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ABSTRAKT

Atrazin je synteticky herbicid, ktery byl na trh uveden v roce 1950. I pies to, Ze v zemich
Evropské unie je jeho pouzivani od 1. srpna 2005 zakazano, je stale mozné nachazet jeho
stopové koncentrace v prirod€. Je proto nutné vénovat nalezitou pozornost vybéru metod,

kterymi se atrazin stanovuje.

Aplikované postupy pro stanoveni atrazinu se zpravidla provadéji ve tiech zakladnich kro-
cich: izolace analytu z matrice, Cisténi vzorku a vlastni identifikace a kvantifikace. Protoze
se v analyzovanych vzorcich stanovuji stopova az ultrastopova mnozstvi tohoto analytu, je
potieba mit k dispozici vhodné, dostatecné citlivé a selektivni metody pro jeho identifikaci
a kvantifikaci. Kontrolnimi laboratofemi jsou pouzivany metody chromatografické ve spo-
jeni scitlivymi detekénimi systémy: plynovd chromatografie s hmotnostné-
spektrometrickym detektorem (GC/MS) nebo selektivnim dusiko-fosforovym detektorem
(GC/NPD); vysokoucinna kapalinova chromatografie s hmotnostné-spektrometrickym de-
tektorem (HPLC/MS). Chromatografické metody vyzaduji velmi nakladna pfistrojova za-
fizeni a asov€ narocné mnohastupiiové €isténi extraktl pted vlastni analyzou, a proto se
Vv poslednich letech zvysilo usili o vypracovani vhodnych imunochemickych metod. Pro
stanoveni atrazinu ve vodach jsou vyvinuty imunoenzymatické soupravy, pracujici na
principu ptimé kompetitivni ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), jejichz
prednostmi jsou cenova dostupnost, rychlost analyzy a vysoka citlivost. Meznikem ziistava
naro¢na piiprava imunoreagencii a obasna nedostatena specificita protilatek. Nicméné 1
pres tyto nedostatky si imunochemické metody nachazeji v oblasti environmentélni analy-

zy vedle chromatografickych metod své postaveni.

Klicova slova: Atrazin, herbicid, Zivotni prostfedi, imunochemické metody, ELISA, povr-

chova voda



ABSTRACT

Atrazine is a synthetic herbicide, which was launched to market in 1950. Despite the fact
that it’s use is prohibited in the European Union since Ist of August 2003, it is still possi-
ble to find its traces in nature. It is therefore necessary to pay proper attention to the se-
lection of methods by which atrazine is fixed.

Applied methods for the determination of atrazine are usually executed in three basic steps:
isolation of the analyte from the matrix, sample depuration and identification and quantifi-
cation. Because there are trace and ultra trace amounts of this analyte determined in the
samples, it is necessary to use suitable, sufficiently sensitive and selective methods for it’s
identification and quantification. There are chromatographic methods combined used in
combination with sensitive detection systems in laboratories: gas chromatography with
mass spectrometer detector (GC / MS) or a selective nitrogen phosphorous detector (GC /
NPD); highly efficient liquid chromatography with mass spectrometer detector (HPLC /
MS). Chromatographic methods require very expensive devices and time-consuming mul-
tistep extracts depuration prior to analysis itself, therefore there have been increasing ef-
forts in recent years to develop suitable immunochemical methods. There are immunoen-
zymometric sets developed which enable determination of atrazine in water, working on
the principle of direct competitive ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), which
bring the advantages of affordability, speed of analysis and high sensitivity. Remaining
milestones are difficult preparation of imunoreagence and occasional lack of specificity of
antibodies. However, even despite these deficiencies the immunochemical methods have

their place next to the chromatographic methods in the field of environmental analysis.

Keywords: Atrazine, Herbicide, Environment, Imunochemical Methods, ELISA, Surface

water
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UvVOD

Voda tvofii spolu se vzduchem zakladni podminky pro existenci Zivota na Zemi, a proto
poutala pozornost védci jiz od nejstarSich dob. Jesté na pocatku 18. stoleti pfedstavovala
jeden z aristotelskych elementi zakladu hmoty. V roce 1781 Henry Cavendish prokazal, ze

voda neni prvek, ale slou¢enina kysliku s vodikem. [1]

V soucasnosti rychle se rozvijejici pramysl a zem¢edélstvi nepiiznivé ovliviuji ¢istotu po-
vrchovych vod. Velké nebezpeci pro Zivotni prostiedi piedstavuji splachy pesticidi, jejichz
pouzivani se v zemédglstvi stale zvySuje. Pesticidy ve vysSSich koncentracich mohou poru-
Sit biologickou rovnovahu v tocich. Toxicky pusobi na nekteré slozky vodni biocendzy
a v ptipad¢ proniknuti do pitné vody ohrozuji i zdravi ¢lovéka. Alarmujici jsou také zjiste-
ni, ze podle oficialnich statistik se v blizkosti zemé&délskych ploch v Mexiku rodi mnohem
vice postizenych déti. [2] V zemich Evropy, ve kterych se ve velkém mnozstvi pouzivaji
pesticidy, klesa porodnost a v Tasmanii uzivani pesticidi zvysilo vyskyt rakoviny o 200 %.

[3]

Organické pesticidy se masivné zacaly v zemédé€lstvi pouZivat po 2. svétové vdlce.
V soucasné dobé je v Ceské republice pouzivano nékolik stovek schvalenych latek a orga-
nismil s pesticidnimi uinky. Klasifikace téchto latek je mozna z riznych hledisek, napf.
podle jejich chemické struktury, toxickych uc€inkil na organismy, chovani v prostfedi apod.
S ohledem k praktickému pouziti, 1ze pesticidy nejcastéji rozdélit na: herbicidy (urcené
proti plevelnym rostlinam), fungicidy (proti houbovym chorobam), insekticidy (proti hmy-
zu), akaricidy (proti rozto¢tim), moluskocidy (proti mékkystim), nematocidy (proti had’at-

kim) apod. [4]

Pro ziskani informaci o pouzivanych pesticidech je nutné znat a mit k dispozici analytické
metody, které umoZnuji s dostatecnou piesnosti stanovit nékdy az velmi nizké koncentrace

téchto latek.

Cilem této prace je poskytnout piehled o moznostech stanoveni atrazinu v povrchovych
vodach se zaméfenim na metody chromatografické a imunochemické, jimz je v soucasné

dob¢ vénovana velka pozornost.
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1 HERBICIDY

Herbicidy jsou chemické slouceniny urc¢ené k potlaceni rastu a k hubeni plevelnych rostlin
v zemeédé@lstvi, lesnim hospodafstvi a zahradnictvi. Slouzi také k uplnému potlaceni rastu

vSech rostlin na plochach slouzicich technickym téelum. [5]

Pouziti herbicidll je nendrocné na lidskou praci a také byva malo nékladné. Piesto ale pou-
zivani herbicidii ma urcita rizika. Pokud se herbicidy nepouzivaji spravn¢, mohou poskodit
pestované plodiny, také zatézuji zivotni prostiedi a mohou mit negativni vliv na osoby,
které prichazeji pfimo do kontaktu s nimi. V neposledni fadé je nezadoucim disledkem
také ptitomnost jejich rezidui v oSetfovanych produktech a v potravinach. Proto je velice

dilezité znat mechanismus ptsobeni herbicidu. [6]

1.1 Historie

Jiz od konce 19. stoleti se lidé snazi pfijit na zplsob, jak nejlépe regulovat plevel v obilo-
vinach. Zacaly se pouzivat latky jako napt.: siran méd’'naty, siran Zeleznaty nebo chlorec-
nan sodny. PouZivaly se také organické herbicidy a to konkrétn¢ dusikaté vapno, dinitrofe-

nol a ve 30. letech 20. stoleti se zacal pouzivat dinitro-o-fenol.

Herbicidni u¢inky triazinl byly objeveny v 50. letech 20. stoleti. Jako prvni byl na trh uve-
den simazin, dale atrazin, terbytryn a terbuthylazin. O triazinovych herbicidech a zvlasté

0 ucincich a stanovovani atrazinu se budu ve své praci zabyvat pozdéji.
Vyvoj moznych herbicid pokracuje i v této dobé&. Jejich vyvoj je ale financné velice na-
ro¢ny a také doba uvedeni na trh od objeveni herbicidnich vlastnosti po uvedeni na trh mi-

ze trvat az 10 let. To je jeden z diivodi, pro€ se vyviji hlavné herbicidy, které celosvétove

nachazeji vyznamné uplatnéni v fadé plodin jako je pSenice, kukufice, soja nebo ryze. [6]

Mezi hlavni poZadavky, které jsou kladeny na nové zavadéné herbicidy, patii:

vysoka selektivita k plodiné a necilovym organismiim

- vysoka a rychl4 G¢innost

rychld a bezpe¢na degradace v prostiedi

relativné levna syntéza a dostupna nakupni cena. [6]
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1.2 Rozdéleni

Herbicidy lze rozdélit do dvou hlavnich skupin. A to na selektivni herbicidy a na neselek-
tivni herbicidy. Tyto dvé skupiny se od sebe lisi podle toho, jakou Cast rostlin napadaji.
Neselektivni herbicidy (totalni, Sirokospektré) napadaji vétSinu vegetace, kterd se na po-

zemku vyskytuje. Selektivni (vybérové) herbicidy likviduji jen izkou skupinu rostlin.

1.2.1 Neselektivni herbicidy

dale rozd¢lit na dvé podskupiny podle délky ucinkii v rostlin€ a v pude.

