtu,
aby doslo k naplnéni vrtu Cerstvou podzemni vodou. Poté byla pomoci ¢erpadla naplnéna

vzorkovnice az po okraj a zavickovana. Protokol o odbéru vzorka z vrti je v Priloze 1.
4.8.2 Metodika stanoveni vlastnosti pudy pro laboratorni experiment

4.8.2.1 Stanoveni vihkosti

Vazenka byla suSena pfi teplot¢ 105 °C do konstantni hmotnosti, poté byla ponechdna
v exsikatoru do vychladnuti a zvaZena na analytickych vahach. Nasledn¢ bylo navazeno
pfiblizn€ 5 g pldy a zvaZeno na analytickych vahéach s pfesnosti na 10 mg. VaZenka se
vzorkem byla umisténa do susarny a byla susena do konstantni hmotnosti pii teploté 105 °C,
poté byla ponechéna v exsikatoru, dokud nevychladla a nasledné¢ byla zvaZena na
analytickych vahach s ptfesnosti na 10 mg. Stanoveni bylo provedeno tfikrat vedle sebe.

Hmotnostni vlhkost byla vypocitana podle vzorce:

m; —m,

WhH20 = m 100
Kde: wmo hmotnostni vihkost [%]
mo hmotnost vysusené vazenky [g]
m hmotnost vysuSené vazenky s mokrym vzorkem [g]

my hmotnost vysuSené vazenky s vysuSenym vzorkem [g]

4.8.2.2 Stanoveni organického podilu

Keramicky kelimek byl suSen pii teploté 105 °C do konstantni hmotnosti, poté byl ponechan
v exsikatoru do vychladnuti a zvazen na analytickych vahach. Nasledné bylo navdZeno
pfiblizn€ 5 g pidy a zvaZeno na analytickych vahach s pfesnosti na 10 mg. Kelimek byl
umistén do muflové pece. Po dosazeni teploty 550 °C byl vzorek v peci jesteé Zihan po dobu
30 minut, nasledné byl umistén do exsikatoru. Po vychladnuti byl s pfesnosti na 10 mg
zvéazen na analytickych vahach. Stanoveni bylo provedeno tiikrat vedle sebe. Organicky

podil byl vypocitan podle vzorce:

Kde: mo  hmotnost organického podilu [g]

m hmotnost vysuSeného kelimku se vzorkem pted zihanim [g]
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my hmotnost vysuseného kelimku se vzorkem po zihani [g]

4.8.2.3 Stanoveni pH

Do vhodné sklenéné vzorkovnice bylo umisténo piiblizn¢ 5 ml pady a bylo pfidano 25 ml
extrak¢niho ¢inidla (1:1:1, demineralizovana voda, 1 M KCl, 0,01 M CaCl»). Vzorkovnice
byla zavickovana a tfepana po dobu 30 minut na tfepacce. Poté byla suspenze ponechana po
dobu 1 hodiny v klidu a nasledn¢ intenzivné promichana. Bylo zméteno pH pomoci sklenéné

elektrody. Stanoveni bylo provedeno tiikrat vedle sebe.

4.8.2.4 Stanoveni specifické elektrické vodivosti

Do sklenéné vzorkovnice bylo umisténo 20 g vzorku a bylo pfidano 100 ml
demineralizované vody. Nadoba byla uzaviena a tiepana na tfepacce po dobu 30 minut.
Ihned po extrakci byla suspenze prefiltrovana podtlakovou filtraci ptes 50 um filtracni papir
se sklenénym vldknem a nasledné byla zmétena konduktivita pomoci sklenéné elektrody.

Stanoveni bylo provedeno tiikrat vedle sebe.

4.8.2.5 Sitova analyza

Ptiblizné 50 g na vzduchu vysusené pidy bylo nasypano na soustavu sit s postupné se
zmensujicim primérem ok. Pida byla proseta a kazdéd frakce byla zvazena. Z celkové
hmotnosti a hmotnosti jednotlivych frakci bylo spocitano procentualni zastoupeni

jednotlivych frakei v ptid€. Stanoveni bylo provedeno dvakrat vedle sebe.

4.8.2.6 Spektrofotometrické stanoveni huminovych ldatek v piddach

Obsah huminovych latek byl stanoven ve ¢tyfech vybranych pidach. Byla vybrana pida
z Malenovic, jedna puda ze Skastic jako zastupce ornych ptid z okoli Krométize, a dale
Zahradni pida a Lufa, které byly pouzity v laboratornim testu. Stanoveni bylo provedeno

dvakrat vedle sebe.

Obsah huminovych latek byl zjiStovan spektrofotometricky. Huminové latky byly

extrahovany nésledujicim postupem

Byl ptipraven 0,1 M hydroxid sodny o objemu 1 1, jeho skute¢na koncentrace byla 0,0991 M.
Do sklenéné vzorkovnice o objemu 250 ml bylo navazeno 10 g ptidy a bylo pfidano 100 ml
NaOH. Vzorkovnice byly uzavieny a tfepany po dobu 4 hodin pii frekvenci 150 kmiti za
minutu. Vzorkovnice ponechiany pies noc v klidu. Nésledné¢ byl obsah vzorkovnic

centrifugovan (10 minut pii 3000 rpm), poté byla zmétfena absorbce svétla pii vinovych
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délkach 350, 370, 400, 450, 465, 500, 665 nm v supernatantu pro stanoveni celkového
obsahu huminovyh latek. Pfi stdlém michani byl upraveno pH supernatantu na pH = 2
pomoci 6 M HCIl a opét byl ponechan pies noc v klidu. Okyseleny supernatant byl
centrifugovan (10 minut pii 3000 rpm), poté byla zmétfena absorpce svétla pii vinovych
délkach 350, 370, 400, 450 a 500 nm v supernatantu pro zjisténi koncentrace fulvokyselin.
Ve srazening po centrifugaci, ktera byla rozpusténa v 0,1 M NaOH byly stanoveny huminové
kyseliny absorpci svétla pti vinovych délkach 465 a 665 nm. Absorbance byla pro kazdy

vzorek stanovena vzdy tiikrat.

