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ABSTRAKT

Tato bakalésk&d prace teoretického charakteru se zabyva nmiltiréinim stanovenim
pesticidi ve vodach. Za®tuje se pedevSim na pesticidy t¥i@i rezidua v povrchovych
vodéach, které vzhledem ke své toxiatperzistenci v prodi vyZaduji cilené sledovani.

V praci je uvedeno rozteni pesticid a jsou zde popsany jejich vlastnosti, toxicitar@cpsy
odbouravani. Dale jsou zde popsany moZznosti ack8ftio stanoveni, zejména metody
plynové a kapalinové chromatografieigmymi typy detektar. V posledni kapitole je popsan
kompletni analyticky postup pro stanoveni organa@vych pesticid.

ABSTRACT

This bachelor’'s work of theoretical character deaith multiresidual determination of
pesticides in water. It is especially focused ostip&les generating residues in surface water,
which - due to their toxicity and persistence inviemnment - require goal-directed
monitoring.

The division of pesticides is stated, and theirpprties, toxicity and elimination process are
described in the work. Furthermore, possibiliésanalytical determination, especially the
methods of gas and liquid chromatography are inited here. In the last chapter, the
complete analytic procedure for determination gfamochlorine pesticides is described.

KLi COVA SLOVA

pesticidy, insekticidy, herbicidy, fungicidy, vodpgvrchova voda, extrakce, GPC, GC, LC,
HPLC
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1 UvOD

Voda tvai zakladni podminky pro existenci Zivota na Zemnt® poutala pozornostgci

jiz od nejstarSich dob. Teprve v 18. stoleti bytkalzano sloZeni vody z vodiku a z kysliku a
uréen jejich objemovy posr. V druhé polovig 19. stoleti byla vydangada knih o analyze
vody. Jednu z prvnich napsal Kubel roku 1858.

V sowasnosti rychle se rozvijejici jmysl a zemdélstvi negiznivé ovliviuji cistotu
povrchovych vod, coz se projevuje jak v nedostatikné vody, tak i v nedostatku vody pro
technické pouziti. Hlavnimi zdroji kontaminace jssplasky, pimyslové odpadni vody a
zemédélské odpady a splach@isteni msstskych spladk predstavuje v dnesni ddmejmensi
problém a také organické zbytky tohoto typu se edach nejsnadfi odbouravaji. Daleko
zavazrjSim problémem jsou odpadnitpnyslové vody, kteréifmaseji do povrchovych tdk
celou fadu organickych i anorganickych latek. Velké nelegzmpro Zivotni prosedi
piedstavuji i splachy pestididjejichz pouzivani se v zeuklIstvi stale zvySuje. Pesticidy ve
vySSich koncentracich mohou porusit biologickounmsxéhu v tocich. Toxicky {sobi na
n¢které slozky vodni biocendzy, mohou #epivé ovliviovat samaistici schopnost vody,
jeji chw’, pach a v fipadt proniknuti do pitné vody ohroZuji i zdraslbvéka. Ve vodach Ize
prokazat hlavé biochemicky stabilni pesticidy (naprganochlorové nebo triazino\a) 4].

Pro ziskani komplexnich informaci o pouZzivanychtipelech je nutné mit k dispozici
analytické metody, které umiZji s dostaténou gresnosti stanovit gkdy az velmi nizké
koncentrace échto latek. V poslednich letech se v analyze pédstivedle metod, které
umo#iuji stanoveni pouze jedné latky, stale vice poymaltirezidualni metody. Pomoci
této techniky Ize stanovitsi paet analylt najednoy24].

Cilem této prace je poskytnout ucelerfglged o pesticidech vyskytujicich se ve vodach, pro
které je mozné pouzit stanoveni na bazi multiréditich metod.



2 PESTICIDY

2.1 VSeobecna charakteristika

Pesticidy jsou biologicky aktivni latky pouzivang ochranu uzitkovych rostlin v zedglstvi

a lesnictvi, proti plevéin, houbam a zivasSnym Skidcim. Tyto latky nalezly uplatmi i ve
vodnim hospodatvi, kde mohou ndp slouzit k likvidaci gkterych vodnich rostlin,
k redukci zooplanktonu v ffpad ohroZzeni ryb kyslikovym deficitem nebo
k antiparazitarnimu o3etni kaprovitych ryb. Pesticidy se pouzivajitznmych forméch, a to
jako poprasky, po#iky, granulaty, suspenze, emulze, aerosoépyp pasty atd. Vyhodna a
relativne bezpéna forma pouZziti pesticid dodavanych do fmly jsou granulaty, které se
rozpusti v wiitych podminkach pH vody a vlhkosti. @b pouZziti je zavisly na jejich
fyzikélnich vlastnostech. Uzivani pestitig jednou z cest k zajiti vyzivy lidstva, ma vSak

I nepiznivy vliv na Zivotni prosedi. Vedle cileného pouziti se mohou pesticidy atastio
jinych ekosystérin, nag. neodbornym pouzivanimjgnosem #trem nebo vodni dopravou,
kde mohou zfisobit znéisténi vod i ovzdusSi, znehodnocenidy, poskozeni nebo vyhubeni
uzitetnych Zivaichi i vegetace. Prailovéka predstavuje neptSi nebezpd chronické
pusobeni pesticiil

Pesticidy nizeme rozdlit podle jejich stability, podle biologické ¢innosti nebo podle
chemického typudinné latky[1, 2, 3]

Podle stability:
» lehce odbouratelné sldeniny,
« trvanlivé (perzistentni) sl@eniny, které mohou byt ve svévwodni nebo zrnéné
formé prokazatelné v ekosystému po dlouho dfdju

Podle biologické &nnosti:
* insekticidy (prostedky proti hmyzu),
» fungicidy (prostedky proti houbam a plisnim),
* herbicidy (prostedky proti plevai) [1].

Podle chemického typw&iinné latky:
» kontaktré (dotykow) pasobici, které @stavaji na povrchu,
* systémov¥ pasobici, které pronikaji do organismu Ziahia nebo rostlif2].

2.2 Vlastnosti

Pesticidy maji velmi rozdilnou chemickou struktiuozdilna je tedy i jejich rozpustnost.
Nejmére rozpustné jsou organochlorové latky (hap DDT je uvadna hodnota rozpustnosti
od 1,2ug/l az do 10Qug/l). Naproti tomu organofosforové pesticidy jscuané rozpustne,
hodnota jejich rozpustnosti dosahuje az 106A0.

V zivotnim prostedi se pesticidy mohou odbouravaispbenim vody, kysliku, stla,
padnimi bakteriemi apod., avSakékteré produkty a meziprodukty degradace mohou
piechazet do potravnihtettzce, na jehoz konci jéloveék. Tyto premeny pesticidi ¢asto



zavisi na prosgedi, ve kterém probihaji. K jinymiggmendm dochazi vimé, ve vodnim
prostedi a jiné jsou metabolick&geny v Zivém organismu.

Pesticidy ve vodach podléhaji chemickému, fotoclkkérmu nebo biologickému rozkladu.
Zejména zde probihd hydrolyza (u organofosforovgéhuienin) nebo fotolyza, kde se
negastji jedna o izomeraci, epoxidaci a aromatickou sitilt

Biologicka rozlozitelnost pesticidzavisi na jejich strukie. Biologicky tZce rozlozitelné
jsou hlavie organochlorové pesticidy. Snafgin se biologicky rozkladaji nap
organofosforové slaieniny, karbamaty nebo derivaty kyseliny fenoxyoétov

Velkou chemickou a biochemickou stélosti vynikajlotované pesticidy, které setrvavaji
v prostedi po velmi dlouhou dobu. Jejich pouzivani seeméziélské praxi proto omezuje
nebo jiz bylo zastaveno, ale v Zivotnim predf jsou stéle jeS{prokazatelngl, 4].