Prvni skupinou jsou herbicidy s dlouhym rezidudlnim ucinkem v pudé, které se pouzivaji
k odstranéni veskeré vegetace na hfistich, cestach nebo chodnicich. Do této skupiny latek
se fadi i triazinové herbicidy. Ty se ale postupné nahrazuji herbicidy s krat§im polocasem
rozpadu. Vyhodou pouzivani herbicidi s dlouhym rezidualnim t¢inkem je fakt, ze odstra-
néni veskeré zelen¢ v daném misté je trvalé. Na druhou stranu, nevyhodou je, ze se délka

uc¢inku rezidui v padé neda regulovat.[7]

Druhou skupinou neselektivnich herbicidi jsou herbicidy s kratkym rezidualnim G¢inkem
v pide. Jedena se o herbicidy, které vétSinou pronikaji do rostlin pouze nadzemni Casti
a Vv pade ztraci ucinnost. To je diivod, pro¢ je mozno pouzit je cilen¢ na nezadouci rostliny.

Pouzivaji se k ni¢eni plevele pfed setim nebo k oSetfeni cesti¢ek a okoli skleniki.

Herbicidy s kratkym ucinkem se dale déli na dvé podskupiny. A to na herbicidy potlacujici

pouze nadzemni ¢ast rostlin a na herbicidy potlacujici nadzemni 1 podzemni ¢ast rostlin.
[7]

1.2.2 Selektivni herbicidy

Selektivita herbicidd je umoznéna nékterymi kvalitativnimi rozdily mezi plevelem a kul-
turni rostlinou jako napft. tvarem listil a jejich odliSnym postavenim, ochlupenim nebo ulo-
Zzenim kofenového systému v pidnim profilu. Odolnost urcitych rostlin k dané chemické
slouceniné je rovnéz déana také fyziologickymi vlastnostmi a celkovym biochemismem
rostliny. U vSech druhi herbicidd je diileZitym kritériem selektivity spravné volena doba

aplikace.

Selektivni herbicidy se d¢€li podle prevladajiciho u¢inku na:
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a) kontaktni (dotykové) — nici pouze tu Cast rostliny, kterd jimi byla zasazena; G¢inna
latka neni rozvadéna v téle rostliny

b) systémové herbicidy s pfevahou pies listy — aplikuji se na vzeslé plevelné rostliny;
pronikaji do rostliny piedev§im nadzemnimi ¢astmi a jsou rozvadény v téle rostliny

c) systémové herbicidy s pfevahou G¢inku pies kofeny — nejcastéji se aplikuji pred se-
tim nebo po zaseti pred vzejitim rostlin; ur¢itou dobu setrvavaji v ptidé a pronikaji

do kofent zpravidla kli¢icich rostlin. [7]

U nov¢jSich herbicidti byva jejich herbicidni Gi¢inek kombinovany. [6]
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2 ATRAZIN

Atrazin je jeden z nejrozsifenéjSich herbicidl, jehoZ biologicky polocas rozpadu v pudé
muze byt aZz jeden rok, takze je dlouhodob¢ detekovan v povrchovych vodach. Vyrabi jej

Svycarska firma Syngenta a hojné se pouziva v USA a v fadé¢ dalSich zemi svéta.

Atrazin je synteticka latka, ktera se fadi mezi triazinové herbicidy. Chemicky nazev atrazi-
nu je 2-chlor-4-ethylamino-6-isopropylamino-1,3,5-triazin. Jeho strukturni vzorec je zna-
zornén na obr. 1. Jedna se o totalni herbicid, ktery je pfijiman koteny plevell. Vyrabi se
v riznych formach, napt.: granule, kapalina, suspenzivni koncentrat, ale také v kombinaci
s mnoha ostatnimi herbicidy. [8] Pfi nizSich koncentracich je pomérné selektivni, pii vys-
Sich funguje jako totdlni herbicid. V obou pfipadech ma ale zbytkovou Uc¢innost vice nez

rok. [9]

|
NYN

N
H “I:|:H—CH3

CH,

Obr. 1: Strukturni vzorec atrazinu [9]

Na atrazin je velmi citliva zelenina, obilniny a brambory. MiiZe byt také toxicky pro nékte-

ré druhy vodnich rostlin a fas. Mirn¢€ toxicky je také pro savce.

Od 1. srpna 2005 je zakazano pouzivat atrazin na zakladé rozhodnuti Evropské komise
2004/248/EC. Do CR byl dodavan v piipravku Gesaprim 90 WG od firmy Syngenta.
Gesaprim se pouzival jako postiikovy herbicid urceny k hubeni plevelu v kukufici. Obsa-
hoval az 90 % atrazinu. V roce 2002 se v CR spotiebovalo 120 tun tohoto herbicidu.
V dnes$ni dob¢ Syngenta doporucuje zeméd€lclim jiny piipravek, ktery obsahuje terbuthy-
lazin. Jedna se o pesticid pfibuzny atrazinu, ktery je méné problematicky, ale i u néj byly

prokazany negativni vlivy na vodni prostiedi. [8]
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2.1 Pouziti

Atrazin byl uveden na trh v roce 1950 jako herbicid na dvoudélozné plevele. Pasobi jako
inhibitor fotosyntézy. Na rostliny se aplikuje ve formé¢ dispergovaného mikrogranulatu

nebo suspenzivniho koncentratu. [9]

Nejvice je pouzivany v USA, kde je jeho rocni spotieba az 34 000 tun. V zemich Evropské
unie je od 1. srpna 2005 zakazan, ale v mnoha zemich byl zakazan uz drive. V Italii bylo
pouzivani atrazinu zakazano v roce 1991, ve Svédsku v roce 1989, v roce 1990 byl zaka-
zan v Norsku. O rok pozdé&ji bylo jeho pouzivani zakazano v Némecku. V Rakousku
a Dansku byl zakazan v roce 1995, ve Francii v roce 2003. Jeho uplny zakaz je v podstaté
jedinou moznosti, jak snizit kontaminaci v ptirod&. Tato latka je totiz velmi stabilni, v ptidé
muze vydrzet az rok zakonzervovana a také miiZze byt pfenaSena do vzdalenosti mnoha

desitek kilometru. [10]

I pies zndmé negativni G€inky atrazinu prohlasila v roce 2006 Agentura pro ochranu pfiro-

dy USA, Ze vystaveni se atrazinu nepfedstavuje zadné nebezpeci.

2.2 Zdroje tiniku

Mezi hlavni zdroje Uniku atrazinu do prostfedi patfilo jeho rozpraSovani na zemédé¢lské
plodiny a nasledny splach z poli, kdy prosakoval do pidy a mohly jim byt kontaminovany
podzemni vody. [9] V pudé muze byt atrazin adsorbovan na jilové mineraly, amorfni oxidy
Zeleza a hliniku a organickou hmotu. Moznost adsorpce je zavisla na hodnoté pH pudy.
Pokud se hodnota pH snizuje, tak adsorpce atrazinu na jilové mineraly se zvySuje kvuli

vy$§imu poctu atrazinovych molekul v protonované formé.

Stale také muze dochazet k sekundarnimu tiniku z kontaminovanych mist, jako jsou napf-.:
byvalé skladisté agrochemikalii, skladky odpadii a kontaminované zeminy. V téchto mis-
tech mize byt atrazin pfitomen jeSté z doby, kdy byl pouzivan. Atrazin a jeho derivaty
nachazeji uplatnéni i v dal§ich primyslovych provozech, jako je tomu naptiklad pfi vyrobé
barviv nebo vybusnin. Pfirozené zdroje Uiniku atrazinu neexistuji, protoze se jedna o latku

syntetickou. [9]

2.2.1 Dopady na Zivotni prostiedi

Pokud je atrazin obsazen v pude¢, mize vstupovat do rostlin, kde se pomalu rozklada a od-

pafuje nebo muze byt vyplavovan do povrchovych a podzemnich vod. Ve vzduchu se roz-
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klada reakcemi s chemickymi latkami, které jsou ptitomny v ovzdusi. Mize se také sorbo-

vat na Castecky prachu a sedimentovat.

Ve vodach se muze vyskytovat rozpustény nebo sorbovany na nerozpusténych latkach mi-
neralniho nebo organického charakteru. Pokud je atrazin obsazen v kyselych vodach, tak je
pomalu rozkladan pomoci hydrolyzy a n-dealkylace. Polo¢as rozpadu je v kyselych vodach
pti pH 5 a pfi teplote 20 °C pfiblizn¢ 12 tydnd. V neutralnich a zasaditych vodach trvé roz-

klad atrazinu déle, uvadi se 2 roky a vice.

Atrazin je stfedn¢ toxicky pro vodni organismy a n¢které druhy fas. [9] Ve vodé piedstavu-
je vazné riziko pro obojzivelniky, jako jsou napft. zaby. Na africkych zabach bylo prokaza-
no, ze méni u samcl tvorbu testosteronu na tvorbu estrogenu. Tim vznikaji hermafroditi

neschopni rozmnozovani. Atrazin je toxicky také pro ryby a plazy. [11]

V télech organismii nedochézi k jeho akumulaci. I kdyz ma atrazin vysoky polocas rozpa-

du, neni jednozna¢né fazen do skupiny perzistentnich latek. [9]

2.2.2 Dopady na zdravi ¢lovéka

Lidé jsou vystaveni u¢inklim atrazinu ptfedevs$im pitim kontaminované vody. Po peroral-
nim podani se atrazin snadno absorbuje z gastrointestinalniho traktu. K expozici atrazinem
dochazi také u pracovnikd, ktefi s nim pfimo zachdzeji. Do organismu muze rovnéz vstu-

povat kontaktem s kiizi nebo inhala¢né.
Mezi hlavni metabolické pfemény atrazinu patii n-dealkylace a konjugace s glutathionem
[9], tripeptidem, nachazejicim se v butikach rostlin, Zivocichti a bakterii.