Ze tii stanovenych absorbanci vedle sebe byla vypoctena primérna absorbance pro danou
vlnovou délku. Z kalibra¢nich rovnic byla pro kazdou vinovou délku vypoctena koncentrace
v mg-1l. Pro piepodet na koncentraci v mg/kg bylo pouzito mnoZstvi vzorku, mnoZstvi

pouzitého 1 M NaOH a suSina pidy, podle nasledujiciho vzorce:

CImg1"*1"VNaon
c UL
Jg—11 —
(mg-kg™"] Wq
Kde: Cimgke-1] koncentrace huminovych latek/ huminovych kyselin/ fulvokyselin
[mg/kg]
Clmg'-1] koncentrace huminovych latek/ huminovych kyselin/ fulvokyselin
[mg/1]
VNaoH objem pouzitého 1 M NaOH [I]
my hmotnost vzorku ptdy [kg]
Ws hmotnostni obsah susiny ve vzorku [1]

4.8.3 Laboratorni experiment s pudou

Tento experiment byl inspirovan diplomovou praci (Mikulicova 2011). Byl upraven pro
potieby této diplomové prace a dle dostupnych materialli. Jedna ¢ast experimentu byla pojata
jako test rozkladu vybranych pesticidii v pidé v zavislosti na Case, druhd jako test
vyluhovatelnosti vybranych pesticidii, ptipadné jejich metabolit, do vody v zavislosti na
Case. Pro prvni ¢ast experimentu bylo vyuzito extrakce metodou QuEChERS, protoze je
vhodna i pro pevné vzorky, pro druhou ¢ast byla zvolena extrakce vytfepavanim do vody a
naslednd extrakce do mobilni faze 50:50 metodou SPE, kterd je vhodna pouze pro kapalné

vzorky.
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4.8.3.1 Modelova kontaminace pitd

Pro tento experiment byly pouzity 2 druhy ptdy, zahradni pida o pfedem zjisténych
vlastnostech a certifikovana ptida Lufa. Obé ptidy byly prosity na 2 mm sité. Experiment byl
naplanovan tak, Ze extrakce do vody s extrakci SPE a extrakce QUEChERS byly provedeny
1., 7., 14. a 28. den od aplikace pesticidi. Pesticidy byly rozdéleny do dvou skupin,
chloracetanilidové pesticidy, metazachlor, acetochlor a alachlor (soucasti projektu), dale
oznaCovana jako P a skupina nami vybranych pesticidl, tebuconazole, methiocarb a
chlorpyrifos, dale oznacovana jako N. Kazdy pesticid byl davkovan tak, aby koncentrace
byla 1 mg-kg™!, coz odpovida zemé&délské aplikaci, tedy do kazdé zkumavky bylo aplikovéno
100 ul roztoku pesticidii o koncentraci kazdého pesticidu 10 mg 1! tak, ze vzdy po pridani

25 ul byla zkumavka f4dné promichana pomoci vortexu.

Do PE zkumavek o objemu 15 ml bylo navazovédno po 10 g pidy. Takto bylo pfipraveno
celkem 72 vzorka pudy, pro kazdy typ ptidy 36 zkumavek. Ctyfi zkumavky od kazdého typu
byly uréeny pro stanoveni pozadi, dvé pro extrakci SPE a dvé pro extrakci QUEChERS.
Z dal§ich osmi zkumavek daného typu pidy uréenych pro den 1 byla do ¢tyt aplikovana
skupina P — dvé pro extrakci SPE, dvé pro extrakci QUEChERS, do zbylych ¢ty skupina N.
Analogicky byly pesticidy aplikovany i do zkumavek urcenych pro dny 7, 14 a 28.

4.8.3.2 Extrakce do vody s naslednou extrakci SPE

Obsah kazdé¢ 15 ml zkumavky urCené pro tuto cast experimentu byl preveden do PE
zkumavky o objemu 50 ml a bylo pfiddno 20 ml vody. Takto pfipravené vzorky byly
vytiepavany po dobu ctyf hodin pii frekvenci 240 kmitd za minutu. Nasledné byly
zfiltrovany podtlakovou filtraci na 50 pm filtru. Takto ziskané filtraty byly extrahovany
pomoci metody SPE, jejiZ postup je uveden v kapitole 4.7.1. Kolonka Supelclean, ktera byla
pfi tomto testu pouzivana se dala regenerovat, ale pouze jedenkrat, poté byla natolik

znehodnocena necistotami z redlného prefiltrovaného vzorku, Ze jiz nebyla pouZitelna.