2.3 Toxicita pesticidi

Skodlivy &inek pesticid se vyjaduje toxicitou, kterd zpsobuje akutni nebo chronickou
otravu. Akutni toxicita pesticidpro ¢lovéka a teplokrevné zZiviichy je vyjadena tzv. letalni
davkou (LDy). Letalni davka udadva mnozstvi pesticidu (v mdigech na kilogram
hmotnosti pokusného zete), i jehoz jednordzovém poziti zahyne 50% pokusnydbatzv
Chronicka toxicita vyjatlje pijatelnou denni davku prélovéka v mg (ADI). Pesticidy
pronikaji do organismudlovéka nefastji pies travici soustavu, pokozku nebo dychaci cesty.
VSechny pesticidy i jejich sési se musi fed zavedenim do praxe podrobit toxikologickému
vyzkumu. Tyto vyzkumy jsou zatteny na zakladni hodnoceni rowyrobenych sloéenin a
jejich pouziti, které by o posoudit, zda existuje riziko poSkozeni zivomibrostedi a
zdravi ¢loveka. Prvni ¢asti provadni téchto toxikologickych vyzkumu je identifikace
sloweniny, uteni jejiho chemického sloZeni a struktury dané ¢goimy, protoZe za osud
pesticidi v zivotnim prostedi odpovidaji hlawh jeho fyzikalre-chemické vlastnosti.
Z fyzikalné-chemickych vlastnosti se sleduje hapnolekulovd hmotnost, teplota varu,
rozpustnost ve vada v tucich, sofni koeficient v idé, stalost a reakce v prostli. Tyto
fyzik&lné-chemické vlastnosti poukazuji na to, za jakycldmimek nizeme dekévat
piitomnost pestici@l v Zivotnim prosiedi, jaké jsou jejich produkty rozkladu &gadné jak je
omezeno zn@sténi pi vyrobe. Pesticidy se mohou dostat do podzemnich vodizZegejich
rozpustnost ve vadje WtSi nez 20 mg/l, jejich soépi koeficient v idé je nizsi nez 300 -
500 cmi/g, polasas rozpadu vimé je delsi nez 2 aZ 3 tydny a pdés rozpadu pomoci
fotolyzy je delSi nez 3 dny. Druhaiasti jsou vyzkumy prov@&dé na pokusnych ztdtech,
které utuji akutni a chronickou toxicitu, karcinogenni, egenni a teratogennéiaky, vliv
na plodnost a vliv na nervovou soustavu.

WHO (World Health Organization) dopawje rozdleni pesticid do pti tfid, a to na
zaklac jejich letalni davky. Rozfluje je na extréemhinebezpené (LDsp < 5 mg/kg), vysoce
nebezpéné (LDspod 5 do 50 mg/kg), mignnebezpé&né (LDso od 50 do 500 mg/kg), slab
nebezpené (LDsp > 500 mg/kg) a latky, kteréiipnormalnim pouziti nejedstavuji zadné
riziko pro¢loveéka (LDsg > 2000 mg/kg)2, 3, 14]



2.3.1 Insekticidy

2.3.1.1 Chlorované uhlovodiky

Z této skupiny pesticidse dive hojre pouzivaly DDT a HCH, avSak vzhledem ke kumulaci
mnohych organochlorovych pesti@iodr jednotlivych ¢lancich potravnihdetézce, na jehoz
konci je ¢lovek, byly tyto latky oznéeny jako nebezgaé a ¥tSina z nich byla zakadzana
nebo nahrazena organofosfaty.

Tyto latky se vyznéuji velkou afinitou k tukm a jsou velmi stalé. Do organismu pronikaji
pies pokozku, travici soustavu nebo pomoci dychacésit. BZko podléhaji metabolickym
piremgnam a pozvolna se vyduji maci, mlékem nebo stolici. Hromadi se zejména v tukove
tkani, jatrech, mozku, svalech a srdci. Organociérpesticidy jsou poZzadovany za nervové
jedy. Ri akutnich otravach dochazi ke stimulaci CNS, co#Zenveést az k ochrnuti
motorickych neni. Smrt miZze nastat vitsledku ochrnuti dychaciho centra a opuchnuti plic.
| chronické otravy mohou négnivé pasobit na CNS. Ty se projevuji celkovym oslabenim,
nechuti k jidlu, hubnutim a bolesti hlavyizhaky se mohou zesilovat az na silné nervové
poruchy[3, 5, 30]

2.3.1.2 Organofosfaty

Skupina organofosféatse liSi od organochlorovych insektitidejména rychlym rozpadem a
tim, Ze nedochéazi k tak vyrazné kumulaci v Ziirotprostedi a v organismu. Po proniknuti
do organismu se metabolizuji. Jejich nevyhodowje&é maji mnohemétsi akutni toxicitu.
V zemich, kde se tytotipravky pouZzivaji, zfisobuji kazdoréné velky paet intoxikaci.
Z chemického hlediska seqvazié jednd o estery kyselin fosf@mé, pop. thiofosfor&né.
Organofosfaty jsou rowZ vysoce lipofilni latky a velice rychle se absgfbdo organismu
se dostavajitznymi cestami. Mechanismudgobeni &chto latek je v blokovani enzymovych
esteraz, cholin- a zejména acetylcholin- esterBlayzaklad toho neniZe nastat hydrolyza
na cholin a kyselinu octovou, coz vede ke hroénadcetylcholinu v organismu. Intoxikace
se projevuje zvySenou aktivitou parasympatické tsoys podrazénim CNS (bolesti hlavy,
nervozita, zavr& nespavost) a zvySenim aktivity pruhovanych svaelkova Unava a
svalové oslabeni). Akutni otravy jsou velmi neb&ngecasto maji rychly pibeh, ktery vede
az k smrti[3, 5].

2.3.1.3 Karbamaty

Pati mezi pesticidy, které v zivotnim prostli sice dlouhodabnegetrvavaji, ale pat mezi
vysoce toxické latky. Mechanizmus toxickéh&nku je stejny jako u organofostatavSak
komplex enzym-karbamat je vtomtdigmd® velmi nestabilni. Acetylcholin se rychle
uvoliuje a obnovuje se tak jehBinnost. Akutni otravy nejsou takasté a vesis maji
mirn€jSi pribéh nez u organofosfa{3, 5].

2.3.2 Fungicidy

2.3.2.1 Rtw’naté sloueniny

Tyto latky pronikaji do organismu rigjstji travici a dychaci soustavou. Rtwazana na
methyl se z organismu vyuje pozvolna, népstji stolici. Polovina kumulovaného mnozstvi
se vylogi z organismuloveéka v pibéhu asi 70 az 90 dn z krve v piibéhu 40 az 70 dina
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z mozku za vice nez 90 @inDnes se tyto rtinaté gipravky jiz nepouzivaiji, &Sina z nich
pati mezi teratogenis, 2].

2.3.2.2 Dithiokarbamaty

V procesech vyroby existuje moznost vzniku ethyl@rctoviny, kterda ma karcinogenni,
mutagenni a teratogenntidky. Slouweniny z této skupiny maji obvykle nizkou akutni
toxicitu. Nekteré latky jsou struktugnpodobné disulfiramu a v kombinaci s alkoholerizm
nastat acetaldehydovy syndrom. Proto by #grhyt konzumovany alkoholické napojéike
nez 10 di po expozici3, 5].