I kdyz se atrazin fadi mezi herbicidy pro ¢lovéka malo toxické, mize pii vysSich davkach
nepfizniveé piisobit na srdce, plice, ledviny, poskozovat nadledviny, snizovat krevni tlak
nebo vyvolavat svalové kiece.[12] Pokud jsou lidé vystaveni G¢inkiim velkého mnozstvi
atrazinu, mohou se projevit také symptomy, jako jsou prijem, bolesti zaludku, zvraceni,
o¢ni nebo kozni drazdéni. [9] Atrazin poskozuje hormonalni systém (endokrinni disruptor)
a muze ovlivnit reprodukci. Studie ze statu Missouri potvrzuje, ze atrazin snizuje kvalitu
spermatu muzi. [8] Ubytek hmotnosti, kardiovaskularni poruchy, degenerace svali a sitni-
ce nebo nadorova onemocnéni jsou spojovany s dlouhodobou expozici atrazinu. [12] Me-
zinarodni agentura pro vyzkum rakoviny (IARC; International Agency for Research on
Cancer) fadi atrazin mezi mozné lidské karcinogeny s omezenou evidenci u laboratornich

zvirtat. [9]
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2.3 Legislativa

Jak jiZ bylo zminéno, od 1. srpna 2005 je v zemich Evropské unie zakazano uzivani atrazi-
nu na zaklad¢ rozhodnuti Evropské komise 2004/248/EC. V rozhodnuti jsou zkoumany
vlivy atrazinu na zdravi ¢lovéka, zvifat a na zivotni prostfedi. Podle tohoto rozhodnuti

atrazin nesplituje povolené limity koncentraci.

Atrazin je zafazen na seznam Integrovaného registru znecisténi a to na zéklad¢ nafizeni
Evropského parlamentu a Rady ¢. 166/2006 ze dne 18. ledna 2006. Timto nafizenim se
zfizuje evropsky registr iniku a pfenosu znecist'ujicich latek a méni se jim smérnice Rady
91/689/EHS a 96/61/ES, pftiloha II. Plyne z néj povinnost pro majitele provozoven infor-
movat vetejnost o Gniku latek do ovzdusi, pudy a vody. Ohlasovaci prahy v kg/rok pro
emise do ovzdusi nejsou pro atrazin stanoveny. Pro emise do vody, stejné tak pro emise do

pudy, je to 1 kg/rok.

2.3.1 Limitni hodnoty pro vody

Limitni hodnoty pro pitnou vodu se fidi vyhlaskou 252/2004 Sb., kterou se stanovi hygie-
nické pozadavky na pitnou a teplou vodu a Cetnost a rozsah kontroly pitné vody vydanou
Ministerstvem zemé&délstvi. V této vyhlasce je nejvyssi mezni hodnota pro jednotlivé pesti-
cidni latky, kam fadime i atrazin, 0,1 ug/l a nejvyssi mezni hodnota pro soucet vSech pesti-

cidnich latek je 0,5 pg/l. [13]

Pro balené vody je platna vyhlaSka Ministerstva zemé&délstvi ¢. 275/2004 Sb., o pozadav-
cich na jakost a zdravotni nezavadnost balenych vod a zptsobu jejich tpravy. Limitni hod-

nota platna pro jednotlivé pesticidni latky je 0,025 pg/l. [14]

Limitni hodnoty pro povrchovou vodu se fidi natizenim vlady ¢. 61/2003 Sb., o ukazate-
lich a hodnotach ptipustného znecisténi povrchovych vod a odpadnich vod do vod povr-
chovych a do kanalizaci a o citlivych oblastech. Imisni standard pro atrazin je 0,5 pg/l.
Pokud se jedné o vody pitné, je ptipustna hodnota souctu vSech pesticidnich latek 0,5 pg/l.
[15]Toto nafizené bylo zménéno nafizenim vlady ¢. 23/2011 Sb. Ovsem limitni hodnoty

zUstaly stejné.
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3 STANOVENI ATRAZINU

Vyskyt pesticidi zejména v povrchovych vodach je dan tim, Ze se v pud¢ siln¢ sorbuji
ajejich pronikani do podzemnich vod tak probiha jen v omezené miie. Prokazatelné v

podzemnich vodach jsou tehdy, kdyz sorpéni kapacita pudy je nedostate¢na.

Obecné se pro stanoveni pesticidi ve vodach pouzivaji metody, které umoznuji béhem
jedné analyzy soucasné stanovit velké mnozstvi téchto latek. Aplikované postupy se zpra-

vidla provadéji ve tiech zékladnich krocich:
a) izolace analyti z matrice
b) ¢isténi vzorku

c) vlastni identifikace a kvantifikace.

3.1 Priprava vzorku k analyze

Analyticky postup ptipravy vzorku zahrnuje nékolik kroki. Jsou jimi vzorkovani, konzer-

vace vzorku, doprava vzorku do laboratofe, uprava a nasledn¢ jeho analyza.

Reprezentativni odbér vzorku je povazovan za zékladni ¢ast celého analytického procesu.
Chyby vzniklé nespravnym odbérem vzorku nebo nespravnym skladovanim nelze jiz ob-
vykle napravit. Vzorky vody se zpravidla odebiraji do tmavych sklenénych lahvi. Lahve je
tieba naplnit az po zatku a dale je uchovavat v chladu a na tmavém misté. Béhem transpor-
tu do laboratofe je nutné zamezit degradaci pesticidd a kontaminaci odebranych vzorkd.

Vzorky vody je vhodné analyzovat v co nejkratsi dobé po odbéru. [16]

3.2 Extrak¢ni techniky

Extrakce se fadi mezi separa¢ni metody. Pfi extrakci jsou v kontaktu dvé vzajemné nemisi-
telné faze. Latky (analyty) se rozd¢€luji mezi faze podle rizné rozpustnosti V pouzitych roz-
poustédlech. Cim vétsi je rozdil mezi rozdélovacimi koeficienty latek, tim dokonalejsi je
jejich oddéleni. Cilem extrakce je selektivni az specifické oddéleni analytu od ostatnich

slozek nebo naopak oddé€leni rusivych latek od analytu. [17]

Extrakce lze d¢lit z n€kolika hledisek, a to podle zacastnénych fazi, podle zpiisobu prove-

deni nebo podle charakteru extrahovanych latek.

Podle zucastnénych fazi Ize extrakce dale délit na:
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- extrakce plyn-kapalina (GLE, gas-liquid extraction, headspace metoda) — extrakce
tékavych latek plynem z kapaliny

- extrakce kapalina-kapalina (LLE, liquid-liquid extraction)

- extrakce tuha faze-kapalina (SLE, solid-liquid extraction) — tuhé organické materia-
ly se za tepla extrahuji organickymi rozpoustédly

- extrakce kapalina-tuha faze (SPE, solid-phase extraction) — extrakce pevnou fazi.

Podle zptisobu provedeni Ize extrakci rozdélit na jednostupiiovou, mnohostupnovou a kon-
tinualni. V piipadé klasifikace podle charakteru extrahovanych latek se jedna o extrakci

organickych latek, extrakci kovovych latek a extrakci iontovych asociata.

Pribéh samotné extrakce zavisi hlavné na volbé extrakéniho ¢inidla. Jeho doporucené

vlastnosti jsou:

dobré selektivita, tj. moznost oddéleni pouze té slozky smési, o kterou mdme z4jem
mald viskozita extraktu

mala vzéjemna misitelnost rozpoustédel

malé mezifazové napéti

nizka cena a dobra dostupnost

I T o

mald toxicita, nehoflavost, velka stalost. [17]

Pesticidy se ve vodach vétSinou nachéazeji ve stopovych az ultrastopovych koncentracich,
a proto je nutné tyto latky pfedem zkoncentrovat. K tomuto Gcelu slouzi pravé extrakce.
Pro extrakci pesticidii z vodného vzorku lze pouzit extrakci z kapaliny do kapaliny (LLE)
nebo extrakci pevnou fazi (SPE). V posledni dob¢ se uplatiuji nové techniky, mezi néz

patii predevS§im mikroextrakce pevnou fazi (SPME).

3.2.1 Extrakce kapalina-kapalina (LLE)

Extrakce z kapaliny do kapaliny je zalozena na rozdélovaci rovnovaze dvou navzajem ne-
misitelnych kapalin. Podminkou je ustanoveni rovnovahy mezi témito kapalinami, tj. vy-
chozim vzorkem s analytem a rozpoustédlem, do kterého se ma analyt v co nejvétsi mire

prevést. Organické latky 1ze vyextrahovat pfimo do vhodného organického rozpoustédla.
[18]

Ukolem extrakce je tedy vyextrahovat co nejvice dané slozky a to s co nejmensi spotiebou

rozpoustédla a s co nejmenSim poctem krokt. Je proto velice dilezité, zvolit rozpoustédlo
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takové, ve kterém je extrahovana latka mnohem vice rozpustna nez v rozpoustédle, ze kte-

rého se extrahuje. [18]
Rozdé€leni latky mezi dvé heterogenni faze se fidi Gibbsovym zakonem fazi:
f+v=s+2 [19]

Tento zékon tika, ze extrakce ma dvé faze (plynnou zanedbavame). Pti déleni jedné sloz-
ky, ma systém 1 stupeni volnosti (pii konstantnim tlaku a teplot¢). Pokud ur¢ime koncent-

raci slozky v jedné fazi, je uréena jeji koncentrace i ve fazi druhé. [19]

Utinnost extrakce se udava jako procentualni podil latky E (%), ktery se vyextrahoval do

organické faze. Jedna se o tzv. procentudlni vytézek extrakce:

100D, ,
E(%) = ———2*— [19]

D+

c,X

org

kde D¢y je koncentra¢ni rozdélovaci pomér, Vaq je objem vodné faze a Vorg je Objem orga-

nické faze.