4.8.3.3 Extrakce QuEChERS

Obsah kazdé 15 ml zkumavky uréené pro tuto ¢ast experimentu byl pfeveden do kadinky,
kde byl po dobu minimalné jedné minuty dikladné promichavan s 20 ml roztoku acetonitrilu
s vodou 50:50. Pot¢ byl obsah kadinky ptfeveden do PE zkumavky pro prvni ¢ast QUEChERS

a dale bylo postupovano dle popisu této metody uvedené v kapitole 4.7.2.
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4.8.4 Laboratorni experiment s vodou

Tento experiment kopiroval experiment s pidou, pesticidy byly aplikovany do 10 ml pitné
vody tak, aby vysledna koncentrace kazdého vzorku byla 1 mg-1"'. Opét byly vytvoteny 2
skupiny pesticida, P a N a byly pfipraveny vzorky jak pro extrakci SPE, tak pro extrakci
QuEChERS. Pro ob¢ extrakéni metody bylo stanoveno pozadi.

Extrakce pevnym sorbentem byla v pfipadé¢ experimentu svodou jednodussi, do
kondiciované kolonky se bez ptedchozich uprav rovnou aplikoval vzorek. Dale bylo
postupovano obdobné, jako u experimentu s pudou v kapitole 4.8.3. Také extrakce
QuEChERS byla pro experiment s ptidou jednodussi, vzorek byl spolu s 10 ml acetonitrilu
primo nalit do prvni extrakcni kolonky a nadale bylo postupovano stejné, jako u experimentu

s pudou v kapitole 4.8.3.
4.8.5 Zpracovani realnych vzorku

4.8.5.1 Pudnivzorky

Pro extrakci SPE bylo postupovano stejné, jako u laboratorniho experimentu s pudou, tedy
10 g pudy bylo navazeno do PE zkumavky o objemu 50 ml, smichano s 20 ml destilované
vody a protfepavano pii 240 kmitech za minutu. Nésledné byly vzorky pfefiltrovany
podtlakovou filtraci na 50 um filtru a filtraty byly extrahovany metodou SPE postupem,
ktery je popsan v kapitole 4.7.1.

Pro extrakci QUEChERS bylo navazeno 10 g vzorku a dale bylo postupovano stejné jako u

laboratorniho experimentu s pidou, jak je popsano v kapitole 4.7.2.

Kazdy vzorek byl extrahovan dvakrat vedle sebe. Ziskané extrakty z obou extrakci byly
zakoncentrovany proudem dusiku na objem pfiblizn€ 0,5 ml, byly ptefiltrovany na 0,25 pm

filtru a doplnény na objem 1 ml roztokem acetonitril:voda v poméru 1:1.

4.8.5.2 Vodné vzorky

Vsechny vzorky byly v laboratofi ptefiltrovany na 50 um filtru, poté byly extrahovany jak
extrakci QUEChERS, tak SPE. Pro extrakci QUEChERS bylo pouzito 10 ml vzorku a bylo
postupovano stejné, jako v kapitole 6, pro extrakci SPE bylo pouzito 50 ml vzorku. Kazdy
vzorek byl extrahovan dvakrat vedle sebe. VSechny extrakty byly zakoncentrovany proudem
dusiku na objem pfiblizn€ 0,5 ml, ptefiltrovany na 25 pm filtru a doplnény na objem 1 ml

roztokem acetonitril:voda 1:1.
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5 DISKUZE A VYSLEDKY

5.1 Izokraticka a gradientova analyza

5.1.1 Izokratické metody

5.1.1.1 Charakteristika analyzy

V Tabulce 21 jsou uvedeny charakteristiky izokratické analyzy pro jednotlivé slouceniny.
Mrtvy Cas pro izokratickou analyzu je 1,274 min. Mimo chlorpyrifosu, ktery ma také
vyrazn¢ nejdels$i retencni Cas je ziejmé, Zze hodnoty teoretickych pater nedosahuji
pozadovanych hodnot (10 000), tedy tato metoda neni dostateéné u¢innd. (Dong 2006) Déle
je z Tabulky 21 patrné, Ze hodnoty retenc¢niho faktoru se blizily optimélni hodnoté mezi 2 a
10. V ptipad¢ chlorpyrifosu se hodnota retenéniho faktoru blizi ke 20, coz znaci velmi

vysokou dobu analyzy.

Tabulka 21: Charakteristika izokratické analyzy

Analyt tr t'r Whp k N
acetochlor/alachlor | 5,778 4,504 1,288 3,54 322
metazachlor 2,832 1,558 0,365 1,22 963
methiocarb 3,394 2,12 0,571 1,66 565
tebuconazole 4,175 2,901 0,596 2,28 785
chlorpyrifos 22,302 | 21,028 | 0,732 16,51 14852

Na Obrazku 24 je chromatogram zakladnich latek stanovenych izokratickou metodou.
Vsechny vybrané pesticidy eluuji v retencnich ¢asech do sedmi minut, mimo chlorpyrifos,

jehoZ retenéni ¢as je 22,3 minuty.

Z Obrazku 25 je patrné, Ze metabolity chloracetanilidovych pesticidli jsou pfi izokratické
metodé koeluovany v blizkosti mrtvého €asu, tato metoda je tedy nedostacujici pro jejich

stanoveni.
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Obrazek 25: Chromatogram s metabolity chloracetanilidovych pesticidii — izokraticka
eluce

1.2 Gradientové metody

5.1.2.1 Charabkteristika analyzy

Mrtvy Cas gradientové analyzy je 1,380 min. Na rozdil od izokratické analyzy je gradientova

o s v

dle vypocti ucinnéjsi. Z Tabulky 22 je ziejmé, Ze pocet teoretickych pater oproti izokratické

eluci je vys$i, a to aZ s maximalni hosnotou 28 000. Hodnoty reten¢niho faktoru se pohybuji
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v optimalnim rozmezi 2 - 10, i kdyz v n¢kterych ptipadech hodnoty piesahuji 20, coz svédci

o ¢asové narocnosti této analyzy.