2.3.2.3 Hexachlorbenzen

Tento pesticid se pouzivakgdevsim k oS&bwvani osiva. HCB byv&asto exkretovan do
matdského mléka; takova expozice &tidnize zmisobit Kete a ve vzacnychifpadech vede
az ke smrti. B akutni intoxikaci dochazi k hroma&di porfyriti v kizi, které zfsobuji
nadng&rnou citlivost na slunmi z&eni[5].

2.3.3 Herbicidy

2.3.3.1 Chlorfenoxyslo&eniny

Do organismu pronikaji travici a dychaci soustaval.nich nedochazi ke kumulaci
v organismu a vyliuji se gedevSim méi. Mohou vyvolat pipadné alergie, kozni vyrazky a
podrazaéni acni sliznice[3, 5].

2.3.3.2 Dinitrofenoly

K intoxikaci dochézi zejména inhalaci prachu, av8af. 2,4-dinitrofenol se velmi rychle
vstiebava kizi. Dinitrofenoly blokuji proces oxidai fosforylace a vyvolavaji zdaé zvyseni
teploty €la a metabolizmu a ovliwji také proces glykolyzy.iPakutnich otravach se toxické
Ucinky téchto slowenin zvysuji se zvysujici se teplotou predi[3, 5].

2.3.3.3 Dipyridilové slogeniny

Hlavnim gredstavitelem této skupiny je paraquat; v jefipgct doSlo jizZ k mnoha smrtelnym

intoxikacim. Paraquat je distribuovan do vSech wig&umuluje se v plicich, které jsou
cilovym mistem jeho fatalnihatiimku. Poziti této slokeniny zpisobuje poleptani zazivaciho
traktu. Po vdebani dochazi v fpbéhu 2 - 5 dfi k poSkozeni jater, ledvin a myokardu.
Za 7 az 21 dni nésleduje fibroza plic, ktera vedwypoxii, piipadré smrti[5].

2.4 Rozdleni a priklady nékterych pesticidi

2.4.1 Insekticidy

Jedna se o biocidnicimné latky gipravki na ochranu rostlin, které usmrcuji hmyz i jeho
vyvojova stadia. ®sobi jako kontaktni, vdechové nebo pozerové jedy.pidodnich
insekticidi paki nag. nikotin a pyrethroidy obsazenglba v kopretinach. Ze syntetickych
insekticidh Ize jmenovat fedevSim organochlorové insekticidy, sleniny fosforu, derivaty
karbamové kyseliny a v posledni ddtsyntetické pyrethroidi6].
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2.4.1.1 Nikotin

Tabakova rostlina byla do Evropyiyezena kolem roku 1560 a jiz roku 1690 byl pouzit
vodny extrakt tabakovych listk hubeni hmyzu na zahradnich rostlinach. Ejpzuoylo
zjisteno, Ze aktivni latkou je alkaloid zvany nikotinhdestruktura byla objagna roku 1893.
Nikotin se v tabakové rostinvyskytuje ve formi citronové soli a jablmé kyseliny

v mnozstvi 1 az 8 %. e byt ziskdvan z lista kaen rostliny, a to extrakci iednym
vodnym roztokem alkalie a naslednou destilaci sdnvoparou. Podminkou vysoké
insekticidni @innosti je gitomnost pyridinového kruhu v molekuleiigmjeného v poloze 3

k nasycenému giclennému nebo Seskennému kruhu v poloze 2. Pra&idnost nikotinu je
také podstatné, Ze ma molekuly podobnych manako acetylcholin, protoze jeho zana
za acetylcholin zfisobuje stahy svalstvaie&ke a nakonec smf, 7, 30]

2.4.1.2 Pyrethroidy

Pyrethrum je kontaktni insekticid, ktery se zisk&étrakci suSenych Kt kopretiny
stratkolisté dichlorethanem a naslednym vakuovym zaimiist extraktu. Tato latka obsahuje
¢tyii hlavni insekticidni slozky, které se souhtroznauji jako pyrethriny. Vyznam pyrethra
spaiiva v rychlém omréujicim (&inku na létajici hmyz. Na rozdil od DDT neni pyreiin
perzistentni a nezanechava toxicka rezidua. Pougévdroti Skdcaim v uskladgnych
potravinach, proti Sikdcim v domacnostech i vfmyslu. Nevyhodou je vSak pr&jeho
nedostaténa perzistence, ktera se projevuje nestabilitowaguuchu pi oswtleni. Casto se
stava, Zze se hmyz po kontaktu s davkou pyrethi@ga proto se tato latka pouziva s malym
mnoZstvim jiného insekticidu, abyigek na hmyz byl 100 %. Ze syntetickych pyrethéose
pouziva nap allethrin, ktery ma silné insekticidnéiaky [7].

2.4.1.3 Organochlorové insekticidy

s

Nejdilezit¢jSim zastupcem této skupiny je dichlordifenyltrmfdthan zvany DDT, ktery lze
piipravit kondenzaci chloralu s chlorbenzenentebgtku kyseliny sirové. NefinngjSim ze
malou insekticidni &innost.

DDT byl znam jako insekticid od roku 1942 &hlem 2. swtove valky se vyrald ve velkém
mnozstvi. Bhem této doby byl d&nné¢ aplikovan proti penaséim riznych infeknich
onemockni; nag. v Neapoli byl pouzit proti vypuknuti tyfové epme, v Indii zase
podstatg snizil amrtnost na malaribDT se stalo celos¥ové nejrozsfengjSim insekticidem.
Za jeho nejetSi vyhody lze povazovat stabilitu, perzistencrolg spektrum insekticidni
acinnosti a levnost vyroby. DDT bylo aplikovan#éeplevsim proti mandelince bramborové a
dalSim Zravym Skdcim v rostlinné vyrob a ovocnéstvi, kron€ toho bylo pouzivano i proti
hmyzu v zZiv@isné vyrol. Postupentasu se vSak stalaét§ina druti hmyzu wi¢i DDT
rezistentni a vikledku toho byloiebacastji obnovovat posiky a pouzivat vySSi davky.
Tento postup ved! té#h az k zameeni celého civilizovaného &ta; Steni kontaminace vede
hlavre pies potravinovyetzec. Dnes je DDT pro svou rezistenci jiz v 2eldhstvi zakazano;
tento insekticid byl mimo jiné také zzen mezi teratogeny.

Hexachlorcyklohexan zvany HCH se vyrabi chloraciZesu plynnym chlorem aktivovanym
ultrafialovym zd&enim. V produktu jsouiftomny ti izomery, z nichZ neptSi (Einek may-
izomer, ktery je obvykleiftomny v mnozstvi 13 %Cisty y-izomer neboli lindan se ogt a
B-izomeru oddluje frakeni krystalizaci z progtdi methanolu. HCH tsobi podobé jako
DDT a bylo tedy jeho vhodnou nahrazkou, avSak hpogtupr ziskal rezistenci i na HCH
v disledku toho bylo feba ogt zvySovat davky. V zedélstvi se casto pouZivaly
kombinované fipravky s obsahem lindanu a DDT. V gasnosti, vzhledem k vyskytu
rezidui tohoto pesticidu, je HCH zaka4an7, 9, 30]
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2.4.1.4 Organofosfaty

Jedna se ofidu insekticidi pouzivanych jako alternativa pro velmi stalé a kiativni
organochlorové slaieniny. Risobi jako nervové jedy, které u Zérchi narusuji jejich CNS.
Mezi nejvyznamiySi pati estery kyseliny fosforové, fosfameé, thiofosforéné a
dithiofosfore&né. \&tSina tchto slodenin vykazuje vysokou akutni toxicitu a jsou
podezelymi mutageny a karcinogefg, 9, 20]

2.4.2 Fungicidy

Fungicidy jsou pipravky k nEeni nebo potkovani pivodai houbovych chorob. ®obi
kontaktré (dotykow) v misg aplikace nebo systém&vkdy po proniknuti do rostliny jsou
Vv jejim &le rozvadny. Pouzivaji se jako pd#ity (na ochranu rostlin) nebo jako iidia (na
ochranu osiva). Rmyslové fungicidy se pouzivaji na ochranu materigko je devo, textil,
papir, Kize atd]2].