Cim vétsi je objem organické faze, tim je extrakce uc¢innéj$i. Pomér objemi organické a

vodné faze Vag/Vorg se nazyva fazovy pomer . [19]

ZvétSeni ucinnosti extrakce lze dosdhnout opakovanou extrakci vodné faze s menSim
mnozstvim organické faze a spojenim vyslednych extraktd. Ucinnost n opakovanych ex-

trakci se poté vypocita podle vztahu:

_EY [19]
E. % =100- 1_(1‘)0_'5)
100

Tento vztah udava procentovy obsah extrahované latky ve spojenych extraktech. [16]

Samotna extrakce se provadi v délicich nalevkéch (obr. 2) metodou tzv. vytfepavani. DéEli-
ci nadlevky se pouzivaji pro extrakci rozpoustédlem tézSim nez voda. Pokud izolovana
slozka ptechazi do rozpoustédla leh¢iho nez je voda, nepouziva se délici ndlevka, ale zku-
mavka se zabrousenou zatkou vhodné velikosti, u které se po rozdéleni fazi odsava horni

organicka faze pipetou nebo injekéni stiikackou.
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Obr. 2: Délici nalevka [20]

Extrakce rozpoustédlem umoznuje pesticidy z vody zkoncentrovat a souc¢asné provést prv-
ni hrubé oddéleni. Vzorek vody se mirné€ zalkalizuje na pH 7-8 a ptidéa se vhodné extrakéni

rozpoustédlo. Pro triazinové pesticidy se voli dichlormethan, poptipadé chloroform. [21]

U extrakce z kapaliny do kapaliny ptevazuji jisté nevyhody jako napt. Spatné déleni obou
fazi s tvorbou emulze nebo Spatnd opakovatelnost. Mezi dal$i nevyhody lze zatadit také
¢asovou naro¢nost a velkou spotiebu rozpoustédel. Z téchto duvodi je dnes tato metoda

vytlatovana extrakei tuhou fazi.

3.2.2 Extrakce tuhou fazi (SPE)

Extrakce tuhou fazi (Solid Phase Extraction) je moderni G¢inna obohacovaci/koncentra¢ni
technika odbéru vodnych vzorkd. Podstatou SPE je selektivni zadrZzovéani skupiny latek,
nejcastéji organickych molekul na pevné fazi, ktera je umisténa ve formé sloupce nebo
membrany v kratké kolonce (tzv. cartridge), kterou vzorek protékd. Hlavnim cilem SPE je

odstranéni rusivych slozek z matrice, selektivni zakoncentrovani a izolace analytu.
Obecné lze SPE pouzit v téchto nasledujicich ptipadech:

1. selektivni extrakce — jedna se o zachyt analytu, ostatni slozky matrice prochazeji
bez zadrze, nasleduje eluce analyta

2. selektivni eluce — na sorbent jsou zachyceny jak analyty, tak ostatni slozky matrice,
nasleduje eluce analyti

3. selektivni promyvani — jsou zachyceny analyty i1 ostatni slozky matrice, poté jsou
vymyvany interferujici latky; nasleduje eluce analyt

4. odstranéni matrice — jedna se o zachyt interferenci, analyt prochazi bez zadrze. [22]
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SPE kolonky se vyrabi z riznych materiali, nejcastéji skla nebo polypropylénu. Volba

velikosti kolonky zavisi na celkovém objemu vzorku, matrici vzorku a mnozstvi analytu.

Sorbenty byvaji uloZzeny v kolonkéach, a nebo mohou byt slisovany se sklenénymi vlakny
do disku (obr.3). Sorbenty byvaji nejcastéji zalozeny na bazi chemicky modifikovanych
castic silikagelu. O vlastnostech sorbentu rozhoduji funkéni skupiny rtznych vlastnosti,
které se chemicky navazuji na povrchové silanolové skupiny. K separaci latek dochazi na
zéklad¢ odlisnych interakci mezi analytem a sorbentem. Mezi bézn¢ uplatnované interakce

patii tyto:

1. van der Waalsovy sily (,,nepolarni interakce)
2. vodikové vazby a dipdl-dipolové interakce (,,polarni* interakce)
3. kation-aniontové interakce (iontové interakce typu elektrostatickych ptitazlivych sil

mezi opacné nabitymi ionty).

Volba vhodného sorbentu zavisi na vlastnostech analytu, na jeho Cistoté, na vlastnostech

matrice vzorku a hlavnich kontaminanti vzorku a na finalnim analytickém postupu. [18]

Atrazin je nepolarni latka, proto se k jeho stanoveni pouzivaji kolonky s nepolédrné vazanou
fazi, které maji hydrofobni vlastnosti. Nepolarn¢ vdzana faze se vyuziva pro extrakci nepo-
larnich a stiedn€ polarnich sloucenin. Pro stanoveni triazinovych herbicidli se nejcastéji
pouzivaji C18 sorbenty. Jedna se o polymerné vazana oktadecylova faze (18 % C). Tento
sorbent ma vysoké procento vazaného uhliku, ktery zvysSuje sorp¢ni schopnost a tim zaru-

cuje zvyseni vytezki.

Obr. 3: Kolonky a disky se sorbentem[24]
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Obecné se metoda SPE provadi ve 4 — 5 krocich (viz obr. 4). Témito kroky jsou: kondicio-

nace, aplikace vzorku, promyti, suSeni a eluce analytu.

Kondicionace je ptiprava kolonky, kdy dojde k vymyti necistot z kolonky a tim se kolonka
ptipravi na reprodukovatelnou interakci slozek vzorku s pevnou fazi. Ta je umoznéna sol-
vataci pevné faze. Pfi ptipravé kolonky se kolonka proplachne predepsanym rozpousté-
dlem, tim dojde k aktivaci pevné faze pro interakce se vzorkem. Kolonka se nasledn¢ pro-
plachne rozpoustédlem, které se podoba vzorku. Tim se upravi prostiedi pro vlastni vzo-

rek.

V dalsim kroku nésleduje davkovani vzorku. Pied samotnou aplikaci vzorku, je nutné vzo-
rek vody upravit. Analyt je potieba pievést do roztoku a je nutné odstranit pevné ¢astice
z roztoku, také je nutné snizit rozpustnost analytu ve vzorku a odstranit interference souté-

Zici o vazebna mista s analytem. U vzorki se provadi i tprava pH, denaturace ¢i srazeni.

Objem vzorku je zavisly na velikosti a typu kolonky, na koncentraci analytu a na mnozstvi
rusivych slozek. Optimalni pratok vzorku ptes kolonky se pohybuje v rozmezi od 2 do 4

ml/min.

Pfi promyvani dochézi k proplachnuti kolonky vhodnym rozpoustédlem a tim dojde k vy-
myti zbytkd matrice vzorku z kolonky. Zadané latky piitom ziistavaji nasorbovany na pev-
né fazi. K odstranéni necistot z kolonky se pouziva rozpoustédlo o stejné nebo o trochu

vétsi sile nez jakou ma rozpoustédlo vzorku. [22]

Pokud se elu¢ni rozpoustédlo vyrazné lisi od promyvaciho roztoku, je tfeba kolonku vysu-
Sit proudem inertniho plynu, nejcastéji dusiku.

Pii eluci dochazi k promyvani kolonky eluénim rozpoustédlem. Promytim dojde k selek-
tivni desorpci zadanych latek z pevné faze a k jejich naslednému vymyti z kolonky. Vznik-

1y eluat se miize dale upravovat pro dalsi analyzy, napt.: chromatografii. [22]
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Obr. 4: Provedeni SPE[23]

Oproti diive Casto pouzivané extrakci kapalina-kapalina ma SPE mnoho vyhod, a to
zejména dobrou selektivitu a Gsporu organickych rozpoustédel, moznost automatizace a
usporu Casu. V nékterych piipadech lze provést extrakci tuhou fazi ptimo v terénu pii od-
béru. Naopak nevyhodou muze byt cena kolonek a dale také fakt, Ze pro nékteré izolujici

se latky stale nejsou na trhu SPE kolonky s vyhovujici tuhou fazi.

3.2.3 Mikroextrakce tuhou fazi (SPME)

Mikroextrakce tuhou fazi (obr.5) je jednoduché a Gc¢innd technika, ktera se pouziva k za-
koncentrovani analytu, v nasem ptipadé tedy atrazinu. Mikroextrakce na tuhou fazi vyuzi-
va k extrakci analytd z roztoku nebo z plynné faze nad kapalnym ¢i pevnym vzorkem kie-
menné vlakno, potazené stacionarni fazi. Extrakce analyti se provadi bud’ ponofenim
vldkna do kapalné¢ho vzorku nebo umisténim vldkna nad kapalny vzorek do prostiedi nasy-
cené¢ho tékavymi analyty. U techniky SPME jsou analyty sorbovany na vlakné a to do té
doby, dokud neni dosazeno rovnovahy. Vybérem vhodného vldkna Ize dosahnout reprodu-

kovatelnych vysledki i pro nizké koncentrace analytd. [26]
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Obr. 5:SPME[25]

Technika SPME je tedy adsorpéné/desorpéni technika. Sorbent je nanesen na kratkém tse-
ku povrchu kiemenné kapilary ve form¢ tenkého filmu. Povrch kapilary je chranén ocelo-

vou jehlou, do které mize vldkno se sorbentem zajizdét.