Tabulka 22: Charakteristika gradientové analyzy

Analyt tr t'rR Wby k N
metazachlor OA 6,036 | 4,656 | 0,226 |3,37391| 11413
metazachlor ESA 6,5 5,12 0,212 |(3,71014| 15041
acetochlor ESA/ alachlor ESA | 9,893 8,513 0,235 |[6,16884 | 28356
acetochlor OA/ alachlor OA 10,849 | 9,469 1,5 6,86159 837
metazachlor 16,889 | 15,509 | 0,862 | 11,2384 6142
acetochlor/alachlor 22,52 21,14 1,278 15,3188 | 4968
tebuconazole 20,609 | 19,229 | 0,856 |13,9341| 9274
chlorpyrifos 30,38 29 0,771 (21,0145 | 24842
methiocarb 18,717 | 17,337 | 0,831 | 12,563 8117

Separace analytli gradientovou metodou jsou zobrazena na Obrazku 26. Acetochlor a

alachlor jsou eluovany jako jeden pik, ostatni analyty jsou dobfe separovany. Na Obrazku

27 je vyobrazen chromatogram chloracetanilidovych pesticidii v mobilni fazi acetonitril —

voda. Je patrné, Ze metabolity nebyly dostate¢né rozliSeny a pfi srovnani s Obrazkem 28

(mobilni faze acetonitril — kyselina fosforecnd ve stejné koncentraci) je ziejmé, Ze Cast

metabolitli nebyla zachycena a stacionarni fazi opousti v mrtvém case.
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Obrazek 27: Chromatogram s retencnimi ¢asy chloracetanilidovych pesticidi a jejich

metaboliti se MF (ACN:H>O) — gradientova eluce
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Obrazek 28: Chromatogram s reten¢nimi ¢asy chloracetanilidovych pesticidu a jejich

metabolith s MF (ACN/H3POg) — gradientova eluce

5.1.2.2 Kalibracni piimky standardii

Kalibrace z plochy piku byla vyuzita pro veSkeré stanoveni a vypocty koncentraci vzorki.

V nasledujici Tabulce 23 jsou uvedeny rovnice kalibracnich pfimek standardl, kalibracni

ptimk

y jsou vyobrazeny v Ptiloze II.
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Tabulka 23: Kalibra¢ni ptimky standardii

Analyt R? rovnice pfimky

acetochlor 0,9994 y=937,01x + 78,757
alachlor 0,9995 y=1211,2x + 10,422
acetochlor ESA/ alachlor ESA 0,9993 y=471,26x +21,19
acetochlor OA/ alachlor OA 0,9941 y = 186,65x - 54,054
metazachlor 0,9999 y=1164,1x - 27,553
metazachlor ESA 0,7902 y=311,2x - 152,24
metazachlor OA 0,9964 y=284,81x - 10,382
methiocarb 0,9988 y =1580,4x + 42,83
tebuconazole 0,9812 y=216,15x + 138,94
chlorpyrifos 0,9577 y=221,08x + 138,2

5.1.3 Limit detekce a mez stanovitelnosti

Podle vzorci uvedenych v kapitole 4.6.4 byly vypocitany limity detekce a meze

Vv

stanovitelnosti ma methiocarb, acetochlor a alachlor. Nejvys$s§i mez kvantifikace ma
tebuconezole. Tyto hodnoty jsou vyssi nez ve studiich Hladik et al. (2005), Tuzimski (2009),

Hostetler a Thurman (2000)které maji nizsi limity detekce i kvantifikace.

Tabulka 24: Vypoctené hodnoty LOD a LOQ vSech standardu

LOD LO

5=045 2| [mgn) [mggl
acetochlor 937,01 | 0,0014 | 0,005
alachlor 1211,2 | 0,0011 | 0,004
acetochlor ESA/alachlor
ESA 471,26 | 0,0029 | 0,010
acetochlor OA/alachlor OA | 186,65 | 0,0072 | 0,024
metazachlor 1164,1 | 0,0012 | 0,004
metazachlor ESA 311,2 | 0,0043 | 0,014
metazachlor OA 284,81 | 0,0047 | 0,016
methiocarb 1580,4 | 0,0009 | 0,003
tebuconazole 216,15 | 0,0062 | 0,021
chlorpyrifos 221,08 | 0,0061 | 0,020

5.2 Vlastnosti zahradni pudy

Postupem popsanym v kapitole 7.1 byly zjiStény vlastnosti zahradni pidy, které jsou

uvedeny v Tabulce 25. Obsah organickych latek je zde kolem 7,5 %, z hodnoty pH lze
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usoudit, ze pida je mirn¢ kyseld. SuSina dosahovala témér 99 %. Konduktivita je

0,158 £ 0,59 mS/cm, coz znaci nizky obsah soli.