2.4.2.1 Anorganické fungicidy

Prvnimi fungicidy byly latky anorganickéhaiyodu. Mezi g paki predevsim sira a &d.
Sira se pouziva k ochramvocnych strora a vinné révy proti padli. #obi jako akceptor
vodiku a tim nefiznivé naruSuje Zivotdé dulezité hydrogenéni a dehydrogerai reakce
v buice houby. Siran &’'naty se pouZziva ve virstvi jako podik na ochranu vinné révy
proti peronospie. Z méd’natych fungicid se velmi ¢asto pouziva chlorid-trinydroxid
diméd’naty (Kuprikol), ktery se aplikuje proti plisni brdorové, plisni révové a plisni
chmeloveé.

Rtut’ tvoii stabilni organické sl@eniny. Jako middla se pouzivaji fungicidy se strukturou
RHgX, kde R je alkyl nebo aryl a X je anion. Nejawgsi z nich jsou fenylmerkurichlorid a
fenylmerkuriacetat, které se pouZivaji k oclrasemen fed mazlavou siti pSenénou.
Nevyhodou organortinatych fungicid je jejich velka jedovatog?].

2.4.2.2 Dithiokarbaméaty

Dithiokarbamaty jsou specialni péittou karbamdit Vyrabi se od roku 1934 a jsou héjn
pouzivané k potkavani rostlinnych chorob. Jsou odvozeny od dimelitiyilbkarbamové
kyseliny. Do pislusné skupiny dithiokarbantépati Thiram, methamsodium a nabam, tzv.
ethylenbis(dithiokarbamat), ktery se vyrabi realathylendiaminu se sirouhlikem za
piitomnosti hydroxidu sodného. Ve vbdozpustny nabam se reakci s vodnym roztokem
siranu zinénatého nebo manganatéhi@yadi na nerozpustny zinek nebo maneb. Tyto latky
mohou byt aplikovany protiad fytopatogennich hub, napproti plisni bramborové nebo
peronosporane,7].

2.4.2.3 Substituenty benzenu

Tato skupina fungicill je pouzivana od roku 1940. Hasem nap pentachlornitrobenzen,
ktery se hoja vyuziva v ptimyslu k ochraa dieva a textilii. Jehodinek spdiva v rozpadu
mitochondrialni membrény fkky [14].

2.4.2.4 Ftalimidy
Ftalimidy se vyznéuji velmi malou toxicitu wc¢i zviratim. Zastupci této skupiny jsou riap
Merpan a zejména Captan, ktery se aplikuje protirrstosti jablek, hrusek a proti
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peronospte révy vinné. ZlepSuje také skladovatelnost ovoaezimu. Ve vod dochazi
k jeho degradaci. Pitmezi podetelé karcinogenyl4].

2.4.2.5 Karboximidy

Do této skupiny heterocyklickych sléenin Ize z#&adit karboxin a oxykarboxin. PouZivaji se
k oSeteni semen j@mene, ovsa, baviny, pSenice a kiike, a to proti s&ti a hnilok. Ve
vod jsou ve velké nie rozkladany zelenatasou rodu Anabaena a Nosfhd].

2.4.2.6 Fenoly

Fungicidni @&innost ma také velké mnozstvi fefiolkteré se népseji pouzivaji jako
primysloveé fungicidy, protoZe&sSina z nich mailis vysokou fytotoxicitu. Bylo prokazéano,
Ze kresoly pispivaji k fungicidnim ginkam kreosotového oleje, ktery slouzi k ochran
stavebniho fkva. Chlorované fenoly jsou uzivané k oclirdfeva a textilnich materi@lpied
napadenim houbart, 7].

2.4.3 Herbicidy

V¢étSina herbicid ma selektivni &inek, ktery Skodi plevém a neskodi kulturnim rostlinam,
avSak lze je pouzit jen na ochranditych rostlin a ze konstatovat, Ze zpravidis@bi jen na
urcité typy pleveli. Naproti tomu neselektivni herbicidy jsou toxigh® vesSkerou vegetaci a
proto nemohou byt pouzité k ofmti zemddélskych rostlin. Herbicidy Ize rozdit i na
kontaktni, coz jsou takové, které zabiji j&ast rostliny v mist dotyku a dale systémove,
které jsou absorbovany #emy rostlin a progédnictvim nich rozvashé do ostatnicktasti
rostlin. Diive pouzivané herbicidy bylyigvazre latky anorganického twodu. Organické
herbicidy se dostaly do pigdi kolem roku 1932, kdy secady hojre pouzivat latky jako
dinitrofenol a kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctovaeki je vysoce selektivnim herbicidem i ve
velmi malém mnoZstvi. &Sina dneSnich ffpravki jsou tedy organické latky, figemz
vyjimku tvori chlore&nan sodny neboli travex, ktery slouzi jako nes@lektherbicid na
traviny[2, 7, 14]

2.4.3.1 Fenoxyderivaty alifatickych karboxylovyclyselin

Tyto chemické sloteniny pati mezi nejpouziva¥Simi herbicidy patebné k oséeni
obilovin. Risobi systémayva jejich &inek proti Sirokolistym plevéim (dvoudlozni rostliny)

je mnohem ¥tSi, nez proti obilovindAm a travinam (jedrtm¥né rostliny). Po aplikaci
dochazi k chorobnémuistu rostliny, kdy vlastnitist zcela pedeZene vyZivovaci systém a
rostlina v disledku toho uhyne. Hlavnimiqdstavitelem této skupiny je MCPA (4-chlor-2-
methylfenoxyoctova kyselina). Pro zvySeni spektmnbpsti sec¢asto kombinuje s jinymi
herbicidy této nebo jiné skupiny. DalSinileZitym zastupcem je 2,4-dichlorfenoxyoctova
kyselina.

Za aerobnich podminek a sasrE pii zvySeném pH dochazi velmi rychle k jejich deg@da
Také se mohou rozkladatigpbenim slunsiho z&eni a mikroorganisin[7, 14].

2.4.3.2 Dipyridilové slogeniny

Do této skupiny herbicid pati paraquat a diquat, kterétgobuji vysuSeni mladych rostlin.
Pisobi jako kontaktni jedy a jsou aplikovany z&lém hubeni plevélpied vysevem rostlin.
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Prislusné chemikélie jsou po styku sidpu okamZi¢ deaktivovany progednictvim vyngny
iontd se slozkami fdy [7].

2.4.3.3 Derivaty méoviny

Derivaty ma@oviny jsou velkou a velmitezitou skupinou herbicid Obvykle se aplikuji do
pudy jako preemergentni herbicidy. Jejicltingk spdiva v blokovani elektronového
transportu a fotofosforylace, a usledku toho nerize probihat fotosyntéza. Rostlina ztraci
barvu a zastavi se jejiist; rostliny odumiraji za 20 — 25 dni po aplikada zaklad jejich
chemické struktury je dime na fenylmooviny a sulfonylmaioviny. Fenylm@oviny jsou
pouzivany jiz vice nez 40 let a stale jsou aplédwy ve velkém r¥itku. Jsou porerné
stabilni a Spath podléhaji hydrolyze. Hlavni rozkladny proces ved&@robiha pomoci
mikroorganisni. Krome toho podléhaji také fotolyze. Sulfonyldaviny se pouzivaji od roku
1982. | kdyz jsou asi 100krat t@xjSi na cilové rostliny nez jiné sldeniny, maji malou
toxicitu vici lidem a zvfatim. Na zaklad toho jsou aplikovany relativnv malych davkach.
Jsou odbouravany pomoci hydrolyzy a mikrobialn@tkladnych proces[14].