Stacionarni faze se od sebe 1isi polaritou a sorpénimi vlastnostmi; 1ze je rozd¢€lit do dvou
skupin a to na homogenni ¢isté polymery-absorbenty, a nebo na porézni ¢astice suspendo-
vané v polymeru-adsorbenty. Analyt se na vlakné zachyti na zaklad¢ absorpce v pfipadé
¢istych polymert, a nebo na zakladé adsorpce v piipadé fazi s poréznimi suspendovanymi
¢asticemi. Rovnovazny stav, které¢ho se chce u této techniky dosdhnout, zavisi na tloust'ce

a na typu polymeru, ktery pokryva kiemenné vlakno, a na koncentraci analytu. [26]

SPME techniku Ize pouZit ve spojeni s plynovou i kapalinovou chromatografii. Analyty
jsou po extrakci desorbovany teplem V nastfikovém prostoru plynového chromatografu,
Vv ptipad¢ spojeni s kapalinovou chromatografii dochazi k desorpci pomoci mobilni faze.
Slouceniny jsou pak separovany na analytické kolon¢ a detekovany ptisluSnymi detektory.
Vhodnou volbou stacionarni faze lze dosdhnout selektivni extrakce bez nezddoucich pii-

mési. Zautomatizovanim celého systému lze spojit ptipravu vzorku i analyzu do jednoho

kroku.
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3.3 Cisténi vzorku (clean-up)

Cisténi vzorku je velmi dilezitym krokem, protoze vzorky vody nejsou homogenni, ale
obsahuji vice ¢astic. Proto je dulezité vzorky precistit a tim odstranit latky, které by mohly
negativné ovlivnit stanovovany analyt. Mezi nejcastéj$i pouzivané metody ¢isténi vzorku
se pouzivaji gelova permeacni chromatografie (GPC) nebo adsorpéni chromatografie. Pti

adsorp¢ni chromatografii se jako adsorbenty uzivaji silikagel, alumina nebo florisil.

3.3.1 Gelova permeacni chromatografie (GPC)

Gelova chromatografie je predstavitelkou nejjednodussiho separa¢niho principu, mecha-
nické separace na zakladé rozdilt ve velikosti molekul délenych slozek. Stacionarni faze
jsou malé kulovité ¢astice (10 pm), které obsahuji zna¢né mnozstvi porti o definované ve-
likosti (4 — 250 nm). Stacionarni faze se slozkami v idealnim piipadé neinteraguje.
V ptipadé GPC se jako stacionarni faze nejcastéji pouziva hydrofobni gel a mobilni fazi
jsou roztoky anorganickych soli nebo organicka rozpoustédla. Tato metoda vyuziva rozdil-
nych velikosti molekul latek a to tak, Ze latky s vétsi hmotnosti se pohybuji rychleji (viz
Obr.6).
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Obr. 6: Mechanismus GPC [28]

... O

0000
O,
@)

Op O
@00
$O

@
O
O

OO

70

—\O

o".(;p
2 .O O

Gelova permeacni chromatografie se pouziva nejen rozdéleni smési podle moldrnich

vvvvv

molekularnich latek.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 27

3.3.2 Adsorpéni chromatografie

Adsorp¢ni chromatografie je metoda zalozena na rozdilné adsorpci latek na povrchu sor-
bentu, ktery tvofi stacionarni fazi. Latky jsou na sorbent vazany van der Waalsovymi sila-
mi. Rychlost adsorp¢ni rovnovahy je zavisla na povrchu adsorbentu. Na hladkém povrchu
se adsorp¢ni rovnovahy dosdhne rychleji nez na povrchu pérovitém. Doba precisténi ex-
traktu se pohybuje v sekundach, popt. v minutach, a proto ma adsorpce pii chromatografii

nejvetsi vyznam. [29]

Pro dobrou adsorpci je nutny velky povrch abdsorbentii. Nejbéznéji pouzivanymi adsor-

benty jsou silikagel, alumina a nebo florisil.

Silikagel se pfipravuje rozkladem vodniho skla kyselinami a lze ho pfipravit ve velmi Cisté
form¢ s riznymi fyzikalnimi vlastnostmi. [29] Na povrchu silikagelu jsou hydroxylové
resp. silanolové skupiny Si-OH, které jsou aktivnimi centry. Existuje n€kolik typt silano-
lovych skupin a to jednoduchd, izolovand, dvojit¢é nebo vzajemné vazana vodikovym
mustkem. Rozmisténi skupin na povrchu silikagelu zavisi na jeho zpracovani. Pokud se
silikagel zpracovava pii vysokych teplotach, tak dochdzi k odstranéni dvojitych skupin a
skupin vazanych vodikovym mustkem a dochdzi tak k ustdleni vazeb jednoduchych a izo-
lovanych. Pii teploté nad 200 °C dochazi na povrchu silikagelu k ireverzibilnim zménam.
Pokud je teplota vyssi jak 500 °C, tak dochazi k odStépeni volnych hydroxylovych skupin

a silikagel Ize pouzit jako nepolarni absorbent. [30]

Dal$im moZnym adsorbentem je oxid hlinity nebo-li alumina, Oxid hlinity je krystalicky a
hydroxylové skupiny se aktivuji pfi teploté 200 °C. Pokud je teplota vyssi jak 900 °C, tak
ztraci oxid hlinity aktivitu. Po adsorpci latek na absorbent alumina, se nejdfive eluuji ty
latky, které jsou méné polarni. Alumina se pouziva pro separaci latek rizné polarity nebo

pro odstranéni interferujicich slozek z extraktu. [30]

Florisil je latka, ktera vznikla spojenim dvou sloucenin a to z oxidu hotfe¢natého a oxidu

kiemicitého.

3.4 Vlastni stanoveni atrazinu

Pro samotné stanoveni atrazinu ve vodach se nej¢astéji vyuzivaji metody chromatografic-
ké. Pouziva se hlavné dvou chromatografickych metod a to plynové a vysokoucinné kapa-
linové chromatografie. V dnesni dob¢ se ¢im dal castéji pouzivaji pro stanoveni pesticidli

také metody imunochemické. Imunochemie je obor, ktery se zabyva protilatkami a jejich
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interakcemi s antigeny pfedev§im za Gcelem vypracovani a aplikace bioanalytickych me-

v

tod, které umoziiuji citlivé a specificky stanovit nejriiznéjsi latky.

3.4.1 Metody chromatografické

Chromatografie je jedna z nejvyznamnéjSich analytickych separa¢nich metod, ktera byla
poprvé pouzita vroce 1903 ruskych chemikem Michailem Semjenovicem Cvétem.
V dnesni dobé je chromatografie neobycejné rozsifend a nabizi nové moznosti hlavné diky

tomu, ze ji Ize kombinovat s dal§imi metodami.

Chromatografie vyuziva dé€leni slozek mezi dvéma fazemi, z nichz jedna je mobilni a dru-
ha stacionarni. Jedna se o postupné, opakujici se vytvareni rovnovaznych stavii délenych
latek mezi témito dvéma fazemi. Mobilni faze je pohybliva a je to bud’ kapalina a nebo
plyn. Féaze staciondrni je nepohyblivad a mize byt v riiznych formach, napt.: ¢astecky tuhé
faze, tenka vrstvicka kapaliny nanesend na tuhych ¢asticich nebo film kapaliny na vnitini
stran¢ kapilary. Stacionarni faze je tedy sorbent, na ktery se sorbuji stanovovana Castice,
které jsou unaseny pohyblivou, mobilni fazi. [33]

Princip chromatografie je zndzornén na obrazku 7. Pfes kolonu, které je naplnéna sorben-
tem, postupuje urcitou rychlosti mobilni faze. Na zacatek kolony je umistén vzorek, ktery
je pohyblivou fazi unasen. Vzorky postupuji kolonou rtiznou rychlosti a na vystupu z kolo-
ny vychazeji slozky oddé¢lené.

Nastfik vzorku Separovani vzorktl

-
- o =

Obr. 7: Princip chromatografie [36]
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3.4.1.1 Plynovd chromatografie (GC)

Tato technika zaujima predni misto pii analyze pesticidd. Jako jeji hlavni pfednosti jsou
uvadény rychlost, flexibilita, dobra reprodukovatelnost, nejvyssi separacni u€innost a hlav-

n¢ moznost pouziti selektivnich detektort.

Mobilni fazi je zpravidla inertni plyn a staciondrni fazi je nejcastéji kapalina, méné Casto

povrchové aktivni adsorbent. [33]

Plynovy chromatograf se sklada z n€kolika ¢asti, které jsou dobie patrné z obr. 8.

2. 1. Nosny plyn

2. Davkovad vzorku
. 3. Chromatograficka
1. Iﬁ| kolona
4. i = 4. Detektor
— o 5. Vyhodnocovaci
- - zarizeni
3.

Obr. 8: Schéma GC [35]

e Tlakova lahev s nosnym plynem byva opatiena regulatorem tlaku a pritoku. Nosny plyn
pouze unasi sloZzky vzorku, nesmi se vzorkem reagovat. Volba vhodného plynu je ovliv-
néna fadou faktorti, mezi které patfi typ pouzivaného detektoru, inertnost, hustota plynu,
jeho Cistota nebo viskozita. Nej€astéji pouzivanymi nosnymi plyny jsou dusik, vodik, he-
lium nebo argon. [33]

¢ Ulohou davkovade je rychle a reprodukovatelné vpravit vzorek do kolony. Plynné nebo
kapalné vzorky se vstiikuji injekéni stiikackou do vyhtatého davkovaciho prostoru, kde
dojde ke zplynéni vzorku. Pokud chceme analyzovat kapalny vzorek, je potieba ho pte-
vést do plynné faze; teplota nastiiku se voli o 50 °C vétsi, nez je bod varu dané slozky.
Pti davkovani vzorku je nutné vpravit vzorek v co nejkrat§im Case a je tieba zajistit, aby
nedoslo ke zménam teploty a tlaku v koloné.[33]

oV koloné je umisténa stacionarni faze a probiha zde separace slozek. Pro analyzu pestici-
di se pouzivaji kiemenné kapilarni kolony. Vnitini primér kolon obvykle byva mensi jak
0,5 mm, jejich délka se pohybuje fadove v desitkdch metl. Volba stacionarni faze zavisi

na polarité separovanych slozek.
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e Detektory jsou zafizeni, které detekuji v nosném plynu slozky, které opousti chromato-
grafickou kolonu. Pii stanoveni pesticidu ve vodach je stanovuje pouze stopové mnozstvi

analytu, a proto je volba vhodného detektoru velmi dilezita.