Tabulka 25: Vlastnosti zahradni pidy

vzorek v[v;f ]O mo [g] pH [mS(;cm]
1 1,98 7,37 6,38 0,113
2 1,95 7,50 6,28 0,241
3 1,97 7,67 6,29 0,120
primér 1,97 7,51 6,32 0,158
odchylka| 0,01 0,12 0,04 0,059

Byla provedena sitova analyza, jejiz shrnuti je v Tabulce 26. Nejvétsi procentudlni

zastoupeni tvoii frakce vétsi nez 2 mm, 81 %. Druhou vyznamnou frakci s 15, 5 % tvofi

velikost ¢astic mezi 1 a 2 mm. Zbyld procenta tvoii frakce mens$i nez 1 mm. Podle

dostupnych charakterizaci se jedna o lehkou hlinitopisc¢itou padu. (Sanka et al. 2018)

Tabulka 26: Sitova analyza zahradni ptidy

Vzorek 1 2 Pramér
Sito [mm] | m [g] Zas;g/:]penl m [g] Zas;g/:]penl Zas;z)/:]penl Odchylka

>2 41,5 83,40 39,61 79,2358 81,32 2,08
>1 6,85 13,77 8,74 17,4835 15,62 1,85

> 0,5 0,74 1,49 0,86 1,72034 1,60 0,11

>0,2 0,36 0,72 0,43 0,86017 0,79 0,06

>0,1 0,19 0,38 0,31 0,62012 0,50 0,11

<0,1 0,12 0,24 0,04 0,08002 0,16 0,08

Suma 49,76 49,99

Souhrn vlastnosti zahradni pidy a certifikované pidy Lufa je pifehledné uveden

v Tabulce 27. Zahradni plda je vyrazné sussi nezZ certifikovand, ma vyssi organicky podil,

7,5 % oproti necelym 2 %. Zahradni plida je slabé kysela, zatimco vodny vyluh Lufy ma
pH = 7,5, Lufa je tedy alkalicka.

Tabulka 27: Vlastnosti zahradni ptdy a certifikované pidy Lufa

Zahradni pida Lufa
Vlhkost [%] 1,97 £ 0,01 73,19+£0,5
Organicky podil [%] 7,51 +£0,12 1,83 +£0,25
pH 6,32 + 0,4 75+0,1
Vodivost [mS/cm] 0,158 £ 0,59 X
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5.3 Stanoveni huminii ve vybranych piidach

Postupem popsanym v kapitole 7.5 byly stanoveny koncentrace huminovych kyselin a

fulvokyselin.

V Tabulce 28 jsou stanovené koncentrace huminovych kyselin. Nejvyssi obsah huminovych
kyselin m4 Zahradni ptida, 3100 + 223 mg-kg!. Tento obsah je vyrazné jiny neZ v orné pidé
ve Skasticich 850 + 38 mg-kg! a je také o téméF tfetinu vys$§i neZ v Malenovicich. Obsah
huminovych kyselin ve Skastické ornici se blizi obsahu v certifikované pudé, kde je obsah

huminovych latek velmi nizky. Dle studie Fasurova a Pospisilova (2010)

Tabulka 28: Vypoctené koncentrace huminovych kyselin ve vybranych ptidach

Pida A465 [1]| A665 [1] Kr‘;ail:fle cux [mg/l] | cuk [mg/kg] |odchylka

Skastice | 0,151 | 0,021 3 83,29 850 38
Zahradni pada| 0,254 | 0,038 7 303,77 3100 223
Malenovice | 0,184 | 0,027 7 231,68 2364 158

Lufa 0,290 | 0,082 63,69 134 23

Obsah fulvokyselin ve vybranych pldach, Tabulka 29, je pro zahradni pidu a pldu
v Malenovicich nizs$i, nez byl obsah huminovych kyselin, u Skastické ptidy a u Lufy je obsah

vy$§i. Nejvyssi obsah fulvokyselin ma zahradni ptida, 1706 + 256 mg-kg™.

Tabulka 29: Vypoctené koncentrace fulvokyselin ve vybranych ptidach

pida | A350 [ A370 [ A400 [ A450 [ AS00 | erx ek [ iehylka
[1] [1] [1] [1] [1] [mg-1"] | [mg-kg!|
Skastice | 0,628 | 0,402 | 0,214 | 0,091 | 0,042 | 96,98 990 53
Z*ggggm 0,947 | 0,630 | 0,349 | 0,157 | 0,073 | 167,14 1706 256
Malenovice | 0,909 | 0,569 | 0,296 | 0,122 | 0,054 | 136,71 1395 82
Lufa 0,229 | 0,142 | 0,077 | 0,037 | 0,020 | 30.85 370 40

Nejvyssi obsah huminovych latek byl stanoven v zahradni plid¢, kterd byla pouzita do
modelového experimentu s pidou. Téchto latek obsahovala vyrazné vice nez dalsi

stanovované pidy. To znaci, Ze zahradni ptida méla vice zivin pro rostliny nez pidy orné.
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Lze predpokladat Ze stanoveni pesticidii v ornych pidach bude tedy objektivnéjsi, nebot’

vysledky nejsou v takové mife ovlivnény obsahem huminovych latek.