2.4.3.4 Triazinové pesticidy

Tyto latky jsou pouzivany jiz od roku 1954udebi jako antimetabolity pyrimidovych bazi
jako sowasti nukleovych kyselin a kyseliny listové. Mezij¢astji pouzivané triaziny péi
nag. atrazin, prometryn, prometon, terbutrin a simadievyhodou dchto latek je jejich
dlouhodobé fetrvavani ve vodach (hlaynv podzemnich vodach) a moZnost vzniku
nitrosamirni z rezidui triazid. Z uvedenychdvodi je jejich pouZziti vyrazéiomezovano.
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3 VODA

Voda zaujima vice nez 2/3 zemského povrchu, podsiatast (zhruba 97 %) twb slané
vody mdi a oceaf. Ceska republika ma né&gnivou situaci v zasobovani vodou, protoze je
zcela zavisla na srazkach.Géské republice je pmérné mnozstvi srazek za rok asi 700 mm.
V priméru u nds na jednoho obyvatelgpada 388 | vody za den, coZ je nejriaée vSech
evropskych stdt[4].

3.1 Kolobéh vody

Pro vodu je charakteristicky jeji neustaly kaibbv piirodk, ktery je spojen se zinou jejiho
skupenstvi. Zdrojem energie peitné k obhu vody jsou Slunce (umdtidje vypdovani a
pohyb vlhkosti v atmosfé) a Zem (je to gicina pohybu vody v kapalném i pevném
skupenstvi]9].

| Zasoby vody ve : _ —
SI'IE]‘_I:: amg;lu Y Zasoby vody v atm vytb\.;g];eﬂni
> & >~ obla

Sublimace
- I Evapotranspirace

Vypar z
volné hladiny

Zasoby vody
v mofich

Department of the Interior ~ 2asoby podzemnich vod
Geological Survey

Obrazeké. 1: Kolok¢h vody v pirode [10]

Slunce ohiva vodu v oceéanech, a ta se vypa ve forn¢ vodni pary do atmosféry.
Stoupajici vzduSné proudy unasi vodni paru vySeatdwosféry, kde nizSi teplota igobi
kondenzaci a jeji fgemenu do formy oblak. Vzdusné proudy dale Zenou oblaka nad zemi a
castice vody tviici oblaky se srazeji, rostou a poté padaji z gbjako dég, mlha, kroupy,
snih, nebo se srézi jako rosa, ktera s& ptimo vypdi nebo je spgebovana rostlinami a
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opét se vypé jejich pory. Voda, ktera dopadne na zemsky pavoriiéka daek a zgt do
moti a oceafh nebo se vsakuje do zémCast této vsaklé vodyustane blizko zemského
povrchu a mMZe znovu napdjet povrchové vody (aigjojako fFitok z podzemni vodyCést
vsaklé vody v pdé je vazana kapilarnimi silami a vyipge se,cast vody je spéebovana
rostlinami a vraci se do vzduchu transkripci, d&st vody pechazi do vody podzemni nebo
pronika do ¥tSi hloubky a objevuje se az po delSi @uolpodolé prametd nebo vrt [9, 10].

3.2 Déleni vod
Vody Ize rozlisit podle fivodu, vyskytu a pouZziti.
Podle fivodu:

prirodni,

odpadni. Odpadni vody lze radid na splaskové a pmyslové. Splaskové odpadni
vody jsou vody z domacnostni, hygienickychiizani, ubytovani apod., které
neobsahuji odpadni vodytpnyslové. Jsou zbarveny $ed7 Sedohde a jsou sil
zakalené. Hodnota pH se pohybuje v rozmezi od 6,8.,8. Pimyslové odpadni
vody jsou vody pouzité a z&iétené @i vyrobnim procesu, které jsou ze z&vodu
vypuseény. Jejich zné&sSténi je ovlivneno charakterem vyrobnich prodes
v primyslovém podniku. Postupysténi odpadnich vod vyplyvaji z druhu zm&ené
vody a slozeni Skodlivin, které se v nich vyskyt@hemicky se odsthaji soli a
latky anorganické a toxické povahy (maglouweniny €Zkych kowi). Biologickou
cestou lze odstranit latky organickéhiovpdu, které jsou zdrojem energie a potravou
pro mikroorganismy. Toxické organické latky se oalgiji jejich chemickym nebo
biochemickym rozkladeri®, 11].

Podle vyskytu seffrodni vody d@li na:

atmosfeérické. Jedn& se o veSkerou vodu v ovzduSbbiedu na skupenstvi. Srazky
jsou vysledkem kondenzace vodnich par v ovzduShomdoyt kapalné nebo tuhé.
Chemické slozeni srazek zavisi na sloZzeni &iZ®ai ovzdusi ve spodni aistni
vrstw atmosféry, ale i ve stejné lok&limize zn&n¢ kolisat, protoze zavisi i na
Uhrnu srédzek, jejich trvani a interizitNejvice jsou znasteny srdzkové vody v okoli

s velkym vyuzitim pkmyslu a sidli§, nejmér zneistené jsou vody v horskych
oblastech. Zakladni chemické sloZeni kvalitativodpovida zakladnimu sloZeni
povrchovych a podzemnich vod, jsou zde vsSakitérrozdily kvantitativni.
Dominujicim kationtem je kation amonny, ktery sezmngmriE podili na
acidobazickych reakcich ve srazkovych vodach a sakgodili na jejich neutralizaci.
Toto je zasadni rozdil od sloZeni povrchovych izemdnich vod, kde amonny kation
neni dominujici. Hodnota pH je ovlitna gedevsim oxidem uhlditym, ale i dalSimi
slozkami (nap vliv oxida siry, dusiku a amoniakalniho dusiku). V oblastech
S nezne&isttnou atmosférou se pH pohybuje v rozmezi hodnot ¢g do 6,0.

V neékterych ptimyslovych oblastech byly nasfteny hodnoty pH i pod 3,5. Jedna se o
tzv. kyselé srazky.

podzemni. Podzemni voda zahrnuje veSkerou vodta ki vyskytuje pod zemskym
povrchem. [8li se na juvenilni (vystupuje k povrchu z nitra Zemyskytuje se nap

ve vulkanickych oblastech a ttiopomerné malou ¢ast podzemni vody) a vadézni
(vznika prosakovanim srazkové vody pod zemsky pggvrcChemické slozeni
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podzemnich vod je dano vzajemnymspbenim srazkovych a povrchovych vod,
podzemni atmosféry a sloZeniridpa hornin. Dominujicim kationem byvéepevsim
vapnik, také to rize byt sodik nebo i hieik. Dominujicim aniontem jsou hla¥n
hydrogenuhliitany, ale i sirany nebo chloridy. Hodnota pH sbytmije v rozmezi od
55do7,5.

e povrchové,

» vody zvIastni, kam se gazuji girodni I€ivé vody, stolni mineralni vody a vodyldi

[1].