Atrazin je nejcastéji detekovan hmotnostné-spektrometrickym detektorem. Velmi cCasto
nachazeji vyuziti také dusiko-fosforovy detektorem, a nebo detektor elektronového zachy-
tu. [37]

Hmotnostné-spektrometricky detektor (MS) je univerzalni a velmi citlivy, je ale také velmi
drahy a destruktivni detektor. Analyt (atrazin) je tedy separovan na GC a detekovan hmot-
nostni spektrometrii. Jako ionizaéni techniky se pouziva elektronové (EI) nebo chemické
ionizace (ClI). [38] Elektronova ionizace je nejstar$im typem ionizace. Zpusob ionizace je
mozno vyjadfit rovnici: M + ¢ — M™ + 2¢". Piiblizenim emitujiciho elektronu k valend-
nim elektronim molekuly dojde k ovlivnéni jejich magnetickych poli, coz mize vést k
uvolnéni valenéniho elektronu a tim vzniku radikalkationtu M™-. Tato technika byva ozna-
covana jako ,,tvrda* ionizacni technika, kdy molekula ziské velky ptebytek vnitini energie,
ktery se projevi fragmentaci molekuldrniho iontu. El se vyuziva se pro latky dostate¢né
tékavé za podminek ionizace. Pti chemické ionizaci je ve zdroji pfitomny reakcni plyn,
ktery je v nadbytku oproti vzorku. Ionizuji se nejdiive molekuly reakéniho plynu, které
nasledné ion-molekulovymi reakcemi ionizuji molekuly analytu. [39] Narozdil od EI je CI
,,m&kka* ionizacni technika a fragmentace primarné vzniklého iontu je mala. Jako analyza-

tor se vyuziva iontova past (IT; ion trap). [40]

Dusiko-fosforovy detektor (NPD, AFID) pracuje na podobném principu jako plamenové-
ioniza¢ni detektor (FID). Modifikaci je to, ze se v prostoru hota¢ku umisti perlicky nebo
prstenec chloridu rubidia nebo cesia. Detekce je zaloZena na ionizaci alkalického kovu
spalinami organické latky. [41] Detektor je mozno pouzit pro selektivni diikaz a stanoveni

organickych latek, které obsahuji P, As, S, halogeny a N, coz je ptipad i atrazinu. [33]

Detektor elektronového zachytu (ECD) je detektor velmi citlivy na halogenované slouce-
niny. Zdrojem ionizace je ®*Ni, ktery vyzafuje B-zafeni. Nosny plyn je timto zafenim ioni-
zovan a vznika tak konstantni proud pomalych elektront. Elektronegativni atomy (atomy
halogentll) zachytavaji elektrony, tim dochazi ke sniZzeni ioniza¢niho proudu. Toto sniZeni

je méfitkem koncentrace danych elektronegativnich atomd. [42]

Detekéni limity se 1i8i podle druhu pouzité techniky extrakce a podle metody stanoveni

atrazinu. Pfi pouziti SPME a GC/NPD j e detek¢ni limit 7,4 ng/l. Pti pouziti extrakéni
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techniky SPE a plynové chromatografie s dusiko-fosforovym, hmotnostné spektrometric-
kym nebo s detektorem elektronového zachytu je detekéni limit pro atrazin 2 ng/l. Pokud
se pouzije jako extrak¢ni techniky LLE a GC/NPD je detekéni limit 0,4 ng/l. Tomuto de-
tek¢nimi limitu je se blizi 1 detek¢ni limit pti pouziti LLE popi. SPE ve spojeni s HPLC.
Tato hodnota je poté¢ 0,6 ng/l. Pti zjisStovani koncentrace pesticidu ve vodach za vyuziti

SPME a GC/MS je detekéni limit 40 ng/l. [43]

3.4.1.2 Vysokoucinnda kapalinova chromatografie (HPLC)

Vysokoucinna kapalinova chromatografie je soubor metod, které jsou zaloZeny na riizném
mechanismu separace. Jejich spolecnym znakem je pouziti kapalné mobilni faze, vyso-
kotlaké techniky a uc¢innych kolon pro rychlou analyzu. Jednd se o vylepSenou metodu
kolonové chromatografie, kterd probiha za zvySeného tlaku a to az 40 MPa. Kvili tomu je
stanoveni touto metodou rychlejsi. Vyhoda této metody je, Ze je velmi citliva. HPLC je

také mozno automatizovat. [48]

Z hlediska usporadani se HPLC nejcastéji de€li na normdlni a reverzni HPLC. Pfi vyuziti
a jako mobilni faze se uplatiiuje nepolarni rozpoustédlo, napiiklad hexan. Naproti tomu u
reverzni faze jsou ve staciondrni fazi vazany nepolarni alifatické zbytky (podle délky se
potom oznacuji jako C8, C18, atd.). Jako mobilni faze se vyuzivaji polarni rozpoustédla

(metanol, acetonitril, atd.). [48]

HPLC kolona
— 2.
A\ g
Davkovaci
zafizeni
L Ridici potitaé

Zasobnik 2 .
moebilni faze Vzorek

Detektor

6erpadlo

Obr. 9: Schéma HPLC [44]

Schéma HPCL je znazornéno na obrazku €. 9.
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e Z4sobnik mobilni faze byva nejcastéji sklenéna nadoba, ktera je opatfena ryskami a uza-
veérem z inertniho plastu s pfedvrtanymi otvory pro hadi¢ku. Mobilni faze je Cerpana pies
filtry, které odstranuji mechanické necistoty. Na ptipravu mobilni faze se pouzivaji vzdy

e Davkovani vzorku miize vyznamné ovlivnit U€innost separace. Pfi nedokonalém davko-
vani muze dochazet k rozsSifovani elucnich zon. Jsou mozné tii zptisoby davkovani vzor-
ku:

1. Piimy nastiik vzorku injekéni stitkackou na sorbent v koloné — pouzitelny do tlaku
10 MPa pokud se pouzije septum. Bez pouziti septa je nutné pieruseni toku mobilni
faze. Ob¢ tyto metody maji Spatnou reprodukovatelnost ddvkovanych objemi vzor-
kit a nehodi se tedy pro kvantitativni analyzu.

2. Dévkovani vzorku davkovacim ventilem se smyckou — neni nutné pteruseni toku
mobilni faze.

3. Automaticky davkova¢ — neni nutnd obsluha. Davkovac je slozeny ze zasobniku
s malymi nadobkami (vialkami) obsahujicimi vzorky, které se pied kazdym nastfi-
kem posunuji pod injekéni stiikacku davkovace. Dnes je to nejvice pouzivany typ

davkovace.

Samotné vzorky musi byt dokonale rozpustény a to nejlépe v rozpoustédle, které ma stej-
né sloZeni jako mobilni faze. Pokud vzorek obsahuje po rozpusténi tuhé castecky, je nut-

né vzorek piefiltrovat. [33]

¢ Kolony pro vysokou¢innou chromatografii jsou hladké trubice, které maji hladky povrch.
Jsou zhotoveny z takového materialu, ktery musi odolavat vysokym tlakiim a také che-
mickému piisobeni mobilni faze a separovanych slozek. Také na separované latky nesmi
pusobit katalyticky, aby nedoslo k rozlozeni vzorku v pribéhu analyzy. Jako material se
pouziva antikorozni ocel s lesténym vnitinim povrchem, sklo nebo plast. [31]
Kolony jsou naplnény stacionarni fazi, kterou mohou byt polarni nebo nepolarni sorben-
ty. Mezi polarnimi sorbenty zaujima dominantni postaveni mikropartikularni silikagel.
Byl ptipraven zac¢itkem sedmdesatych let minulého stoleti a brzy poté byly pfipraveny 1
jeho prvni chemicky modifikované formy, véetn€ reverznich fazi (nepolarnich). Reverzni
faze na bazi silikagelu predstavuji stale nejrozsifenéjsi typ sorbentli v HPLC, zejména
pak oktadecylové (C18) modifikace. V soucasné dobé jsou na trh uvadény stale pokroci-

lej$i materialy s lep§imi vlastnostmi.
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Mezi soucasné trendy v oblasti HPLC patfi zkracovani kolon a zmensSovani velikosti ¢as-
tic sorbentu, pouzivani tzv. mikro a kapildrnich kolon (kolon s men§im vnitfnim prame-
rem), celkova miniaturizace celych separacnich systému. Diraz je také kladen na automa-
tizaci analyz, vyuziti ultrazvukovych tlaki (az 100 MPa) v chromatografii a stale rostouci
vyznam techniky HPLC/MS. [32]

e Mezi detektory nejéastéji vyuzivané v HPLC patii: detektor fotometricky (UV), fluorime-
tricky, elektrochemicky nebo hmotnostné-spektrometricky (MS). [33] Pti identifikaci a

stanoveni atrazinu ve vodach nachazi uplatnéni piedevsim citlivy MS detektor. [34]