5.4 Laboratorni experiment stanoveni pesticida v pudé

V3echny vysledky byly prepocteny do koncentrace pg-kg! piivodniho vzorku.
5.4.1 Certifikovana ptada - Lufa

Na Obrazku 29 je vyobrazen graf obsahu jednotlivych pesticidi v Lufé extrahovanych
metodou SPE v jednotlivych dnech. Je zifejmé, Ze koncentrace metabolitii acetochloru a
alachloru se zvysuji, prvni den byla koncentrace metabolitti ESA 19 + 2 pg-kg'!, metabolitti
OA 104+ 18 ugkg!, 28. den byly koncentrace metaboliti ESA 957 + 11 pgkg!' a
metabolitii OA 569 +8 pg-kg!. Koncentrace mateiskych sloucenin se snizuje, prvni den byla
koncentrace acetochloru s alachlorem 49 + 4 pgkg!, 28. den byla koncentrace téchto
pesticidii 4,7 £ 0,1 pg-kg™!. ZvySovani metabolitl acetochloru a alachloru potvrzuje i graf na
Obrazku 30 pro extrakci QUEChERS. Extrakci QUEChERS byl extrahovan i chlorpyrifos
v koncentraci 234 + 8 pro 7. den, jeho koncentrace v dalSich dnech ziistava stejna. Z grafii
je také ziejmé, ze po extrakci SPE dochazi k lepSimu stanoveni chloracetanilidovych neZ pro
extrakci QUEChERS, pro pesticidy methiocarb, tebuconazol a chlorpyrifos je U€inngjsi
etrakce QuEChERS. Koncentrace téchto methiocarbu a tebuconazolu, na rozdil od

predpokladii roste, pro chlorpyrifos zistava konstantni.

Chromatogram modelovych vzorki Lufy extrahovanych pomoci SPE je na Obrazku 44

v Ptiloze III a vzorkli Lufy extrahovanych pomoci QUEChERS na Obrazku 45 v Ptiloze 3.
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Obrézek 30: Laboratorni experiment — Lufa — QuEChERS

V Tabulce 30 jsou procentudlné¢ uvedeny vytézky, oproti koncentraci, ktera byla do
experimentalnich vzorkii Lufy aplikovana. Vytézky jsou velmi nizké, Casto pod 10 %,
ucinngjsi byly extrakce SPE. Nejvyssi vytézky byly stanoveny 28. den, nejnizsi den 1., coz
je v rozporu s rozkladnou teorii. Ve srovnani s diplomovou praci Mikulicova (2011), ktera

méla koncentrace v fadu tisicti mg-1™!, jsou stanovené koncentrace velmi nizké.
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Tabulka 30: Procentualni vytézek oproti teoretické koncentraci - Lufa

Den testu 1 7 14 28

Extrakce SPE Q SPE Q SPE Q SPE Q
acetochlor/ alachlor | 4,97 3,17 3,20 | 11,67 | ND 0,19 0,47 1,07
metazachlor 6,97 0,84 3,74 | 2,61 2,35 | 17,29 | 2446 | ND
methiocarb 5,49 0,02 ND 0,56 2,76 0,56 5,37 1,35
tebuconazole 7,25 ND ND 2,36 ND 2,36 | 45,58 | 11,80
chlorpyrifos ND 4,05 ND | 2342 | 8,84 | 23,42 | ND | 24,13

5.4.2 Zahradni pida

U zahradni ptudy, Obrazky 31 a 32 jsou poznatky podobné jako u Lufy, stanoveni SPE je pro

chloracetanilidové u¢innéjsi, pro pesticidy z jinych skupin naopak extrakce QuUEChERS.

Z Obrazku 33 lze vy¢ist, Ze koncentrace chloracetanilidovych pesticidll v ¢ase klesa, coz
bylo napiiklad potvrzeno i ve studii Vryzas et al. (2007). Metazachlor klesl z ptivodni
koncentrace 314 = 4 pug-kg™! na koncentraci 164 + 8 ug-kg™.

Obrazek 34 ukazuje stanoveni po extrakci QUEChERS, podobné jako u Lufy byla tato
extrakce U€inna pro metabolity acetochloru OA a alachloru OA a pro chlorpyrifos.
Koncentrace chlorpyrifosu byla po extrakci QUEChERS 28.den 538 + 27 pgkg!.
Chlorpyrifos byl ve studii Masié et al. (2015) stanoven v redlné ptidé, hodnota koncentrace

zde byla 2851 pg-kg™.

V porovnani s certifikovanou pidou byly stanoveny vy$§i koncentrace, nicméné

v porovnani s diplomovou praci Mikulicova (2011) jsou vSak stale velmi nizké.

Chromatogram modelovych vzorkli zahradni plidy extrahovanych pomoci SPE je na
Obrazku 46 v Piiloze III a vzorkll zahradni pidy extrahovanych pomoci QUEChERS na
Obrazku 47 v Ptiloze I1I.
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Obrazek 31: Laboratorni experiment — Zahradni ptida — SPE
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Obrazek 32: Laboratorni experiment — Zahradni ptida — QUEChERS

Tabulka 31 ukazuje procentudlni vytézky pesticidi v zahradni pad€. V porovnani

s certifikovanou plidou byly stanoveny vys$S$i koncentrace, nicméné v porovnani

s diplomovou praci Mikulicova (2011) jsou vSak stale velmi nizké. Procentualni vytézky

v v

jsou vyssi pro extrakty SPE, metazachlor v ¢ase ubyva, podle stanovenych koncentraci, které
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jsou uvedeny v grafu na Obrazku 33, jeho metabolity naopak rostou. U ostatnich pesticid
ani u extrakce QUEChERS neni tento pokles zfejmy, také se miize jednat o ovlivnéni matrici,

kdy jiné latky mohou s analyty koeluovat.