Podle pouziti na:

e pitné. Jednd se o vodu zdravbtmezavadnou, ktera ani po dlouhodobém poZzivani
nevyvold onemoaimi nebo poruchy zdravi. Musi vyhovovatiegepsanym
zdravotnim a chemickym poZaddvk. Dobra pitna voda by &a obsahovat i
dostatek biogennich prika musi vyhovovat i z hlediska organoleptickeha. P
jsou vody podzemni, ale jejich malé zasoby nutzpaat jako zdroj pitné vody i vody
povrchové. Povolend koncentrace pesticidpitné vod je 0,1um/l pro jednotlivé
pesticidy a 0,5um/I pro vSechny pesticidy.

e uzitkové. Je to hygienicky nezavadna voda, kteréi ne¢ena Kk piti a vieni.

Z hygienického hlediska se na jakost této vody ¢lastejné poZzadavky jako na vodu
pitnou, ale Bkteré poZzadavky na jeji chemické a fyzikalni vlasthmohou byt mén
prisné.

* provozni. Provozni voda se pouZziva ptané vyrobni i nevyrobnidely (chlazeni,
myti zdizeni, rozpoushi surovin atd.) Jeji jakost odpovidéighuSnému z@sobu
pouZziti. Nevhod# vybrana jakost vody fize zpisobit korozi z&izeni nebo zhorSeni
kvality vyrobku.

e Odpadnil, 4, 15]

3.3 Povrchova voda

Jedna se o vodyiipozert se vyskytujici na zemském povrchuéliDse na kontinentalni
(vodni toky, jezera, nadrze, rybniky) a isicé. ZvlaStnim druhem je voda brakicka, ktera
vznika g Usti fek do mée misenim miské vody gi¢ni. ProCR predstavuje hlavnéast
vodnich zdraj. Je dilezita pro zasobovani obyvatelstvajmyslu i zengdélstvi. V porovnani

s podzemnimi vodami obsahuji vysSi koncentraciusgpého kysliku, nerozpudtych latek,
slowenin dusiku a fosforu a organickych latek. Naopbkabwuji mensi koncentrace oxidu
uhlicitého, Zeleza a manganu a maji mensi celkovou hodmineralizace. Rozdilné je i
zastoupeni mikroorganismkteré je u povrchovych vod podstatwetSi nez u podzemnich.
jakosti tekoucich povrchovych vod patukazatele kyslikového rezimu (B§KCHSK,
rozpusény kyslik apod.), které zasatlavliviiuji samaistici schopnost toku.
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Tyto vody se roz#luji do tid podle jakosti pomoci meznich hodnot charakiekigth
ukazateh. Podle vyhlaSky"SN 76 7221 sedli do psti tifd:

l. tfida: nezn&sténa voda
I. tfida: mirg zn&isSténa voda
[ll. t¥ida: zngiSténa voda
IV. tfida: silre zn&isténa voda
V. trida: velmi sil zn&isténa vodd1, 11]

Tabulka ¢. 1: Mezni hodnotyitd jakosti vody podl€’SN 75 7221 (pokud neni uvedeno jinak

jsou hodnoty v mg") [1]

Ukazatel l.fida | 2. ¥ida | 3.fida | 4.tida | 5.tFida
BSK <2 <4 <8 <15 >15
CHSK <15 <25 < 45 <60| >60
Amoniakalni dusik <0,3 <0,7 <2 <4 >4
Dusiknanovy dusik <3 <6 <10 <13] >13
Celkovy fosfor <0,05 <0,15 <04 <1 >1
Saprobni index makrozoobentos <1, < 2|2 < 5<3, 23,5
RozpusEny kyslik >75 > 6,5 >5 >3 >3
Konduktivita / mS.rit <40 <70 <110 | <160| >160
Sirany <80 <150 < 250 <40Q >400
Chloridy <100 <200 < 300 <450 >450
Vapnik < 150 <200 < 300 <400 =>400
Hoi¢ik <50 <100 < 200 <300{ >300
Zelezo <05 <1 <2 <3 >3
Mangan <0,1 <0,3 <0,5 <0,8 =>0,8
Zinek <0,015| <0,05 <0,1 <02 >0,2
Med’ < 0,05 <0,02 < 0,05 <0,1] >0,1
Rtut / ug.I™ < 0,05 <0,1 <05 <1 >1
Kadmium /pg.I"* <0,1 <04 <1 <2 >2
CHSK <6 <9 <14 <20 > 20
TOC <7 <10 <16 <20 > 20
AOX <0,01 <0,02 <0,03 <0,04 >0,04
Trichlormethan fug.I"* <0,2 <1 <2 <3 >3
PAU /pg.I* <0,01 <0,1 <0,5 <3 >3
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3.3.1 Zn&isténi povrchovych vod

Vlivem ne&iistot dochazi k poruSeni biologické rovnovahy aogtiosti samésteni. Viiv
odpadnich vod n&istotu povrchové vody se posuzuje podle chemickymblogickych a
estetickych zrén vody, nejnapadijsi jevem je uhyn ryipl].

3.3.1.1 Primérni zné&steni
Je zisobeno latkami, které jsoutipmny v odpadni vad Lze je déle dit na:

o Zneiisténi inertnimi materialy (fda, kaolin, apod.).

e Zne&iSténi organickymi latkami, které mohou byttimzeného (humnové latky,
splasky) nebo antropogennih@vpdu (ropné produkty, pesticidy, fenoly, detergénty
Ropné produkty plovou na hladira zabréuji prestupu kysliku do vody, nejsou
toxické. Detergenty vytv@ji pinu a maji podobny dinek jako ropné produkty.
Fenoly a pesticidy jsou toxické pro ryby a mikrcamgsmy.

o Zneiisténi anorganickymi latkami. Tyto latky mohou zvySiblrsost vody a jeji
korozivnost (NaCl), ini pH vody (kyseliny, NH) a réekteré mohou byt toxické (Hg,
Pb, As, Cd atd.).

« Zneiisténi bakterialni, které je figobeno zvySenymifsunem mikroorganisin

o Zneiisteni radioaktivni[4].

3.3.1.2 Sekundarni zrgsteéni

Jedna se o nadiimy rozvoj rekterych organisri vyvolany gitomnosti vhodnych latek. Rat
sem pedevsim eutrofizace vodnich nadrzi, kdy n&aam prisun dusinani a fosforénani

vyvola zafistani nadrziasami, sinicemi a rozsivkami. Ve vodach, které bbgacukry se
casto vyskytuje bakterie Sphaerotilus natans, ktet&ari dlouhé kolonie. Po odufani

dochazi k rozkladu a naslegdke znegisteni vod[4].

3.4 Procesy odbouravani pesticii ve vod

Tyto procesy mizeme rozdlit na chemické (hydrolyza, oxidace, elektrolyticdésociace),
fyzikalni (rozpustnost, sedimentace) a biologidkéré jsou spojené s hromudm pesticid
ve vodnich organismech. Pesticidy @®lvozpustné ve vad(organické slogeniny fosforu,
derivdty mdaoviny, karbamaty a fenoxyoctové stamiy) podléhaji biologickym a
chemickym procesn a rychle se rozkladaji v povrchovych vodach. \Gekvmohou byt
disociovany, poté reaguji s vapnikem,idikem nebo jinymi kovy nachazejicich se ve
vodach. Tato reakce @pobuje detoxikaci a odbouravani pesticamtistraovanim usazenin.
Organické sloteniny fosforu podléhaji hydrolyze na kyseliny a odikly. Pesticidy
obsahujici aminové, iminové a nitro skupiny podjemazkladu v disledku oxidace nebo
redukce. Pesticidy, které jso&Zko rozpustné ve va@d(chlorované uhlovodiky), podléhaji
piedevsim adsorpci a sedimentacitdf castice sedimentuji a ukladaji se na awchleji.
Rozklad pesticil miZe probihat i pomoci bakterii nachazejicich seodeh a stokach.
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4 STANOVENI PESTICID U VE VODACH

4.1 Vyskyt pesticidi ve vodach a jejich stanoveni

Vzhledem ke své toxiait vyZaduji pesticidy cilené sledovani, i kdyZ jejistanoveni ve
vodach je naréné. Pesticidy se siénsorbuji v fide, proto jejich pronikani do podzemnich
vod probiha jen v omezené imi Prokazatelné jsou tehdy, kdyz swrpkapacita pdy je
nedostaténa. Pesticidy se zejména vyskytuji v povrchovyctaah, kde Ize prokazat hlayn
biochemicky stabilni organochlorové pesticidy (dotmezpadu az &kolik desitek let) a
triazinoveé pesticidy (doba rozpadu 1 — 2 roky)atieh¢ stalé jsou také fenoxykarboxylové
kyseliny (doba rozpadu 1 — 6¢&sial) a malo stalé jsou karbamaty (doba rozpadu 4 — 6
tydna).