Hmotnostni detektor ale pracuje za vysokého vakua, zatimco latka na vystupu
Z kapalinového chromatografu je nesena za atmosférického tlaku. Do dnes$ni doby bylo
vyvinuto mnoho technickych feseni, které by fesily problém z rozdilu tlakli na vstupu do
detektoru. V poslednich letech se vyuzivaji specialni ioniza¢ni techniky pro spojeni hmot-
nostni spektrometrie s HPLC, mezi takové specidlni techniky patii termosprej, elektrospre;j
nebo chemicka ionizace za atmosférického tlaku. Jedna se o tzv. mékkeé ioniza¢ni techniky,
kdy dodana energie staci vétS§inou pouze na vytvoieni iontu z neutralni molekuly.[49] Pou-
ziti ionizac¢nich technik je vyhodné pro urceni molarnich hmotnosti u nezndmych
vzorkd.[49] Pti stanoveni atrazinu byva nejcastéji pouzivanou ioniza¢ni technikou chemic-
ka ionizace za atmosférického tlaku (APCI). [34] Princip APCI je podobny jako u chemic-
ké ionizace (Cl), ale ionizace zde probiha za zvySeného tlaku. Na vybojové elektrodé je
vlozeno vysoké napéti, tim vznika koronovy vyboj. Koronovym vybojem se nejdiive ioni-
zuji molekuly mobilni faze a nasledné az jsou ionizovany molekuly analytu. [49] Vyznam-
né uplatnéni ma také ionizace elektrosprejem (ESI). [50] Analyt, ktery je rozpustén ve
vhodném eluentu, je pfiveden kovovou kapilarou, na kterou je vlozeno vysoké napéti do
iontového zdroje. Pfivadi se k nému dusik a vznika jemny aerosol. Vznikajici kapicky ne-
sou na povrchu velké mnozstvi naboji a odpafovanim rozpoustédla dochazi ke zvyseni
hustoty povrchového néaboje. Pti dosaZeni kritické hodnoty dochazi k tzv. Coulombické
explozi. Nasleduje transport iontl z atmosférické oblasti zdroje do vakua a hmotnostniho

analyzatoru. [51]

Chromatografické metody ve spojeni s vhodnym detektorem jsou pouZzivany kontrolnimi
laboratofemi, avSak vyzaduji velmi nékladné pfistrojové zatizeni a casové ndro€né mno-
hastupniové €isténi extrakt pred vlastni analyzou. To je jeden z diivodd, pro¢ se v posled-
nich letech zvySuje usili o vypracovani vhodnych imunochemickych metod pro stanoveni

pesticidd.
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3.4.2 Metody imunochemické

Imunochemie je obor, ktery se zabyva protilatkami a jejich interakcemi s antigeny piede-
v§im za ucelem vypracovani a aplikace bioanalytickych metod, které umoznuji citlivé a
specificky stanovit celou fadu nejriznéjSich cizorodych latek, napt. farmak, toxinii nebo
polutanti. Mezi oblasti vyuzivajici imunometody patii: humanni a veterinarni 1ékafstvi,
toxikologie, analyza polutantii v Zivotnim prostfedi, potravinafstvi, mikrobiologie nebo
kontrola vyroby léCiv nebo pesticidi. Imunochemické metody jsou jednoduché, financné

mén¢ narocné a rychlé metody pro kontrolu organickych sloucenin.

Prvni popsanou imunochemickou metodou byla kompetitivni radioimunoanalyza (RIA),
jejiz princip byl popsan v 50. letech minulého stoleti. Rosalyn Yalow a Solomon Berson
popsali metodu, ktera je zaloZzena na soutézi antigenu zna¢eného izotopem a neznacené¢ho
antigenu o vazebnd mista na protilatce. V roce 1977 byla R. Yalow udélena Nobelova cena
za vyvoj RIA pro peptidové hormony. [52]

Antigeny

- w w
- o3

- _ >

TImumokomplex

Proulatka

Obr. 10: Reakce antigenu s protilatkou [53]

Jako antigen je obecné oznacovana latka, kterd je rozpozndvana imunitnim systémem clo-
véka nebo zvifete. Imunitni systém tyto latky rozpoznava a poté na né reaguje tvorbou spe-
cifickych protilatek. NejCastéjSimi antigeny jsou cizorodé latky z vnéjSiho prostiedi, napt.:
mikroorganismy a jejich produkty nebo alergeny. Mezi nejvyznamnéjsi antigeny fadime
proteiny, komplexni polysacharidy nebo také lipidy a lipoproteiny. [54]

Protilatky (imunoglobuliny) jsou proteiny, které se vyskytuji v krevni plazmé a maji

schopnost se vazat na antigen. Reakce antigenu s protilatkou je vysoce specifickd, vznika

tvz. imunokomplex, jehoz tvorba je zndzornéna na obrazku ¢. 10.
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Dulezitou soucasti souprav pro imunochemicka stanoveni (imunoeseji) jsou specifické

monoklonélni nebo polyklondlni protilatky.

Polyklonalni protilatky se pfipravuji imunizaci laboratornich zvifat vhodnym antigenem
(Ag). Krevni sérum imunizovaného zvitete, které obsahuje protilatky proti Ag pouzitému k
imunizaci, se oznacuje jako antisérum. Vzniklé antisérum obsahuje smés protilatek rtiz-
nych izotypu proti vS§em antigennim determinantam pouzitého Ag.[54] Pesticidy maji ob-
vykle malou molekulovou hmotnost a nejsou schopny vyvolat specifickou imunitni odpo-
véd’ (jsou to tzv. hapteny — nekompletni antigeny). Aby toho byly schopny, je nutné je nej-
prve navazat na vysokomolekularni nosi¢, kterym je nejCastéji protein. Protein na sebe
navaze 3 az 6 atomi pesticidii kovalentni vazbou. Je mozné se pfi ptiprave fidit nasledu;ji-

cimi doporucenimi, které vyplyvaji z dosud provedenych experimenti:

a) Misto na pesticidu, na kterém se ma vytvotit vazba s proteinem by mé¢lo byt co nej-
dale proti mistu, ze kterého chceme vytvotit specificky protein.

b) Pesticid by se m¢l navazat ptes uhlik a ne pies heteroatom. Pokud by se navazal
ptes heteroatom, tak by mohlo dojit ke zmén¢ polarity a tim 1 k jiné odezvé imunit-

niho systému. [56]

Pti imunizace zvitete, napt.: kralika je zvifeti podan antigen, pfi stanoveni atrazinu tedy
atrazin, navazany na vhodny nosi¢. Imunitni systém kréalika zane poté tvofit protilatky
proti atrazinu. Ty se nasledné€ i1zoluji z krve, ptecisti se a poté se stavaji soucasti imuno-
chemickych kiti. Pomoci téchto souprav poté Ize stanovit atrazin ve vzorcich vody, proto-

ze ten bude s protilatkou, které je v kitu ptitomna, biospecificky interagovat. [56]

Monoklonélni protilatky jsou narozdil od polyklonalnich protilatek namifené proti jedné
antigenni determinanté ur¢it¢tho Ag, a proto piedstavuji identické kopie. Protilatky se vy-
znacuji vyraznou specifitou. Monoklonalni protilatky se v laboratornich podminkach pfi-
pravuji tzv. hybridomovou technologii, jejiZ podstatou je bunétné fuze nadorovych bunék

s lymfocyty sleziny imunizovanych mysi. [54]

Typické kroky ve vyvoji imunoeseji pro environmentalni polutanty (pesticidy) by se daly

shrnout v n¢kolika nasledujicich bodech:

1) vybér vhodného antigenu (haptenu)

2) vybér vysokomolekularniho nosice a jeho konjugace s haptenem

3) imunizace zvifete (ziskani antiséra nebo monoklonalnich protilatek)
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4) vyvoj a optimalizace imunoeseje (koncentrace antigenu, koncentrace protilatky,

pH, iontova sila, skfizena reaktivita) — rychlost analyzy, detekéni limit [57]

Pii stanoveni pesticidi se nejcastéji vyuziva dvou imunochemickych stanoveni.[55] Prv-
nim systémem je radioimunoanalyza (RIA), ktera se vyuziva pro imunoreaktanty znacené
radioaktivnimi izotopy. Hlavnim problémem této metody je mozné ozéaienim radioaktiv-

nim prvkem a také vysoké naklady. Tato metoda je vysoka citlivost a mozna automatiza-

ce.[52]

Ke znaceni imunoreaktantii (antigenti Ci protilatek) se v dnesni dobé vyuziva zejména en-
zymu. Enzymoimunoanalyza (EIA) je technika, kdy se pomoci imunochemické reakce
s detekci enzymatické aktivity stanovuje koncentrace analytu ve vzorku. Tato metoda se u

nas i ve sv€té pouziva na stanoveni atrazinu ve vodach. [52][55]

Metoda znaceného enzymu byla v zivotnim prostiedi pouzita poprvé v 80-tych letech. Me-
zi nejpouzivanéjsi metody enzymoimunoanalyzy patii metoda ELISA (enzyme-linked im-
munosorbent assay). Metoda ELISA existuje ve dvou uspotfadanich a to kompetitivni a

nekompetitivni.

3.4.2.1 Kompetitivni ELISA

Pro stanoveni pesticidi a tedy 1 atrazinu se nejCastéji pouziva pfimad metoda

v kompetitivnim uspotadani, jejiZ princip je zndzornén na obrazku €. 11.