Tabulka 31: Procentudlni vytézek oproti teoretické koncentraci — Zahradni ptida

Den testu 1 7 14 28

Extrakce SPE Q SPE Q SPE Q SPE Q
acetochlor/ alachlor | 46,60 | 1,62 | 31,29 | 22,81 | 9,66 6,63 | 20,88 | 10,74
metazachlor 31,37 | 0,58 | 22,52 | 3,74 | 19,09 | 18,37 | 16,41 | 4,92
methiocarb 9,91 0,16 | 16,63 | 3,34 2,53 6,05 | 14,57 | 4,05
tebuconazole 16,11 ND | 98,23 | 5,16 3,53 9,73 4,21 13,21
chlorpyrifos 5,90 ND | 16,68 | 91,79 | 1,00 | 36,01 | 72,01 | 53,81

5.5 Laboratorni experiment stanoveni pesticidu ve vodé
Vsechny koncentrace byly prepoéteny do koncentrace 1 pg-1"! ptivodniho vzorku.

Stanoveni pesticidl v laboratornim experimentu s vodou, které je graficky vyobrazeno na
Obrazku 33 a 34 opét potvrzuje, ze extrakce SPE je pro chloracetanilidové pesticidy
ucinngj$i nez metoda QuEChERS. Pro vsSechny pesticidy i1 jejich metabolity zstava
koncentrace viceméné stejna po celou dobu experimentu, v rozmezi 20 pg-1", to tedy znaci,

ze degradace pesticidli probihd primarné v ptude.

Chromatogram modelovych vzorki vody extrahovanych pomoci SPE je na Obrazku 58

v Priloze I11.
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V Tabulce 32 jsou vypoctené vytézky pesticidi z experimentu s vodou. Pro vodu byla

ucinngjsi extrakce QUEChERS, i tak jsou vytézky nizké. To potvrzuje i studie Heberle et al.

(2000), ktery m¢l hodnoty vytéznosti acetochloru a alachloru 44 — 92 % v povrchové vodé.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 80

Vytéznost pro vody byla vyssi nez pro zahradni ptidu a Lufu.

Tabulka 32: Procentualni vytézek oproti teoretické koncentraci — Voda

Den testu 1 7 14 28

Extrakce SPE Q SPE Q SPE Q SPE Q
acetochlor/ alachlor | 11,87 | 24,91 | 11,49 | 12,42 | 5,77 | 27,43 | 8,39 | 17,93
metazachlor 7,90 | 16,77 | 8,03 | 1595 | 7,19 ND 10,11 | 16,78
methiocarb 6,03 | 12,00 | 0,53 ND ND 6,05 0,19 2,47
tebuconazole 1,94 | 38,23 | 1,80 | 41,54 | ND | 53,10 | 5,34 | 62,88
chlorpyrifos ND | 40,48 | 0,10 | 47,39 | ND | 46,91 ND 2,23

5.6 Realné vzorky

Reélné vzorky upravené tak, jak je uvedeno v kapitole 7.4 byly stanovovany gradientovou

metodou.

5.6.1 Pady

Z Obrazku 35 a 36 je ziejmé, ze v realnych ptdach byly pomoci extrakce SPE stanoveny
pfevazné metabolity chloracetanilidovych pesticidi, coz bylo pozorovéano i v laboratornim

experimentu. Stanoveny byly ve vyssich koncentracich nez je uvadéno ve studii Hofman

(2018).

Nejvyssi koncentrace mély metabolity acetcetochlor ESA a alachlor ESA, primérné

350 pgkgl.

Ostatni pesticidni latky byly stanoveny v nizkych koncentracich, coz by souhlasilo

s predpokladem, Ze dochdzi k jejich rychlé degradaci v prostiedi.

Chromatogram realnych vzorkd plidy extrahovanych pomoci SPE je na Obrazku 549

v Priloze I11.
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Obrazek 36: Realné piidy, okoli Krométize — SPE

Pouze metabolity acetochlor OA a alachlor OA a chlorpyrifos byly stanoveny v realnych
pudéach extrahovanych metodou QuEChERS, jak je vyobrazeno na Obrazku 39 a 40.
V ptipadé€ realnych vzorka extrahovanych metodou QUEChERS lze konstatovat, Ze u¢innost
pro vybrané pesticidni latky je velmi nizka a jak je z Obrazku 37 a 38 patrné, Ize pozorovat

pouze metabolit acetochloru OA a alachloru OA a chlorpyrifos v koncentraci tento jev byl
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taktéz pozorovan pii modelovém pokusu v laboratofi. To mize byt zpisobeno slozenim
QuEChERS kitu, ktery obsahuje velké mnozstvi komponentt, jejich uprava (napft.: snizeni
navazky jednotlivych komponent) by mohla vést k lepSim vysledkiim extrakce. To by bylo
vhodné vyzkouset v laboratornich podminkach, u redlnych vzorki je mozné, ze dané analyty

nejsou pfitomny.

Dulezitym poznatkem je, Ze metodou QUEChERS se ve vétsi mife extrahuje methiocarb
chlorpyrifos, ktery se pomoci extrakce SPE objevuje pouze jednou, z toho se da usuzovat,

ze pro tyto pesticidy je vhodnéjsi pouziti metody QuUEChERS.
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Obrazek 37: Realné ptidy — Malenovice — QUEChERS
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Obrazek 38: Redlné pudy — okoli Krométize — QUEChERS

Koncentrace pesticidnich latek jsou nizké, vyssi koncentrace maji metabolity, coZ potvrzuje,
Ze jsou v pude¢ rezistentnéjsi.

Jednotlivé pozice odbéru vzorki se svym obsahem pesticidil ptilis nelisi.