Pesticidy mohou bytiftomny ve vodach v rozpusté nebo nerozpusté forne. Z velkécasti
mohou byt sorbovany na nerozputch mineralnich i organickych latkach. Proto j@ pr
jejich stanoveni v kapalné fazi nezbytna i anaediment, kali a pidy.

Volba vhodné analytické metody zavisi imak faktoni, nag. na &elu analyzy a na povaze
cilového analytu (fvodni slodenina, jeji metabolit nebo degr&da produkt). Pro stanoveni
pesticidi ve vodach se n&gstji pouzivaji multirezidualni metody, které uningi béhem
jedné analyzy sawasré stanovit velké mnozstviéehto latek. AZ na malé vyjimky, se
aplikované postupy provéjl ve trech zakladnich krocich:

* izolace analyt z matrice,
e odstrarni prirozenych komponent vzorku koextrahovanych spanalyty,
» vlastni identifikace a kvantifikace.

Pro rekteré pesticidy je nutné navic fadit i derivatizaci, a to s cilem zlepSeni
chromatografickych vlastnosti. Dominantni technikwo identifikaci a kvantifikaci analgt

je plynova chromatografie spojena s vhodnym detekto Vyker detektoti je velmi dilezity,
protoze jejich selektivita jeudezita proto, Ze v analyzovanych vzorcich stanawngetopova
mnozstvi &chto analyi.

Pro rékteré pesticidy (nap karbamaty), které nelze vzhledem k jejich fyaikadthemickym
vlastnostem (polarita a termolabilita) stanovit otetu GC, se pouZzivaji metody kapalinové
chromatografie (LC) a zejména jeji varianta, vysa@kena kapalinova chromatografie
(HPLC).

Chromatografické metody ve spojeni s citlivym détein systémem jsou Siroce pouzivané
kontrolnimi laboratéemi, avSak vyzZaduji velmi nakladné&igirojové zé@ézeni acasow
narainé mnohostufové ¢isténi extrakti pred vlastni analyzou. Proto se v poslednich letech
zvysuje usili o vypracovani vhodnych imunochemitkyeetod pro stanoveni pestigidlyto
techniky pedstavuji jednoduché, finamé mére narané a rychlé metody pro kontrolu
organickych slogenin. Imunochemické metody vyuzivaji kkézu, stanoveni nebo separaci
analytu biospecifické interakce s protilatkami;é&liym krokem je tedy navrzeni &iprava
vhodného imunogenu. Pro tytdely Ize gipravit bud’ Uzce specifické protilatky, které budou
intereagovat pouze s jedinym vybranym zastupcemslkagpiny strukturd podobnych
pesticidi, nebo Siroce specifické protilatky, reagujici s&emi zastupci dané skupiny
pesticidi.

Pro Uplnost je nutné dodat, Ze vedle multirezidicAietod existuji i specialni postupy pro
jednotlivé pesticidy nebo pro jejich skupiny, kteze &Znymi multirezidualnimi metodami
stanovit. Tyto postupyasto byvaji velmi selektivni. Typickymiiladem jsou fungicidy ze

21



skupiny dithiokarbamét které se ndjmo stanovuji jako sirouhlik vznikajicitipjejich
rozkladu[l, 12, 13, 15]

4.2 Friprava vzorku na analyzu

Analyticky postup pipravy vzorku zahrnuje nésledujici kroky: vzorkovakonzervaci
vzorku, Upravu a analyzu vzorku.

Vzorek musi reprezentovat jakost vody v ®ist bodu i dob odbiru. OdlEr vzorku je
povazovan za zakladiést celého analytického procesu, protoZze chybykl@mii Spatném
odkeru nebo pi skladovani jiz nelze obvykle napravit. Vzorky wose odebiraji do tmavych
sklerenych lahvi o objemu miniméatnl |. Lahve se pIni az po zatku&M by byt uchovavany
v chladu (kolem 4 °C) a na tmavém niidB¢hem transportu do labor&®je nutné zamezit
degradaci pesticida kontaminaci odebranych vzdarkVzorky vody je vhodné analyzovat
v co nejkratSi dobpo odlru.

Predk®Zna Uprava vzork mize byt provedena v po sbimasledujicich krocich zahrnujicich
extrakci cilovych pesticil ze vzork vody a odstratni koextrahovatelnych nezadoucich
komponent z matrice (tz\isténi vzorku), které by mohly Zigobit kontaminaci injektoru
nebo kolony a zraé ovlivnit kvalitu chromatografického stanoveni. kém cilem Upravy
vzorku je ziskat produkt, ktery bude mési stabilitu nebo lepsi chromatografické vlastnost
pro detekci, fipadre vétsi citlivost[14, 16, 17]

4.2.1 Extrakce

Pesticidy se ve vodacktgéinou nachazeji v koncentracitddow nizSich (ng/l nebo mensi),
nez je pateba k pimému stanoveni. Proto je nutné tyto latkiegem zkoncentrovat.
K tomuto &elu slouZi extrakce. Pro extrakci pesticidvodného vzorku Ize pouzit extrakci
z kapaliny do kapaliny (LLE) nebo extrakci pevna@zif(SPE). V posledni délse uplaiuji
nové techniky, které nahrazuji zdlouhavé postupglisymi spotebami rozpougtel jako je

u LLE. Do této skupiny pét predevSim mikroextrakce pevnou fazi (SPME) nebo
mikroextrakce kapalnou fazi (LLMHE2}, 14, 18]

4.2.1.1 Extrakce z kapaliny do kapaliny

Principem je extrahovat slozku z vodného roztokuadganického rozpouidla, které je
s vodou nemisitelné. {ezité je, aby rozpoudtla mila dobré solvatmi schopnosti pro
sledované analyty. Kro&ntoho je nezbytné, aby analyty byly v rozp@d#ch dostatné
stabilni a mily odpovidajicicistotu, kterd zajisti, Zefpextrakci nedojde ke kontaminaci
vzorku. Podminkou této metody je ustanoveni fazovéovahy mezi déma nemisitelnymi
kapalinami. Extrakce rozpousiem se obvykle provadi whci nalevce a fechod slozky
mezi fazemi lze urychlit zvySenim jejich plochynegjjednodussim ifpadt trepanim. LLE
umoziuje kron® zkoncentrovani pestiaidi jejich prvni hrubé roztleni upravou pH vzorku
na 7 — 8. Po prégpani s extralim ¢inidlem (dichlormethan, pdp chloroform) gejdou do
extraktu herbicidy typu triazin nékteré derivaty meéoviny, insekticidy na bazi chlorovanych
uhlovodiki a ostatni bazické a neutralni latky.