+ substrat

& &
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Obr. 11: Prima kompetitivni ELISA

Pii pfimém stanoveni se v jamkéach mikrotitra¢ni desti¢ky, kterd je potaZena protilatkou,
inkubuji neznamé vzorky. Tyto vzorky obsahuji antigen (Ag; atrazin) a komer¢ni antigen
(Ag*; konjugat - atrazin znaceny enzymem). Oba dva tyto antigeny soutézi o omezeny

pocet vazebnych mist na protilatce. Po inkubaci se jamky promyji a tim se odstrani nena-
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vazany konjugat. Do jamek se poté ptidd chromogenni substrat, ktery je enzymem, nejcas-
t&ji peroxidasou, rozlozen. Tim dojde k barevné zméné a intenzita vzniklého napéti se poté
zm¢ii na destickovém spektrofotometru. Intenzita vzniklého zabarveni je nepfimo imérna

koncentraci antigenu, tedy atrazinu, ve vzorku. [56]

Metoda ELISA je velmi citlivd a umoziuje tedy stanoveni pesticidd pii velmi nizkych
koncentracich (1 ng/l — 1 pg/l). [56] Technické uspoiadani ELISA zavisi na ucelu a na roz-
sahu provadénych stanoveni. Pfi screeningu vétSiho poc¢tu vzorki se pouzivaji velké série
malych reak¢nich prostort mikrotitracni desticky. Je zde mozné automatickd aplikace

vzorkd. Pii mensim poctu vzorkil se ¢asto pouzivaji ke stanoveni zkumavky.

NejpohodIngjsi provedeni ELISA je v podobé ty¢inek, a nebo karticek s aktivnimi deska-
mi. Po aplikaci vzorku a imunoreaktantti se vznikly odstin zbarvené aktivni zony porovna-

va se standardni stupnici. [56]

U této metody je velkou vyhodou nejen jeji vysoka citlivost, ktera je srovnatelna s citli-
vosti chromatografickych metod, ale také to, Ze v jednom kitu je mozné stanoveni az 40
vzorkll a doba zpracovani se pohybuje kolem dvou hodin. Oproti chromatografii mé tato
metoda jednoduchou pfipravu vzorku a niz8i cenové ndklady. I zde je mozna automatizace.
Nevyhodou této metody je moznost zkiizenych reakci, kdy mizeme ziskat faleSné pozitiv-
ni vysledky. I kdyZ je tato metoda velice citliva a pfesna, jednd se ,,pouze* o orientacni
metodu. To znamend, Ze pokud je vzorek pozitivni, je nutné potvrdit pozitivni vysledek

jinou metodou, a to nejlépe chromatografickou s hmotnostné-spektrometrickou detekci.

Detekéni limit pro atrazin za vyuziti metody ELISA se pohybuje fddové v desetinach pg/l.
[43] [45]

3.5 Standardizované normy

Pro stanoveni atrazinu ve vodach je ustanovena mezinarodni norma CSN EN 1SO 10695
(75 7576) Jakost vody — Stanoveni vybranych slou¢enin s organicky vazanym dusikem a

fosforem — Metody plynové chromatografie. Tato norma vysla v dubnu roku 2001.

Tato norma popisuje metodu zaloZenou na extrakci kapalina/kapalina, kterou Ize pouzit pro
vSechny druhy vod, pokud koncentrace nerozpusténych latek nepfesahne hodnotu 0,05 g/1.
Pokud se atrazin stanovuje touto technikou, tak se atrazin separuje extrakci do chlormetha-
nu. Poté se extrakty vzorku analyzuji na GC/NPD. Extrakce z kapaliny tuhou fazi (SPE) je

podle této normy pouzitelna na Cisté vody, ne na vody odpadni. I u této techniky se po ad-
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sorpci a eluci rozpoustédlem pouzije plynova chromatografie s dusiko-fosforovym detekto-
rem. Chromatogram se poté porovnava s chromatogramem standardu a vysledek se uvadi

v ug/l. Pro atrazin je mez detekce 0,5 pg/l. [58]

Pro stanoveni triazinovych pesticidd je k dispozici také norma U.S.EPA 619 The Determi-
nation of Triazine Pesticides in Municipal and Industrial Wastewater. [59] Tato norma se
zabyva stanovenim triazinovych herbicidd. I v této normé se atrazin separuje extrakci do
15 % chlormethanu. Extrakt se vysusi a analyzuje na plynovém chromatografu. I podle této

normy se nejéastéji vyuziva NPD detektor. [59]
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ZAVER
Prekladand bakaléaiskd prace teoretického charakteru se zabyva problematikou vyskytu

herbicidu atrazinu ve vodach a jeho stanovenim.

Prvni ¢ast prace je zamétena na definici herbicidi a jejich déleni; dale pak na charakteristi-

ku atrazinu, jeho vlastnosti, toxicitu a jeho dopady na Zivotni prostiedi.

Podstatna cast této prace je zaméiena na prezentaci jednotlivych analytickych metod pou-
zivanych pro stanoveni atrazinu ve vodach, zejména povrchovych, kam se atrazin mohl

snadno dostavat napt.: splachem z poli.

Pfed samotnou analyzou je nutny spravny odbér reprezentativniho vzorku. Po odbéru
vzorku nasleduje jeho extrakce k zkoncentrovani analytu.. Vzorek vody je nejprve mirné
zalkalizovan na pH 7-8. Triazinové pesticidy (atrazin) jsou extrahovany nejcastéji
dichlormethanem. [21] V soucasné dobé¢ je extrakce kapalina — kapalina (LLE) vytlatova-
na extrakci tuhou fazi (SPE). Pro extrakci atrazinu se pouziva SPE kolonek s nepolarné
vazanou fazi (nejcastéji C18 sorbenty). [60] Tato technika ma oproti LLE fadu vyhod, jsou
jimi zejména uspora ¢asu i rozpoustédla ¢i dobra selektivita. Techniku SPE lze v nékterych
ptipadech pouzit i v terénu. K izolaci atrazinu je mozno také pouzit mikroextrakci pevnou
fazi (SPME) [27], kde nejsou potieba téméf zadna rozpoustédla a lze provést piimou

desorpci extrahovanych analyti do plynové nebo kapalinové kolony.

Pokud je potieba extrakt ptecistit, voli se technika adsorpéni chromatografie (na sloupci

Florisilu, Aluminy nebo Silikagelu) nebo gelova permeacni chromatografie.

Pti samotné identifikaci a kvantifikaci je nutné vybrat spravnou analytickou koncovku.
Metody plynové i1 kapalinové chromatografie (HPLC) jsou vSeobecné velmi citlivé, rychlé
a je u nich moZnost automatizace. Vybérem spravného detektoru se jejich citlivost jesté
zvysuje a to hlavné kdyz se pouzije detektor hmotnostné-spektrometricky nebo selektivni
dusiko-fosforovy detektor. Mezi nevyhody chromatografickych metod patii slozit&si pii-
prava vzorku pied vlastni analyzou, kdy je nutné az nékolikandsobné ¢isténi extraktl.
Chromatografické detektory bohuzel také nepatii k nejlevnéj$im, a proto je cena piistroje

dalsi nevyhodou chromatografickych metod.

v

Stale Castéjsi je snaha o vypracovani vhodnych imunochemickych metod, kterymi by se
stanovovaly koncentrace pesticidii v prostfedi. Imunochemické metody maji citlivost sta-

noveni srovnatelnou s metodami chromatografickymi. Metoda ELISA umoziiuje stanoveni
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pesticidu fadové v koncentracich mensich jak jednotky pg/l v zavislosti na kvalité protilat-
ky.[43][45] [56] U chromatografickych metod se detekéni limity pohybuji podle pouzité
metody v ng - ng/1.[43][58]

Pro stanoveni atrazinu ve vodach jsou na nasem i svétovém trhu dostupné zejména imuno-
enzymatické soupravy, pracujici na principu pfimé kompetitivni ELISA. Cena téchto sou-
prav neni tak vysoka a piiprava vzorkl je jednodussi, ve vétSin¢ pripadli se nevyzaduje
zadny extrak¢ni ani precistovaci krok. Také u imunochemickych metod a rovnéz také u
metody ELISA je mozna automatizace, rychlost analyzy se pohybuje v rozmezi dvou ho-
din, coz jsou dalsi vyhody této metody. Nevyhodou téchto metod je ale casové naro¢na
priprava imunoreagencii, ob¢as nedostatecna specificita, ktera muze vést ke zkiizenym
reakcim a tim faleSné pozitivnim vysledkim. I kdyz je ptiméa kompetitivni ELISA vysoce
citliva a rychld metoda, je nutné pozitivni vysledek testu potvrdit jinou metodou. Nejlepsi
je potvrdit tento vysledek chromatografickou metodou a to nejlépe S hmotnostné-

spektrometrickym detektorem.

Imunochemické metody jsou stdle relativné mladou analytickou metodou, a proto se da
pfedpokladat, Ze postupem Casu a objevovanim stale novych moZnosti stanoveni se i tato
metoda stane samostatnou metodou pouzivanou kontrolnimi laboratofemi jako je tomu u

chromatografickych metod.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

GLE
LLE
SLE
SPE
SPME
GPC
GC
NPD
FID
MS
HPLC
RIA
EIA
ELISA
Ag
Ag*
Cl

El
APCI

ESI

ECD

AFID

Extrakce plyn — kapalina (Gas Liquid Extraction)
Extrakce kapalina — kapalina (Liquid-Liquid Extraction)
Extrakce tuha faze — kapalina (Solid-Liquid Extraction)
Extrakce tuhou fazi (Solid Phase Extraction)
Mikroextrakce tuhou fazi (Solid Phase Extraction)
Gelova permeacni chromatografie

Plynova chromatografie

Dusiko-fosforovy detektor

Plamenové-ionizaéni detektor

Hmotnostné spektrometricky detektor
Vysokoucinna kapalinova chromatografie
Radioimunoanalyza

Enzymoimunoanalyza

Enzyme-linked Immunosorbent Assay

Antigen

Antigen znafeny enzymem, konjugat

Chemicka ionizace

Elektronové ionizace

Chemicka ionizace za atmosférického tlaku
lonizace elektrosprejem

Iontova past

Detektor elektronového zachytu

Termoionizacéni detektor
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