5.6.2 Vody

Ve vzorcich realné vody, Obrazek 39 a 40 nedoslo k zachytu chloracetanilidovych pesticida,
ale byly stanoveny jejich metabolity. V povrchovych vodach Travnik 2 a FryStak bylo
stanoveno malé mnozstvi metazachloru v koncentracich kolem 1 pgl'!, ve vzorcich
upravovanych metodou SPE. Vzorky upravené extrakci SPE neobsahovaly methiocarb a
nejvyssi koncentrace byla stanovena u chlorpyrifosu v povrchovych vodach v koncentracich
az 50 pg-1''.Je to zajimavym faktem, protoZe chlorpyrifos po extrakci SPE nebyl detekovan

v pudéch ani v experimentech s vodou a ptidou.

Zajimavé je porovnani povrchovych vzorkil s podzemnimi vodami, ve kterych byly nejvice
zastoupeny metabolity metazachloru. Obsah ostatnich metaboliti byl v podzemnich vodach

v zanedbatelném mnozZstvi., jinak se od povrchovych vod vyrazné nelisily.

Ve studii Lazi¢ et al. (2013)byly stanoveny koncentrace acetochloru 0,02 - 0,041 pgl'a
alachloru 0,05 — 0,78 ug-1"! v povrchovych vodach.
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Chromatogram redlnych vzorki vody extrahovanych pomoci SPE je na Obrazku 50

v Ptiloze 11l a vzorkid vody extrahovanych pomoci QuEChERS na Obrazku 51 v Ptiloze II1.
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Obrazek 40: Redlné vody — QUEChERS
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Jak je patrné z teoretické ¢asti, stanoveni pesticidii se ve vodach a pidach pohybuje v
koncentracich ng:1"! je velmi ¢asové ndro¢na véc, jak na instrumentaci, tak na optimalizaci

metody a tim Casto mize dochézet k ziskani faleSn¢ pozitivnich vysledkii.
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ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo piipravit zdkladni metodu pro stanoveni pesticida
v environmentalnich vzorcich a tuto metodu ovéfit na redlnych vzorcich. Gradientova
metoda je vhodnd pro stanoveni jak vybranych pesticidnich latek, tak metabolitil
chloracetanilidovych pesticid, nicméné se nepodafilo mezi sebou rozliSit koeluujici
acetochlor a alachlor a jejich metabolity. To se nepodafilo ani pomoci UV spekter, jejich
spektra jsou velmi podobna. Vzhledem k omezenim UV stanoveni je pro tyto koeluujici

slouceniny vhodnéjsi pouzit kapalinovou chromatografii s hmotnostni detekci.

Soucasti zakladni charakteristiky bylo stanoveni zakladnich vlastnosti zahradni ptidy, ktera
byla pouZita pro laboratorni experiment, dale pak byly u zahradni ptdy, certifikované pidy
Lufa a dvou ornych pid stanoveny obsahy huminovych latek. Zahradni piida méla obsah
huminovych latek nejvyssi, 5 g-'kg™!, ptiblizné o polovinu vice nez orné piidy a Lufa, coZ

znadi, ze stanoveni v zahradni pid¢ je vice ovlivnéno matrici.

V rédmci experimentu byly pouzivany dvé metody extrakce pesticidil z piid a vod, extrakce
SPE a QuEChERS. Navzdory o¢ekavanim byla extrakce SPE uc¢innéjsi pro pudy, coz je
pravdépodobné zplisobeno vlivem matrice, kdy jsou ze vzorkl puidy extrahovany i jiné latky,
napiiklad huminové latky, které ovliviluji stanoveni. Extrakce QuEChERS byla
vyhodnocena jako vysoce selektivni pro nékteré analyty, proto by bylo vhodné upravit jeji
sloZeni. Bylo ovéfeno, ze dosazené vysledky velmi vyrazné zélezi na volbé extrak¢ni

techniky, ktera ovlivituje celou analyzu.

Modelové experimenty degradace pesticidll v Case prokazaly, Ze stanovené koncentrace byly
velmi nizké, avSak v priibéhu casu ¢asto dochézelo k jejich ristu, Koncentrace neodpovidaly
teoretické hodnoté dle vytéZnosti ani srovnanim s jinou studii. Pro lepsi stanoveni by byla
vhodna aplikace vétsiho mnoZstvi pesticidu, vzorky by byly méné ovlivnény vlivem matrice,

nicmén¢ takové mnozstvi by neodpovidalo realné aplikaci pesticidi do pud.

Detekce pesticidil v redlnych piidach byly nizké, do 1 mg-kg™!, nejvyssi koncentrace byly
stanoveny u metabolitli chloracetanilidovych pesticidli, coZz potvrzuje jejich rezistenci
v ptirod€. U redlnych pud jsou srovnatelnd stanoveni jak po extrakci SPE, tak po extrakci
QuEChERS, pravdépodobné nebylo ovlivnéni matrici tak vyznamné jako u zahradni pady,

coz je potvrzeno i stanovenim humini v ornych piidéach.

Extrakce nejsou srovnatelné u vzorki redlnych vod, extrakci QUEChERS byly ziskany

metabolity chloracetanilidovych pesticdii v koncentracich kolem 500 pg-1!, ale pomoci SPE
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extrahovany nebyly. Tyto koncentrace metabolitli byly stanoveny u povrchovych vod ze

zemédelské oblasti a u podzemnich vod z vrta.
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SPME Solid Phase Micro Extraction — mikroextrakce pevnou fazi

UV/Vis Ultra Violet/ Visible Light — ultrafialové a viditelné svétlo
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