Jako extraéni ¢inidla Ize také pouZzit petrolether, ffagro izolaci triazii a ostatnich
herbicich, dale smis chloroform-hexan pro izolaci karbamat snés dichlormethan-
ethylacetat obsahujici 0,2 mol/l mra¢anu sodného pro izolaci organofogféat

Nevyhodou této techniky je jejasova narénost a velka sptgba rozpougtlel, které mohou
byt drahé, hflavé a toxickd4, 14, 19]
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4.2.1.2 Mikroextrakce kapalnou fazi

Tato technika eliminujéadu nevyhod klasické extrakce a byla poprigtiptavena roku 1996.
Pouziva malé mnoZstvi rozpokdtl (expozice toxickymi rozpoustly je tedy minimalni),
zkracuje dobu péebnou ke zpracovani vzorku a je levna. Principerexgakce vodného
vzorku do organického rozpoudta, ktera jsou vzajemdénnemisitelna. Analyt je extrahovan
do mikrokaptky (1 - 3 pum) vytlatené z injekni (nastikove) stikacky. Po ukoweni
sorbovani analyit (u pesticid 15 - 30 min) je kapka @p pistem vtazena 2f jehla vytazena
z nadobky se vzorkem a nasléde proveden nask piimo do plynovéhai kapalinového
chromatografu. Pro kazdou analyzuzeme pouZzit vzdy nové rozpo&dio, ¢cimz se zabrani
negativnim dinkam z gedchozi analyzy, jak tomwkdy byva u SPME. Volba vhodného
organického rozpou3dla je povazovana za zakladinné extrakce. Dobré rozpowdto musi
byt nemisitelné s vodou, malo rozpustné veéyd@mpatibilni s danym chromatografickym
systémem a musi mit vysokou rozpustnost pro cidmatyty. Pro analyzu pesticidze pouZzit
nag. hexan, 1-oktanol, chlorbenzen, cyklohexan a brthitan[14, 20]

4.2.1.3 Extrakce pevnou fazi

Tato extrakce nabizadu vyhod v porovnani s extrakci rozp@digm, a to pedevSim dobrou
selektivitu a Usporu organickych rozpaig&l. V rekterych gipadech Ize provést extrakci
tuhou fazi pimo v terénu p odkéru. Provada se to tak, Ze vzorek vody proiee pges
sorgni kolonkou s vhodnym sorbetem. Metodu Ize snadrautomatizovat a ffpadre
navazat na dalSi instrumentalni metody. Univerzilbéto metody dovoluje, krairextrakce

a zakoncentrovani stopovych mnozstvi latek, poufitd dalsi dely (nag. ¢isteni extrakii,
vyménu rozpousidel a derivatizaci).

Jedna se o velmi jednoduchou techniku, kterd jézoaeanacerpanim vzorku vody ips
kolonku obsahuijici sorbent. ok kapaliny pes kolonku je mozné urychlit naprakuem na
vystupu z kolonky, tlakem na vstupu kolonky nebotd@ugaci. Nejvice pouzivanymi
sorbenty pro extrakci pesti¢idz vodnych vzori jsou oktadecyl-silikagel, oktyl-silikagel,
styren divinylbenzenovy kopolymer a grafitizovanylikh. Pred provedenim samotné extrakce
je nutné provést aktivaci sorbentu. Kolonka se iegdpromyje, a to néastji methanolem
nebo acetonitrilem, abychom zajistili stedéi sorbentu s matrici vzorku (tzv. solvatace).
Nasleduje pedrovnovazna uprava kolonky, ktera &pé v nasyceni kolonkycistym
rozpoustdlem. Teprve potom je aplikovan vzorekiaké se prova#t i promyvani kolonky za
Ucelem selektiva eluovat nezadouci sldeniny (balastni latky) z vazanych fazi, aniz byybyl
eluovany analyty.Casto se pouZivaji rozpoudta, ve kterych jsou analyty nerozpustné.
Zawrecnym krokem v SPE extrakci je znovuziskani anialyextrakni kolonky. K desorpci
latek je mozno pouzit celotadu rozpoustel; jako vhodné se ukéazaly byt siapceton a
dichlormethan. R desorpci je nezbytna i kontrola rychlostiafmku, protoZze p rychlém
pritoku se nemusi vymyt vSechen anddyt18, 19]

4.2.1.4 Mikroextrakce pevnou fazi

Pro extrakci organickych mikropolutdint vodné matrice se pouZziva i mikroextrakce pevnou
fazi (SPME). Tato technika nevyzadujgitpmnost Zadnych organickych rozpaid&l. Pro
analyzu pesticitl secasto pouziva v kombinaci s plynovou chromatograbix. kapalinovou
chromatografii. Proces SPME zahrnuje dva zakladhiik

» extrakci analyi ze vzorkované matrice,

» ptimou desorpci extrahovanych anélgo plynové nebo kapalinové kolonky.
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Extrakce analyt se provadi bdipondenim vlakna z tavenéhddmene pokrytého zakotvenou
fazi do kapalného vzorku nebo unifdm viakna nad kapalny vzorek do ptesti nasyceného
tékavymi analyty. Po witou dobu se necha probihat sorpce na pevnou fégjvice
pouzivanymi sorbenty jsou divinylbenzen, polyakry&a polydimethylsiloxan. Bkdy se
kombinuji i s jinymi materialy, ndp s Carbowaxem nebo Carboxenem. Po nasorbovani
analyti nasleduje analyticky stupekterym je obvykle plynova chromatografie. Vlakse
vlozi do davkovaciho #meni a analyty jsouip vysokych teplotach desorbovany, poté
vstupuji do chromatografické kolony, kde nastayiheseparace. Pro termolabilni latky je
desorpce provata rozpoustdlem, kdy je koncova analyza provedena pomoci HPLC
[14, 19, 21]

4.2.2 Zpisoby desorpce a zapojeni analytické kolony

Lze pouzit desorpci teplem nebo rozpédEm:
|. desorpce rozpouitlem (zapojeni off-line s plynovym nebo kapalinovym
chromatografem nebo zapojeni on-line s kapalinogfiromatogrefem),
Il. desorpce teplem ( zapojeni on-line s plynovihmomatografem).

4.2.2.1 Desorpce rozpousliem, zapojeni off-line

Tato metoda pétk nejrozSfergjSim postugm. Analyt se desorbuje vhodnym rozp@dstm,
které se pak odpado sucha (u né&kavych analyi). Poté se analyt znovu rozpusti v malém
mnozstvi rozpoustlla a utity podil je nagtiknut do plynového nebo kapalinového
chromatografu. Vyhodou této metody je moznost pouZC i LC, nizké naklady a vyssi
acinnost chromatografické kolonkyfipmanualnim nasgiku. Nevyhodou je malé mnoZstvi
nastiku analytu (cca 10 %4%].

pHprava kolonky  naneseni vzotku  promyvani sorbentuy  eluce analytu

mm analyt

IS |

Obrazeké. 2: Extrakce tuhym sorbetem, desorpce rozpallen, zapojeni off-lingt]
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4.2.2.2 Desorpce rozpousliem, zapojeni on-line

Pro desorpci rizeme pouzit techniku se &wa ¢erpadly nebo s jednimerpadlem. U
varianty se d¥ma cerpadly je zakladnim prvkem instrumentace Sestgekbhout, ktery
umoziuje zdadit sorgni kolonku paralelé s kolonkou analytickou. ifom jsou vzorek a
promyvaci kapalinacerpany pes sorpni kolonku pomoci druhéhdgerpadla. Otéenim
Sesticestného kohoutu lze docilittazeni sorgni kolony mezicerpadlo mobilni faze a
analytickou kolonku. Zachyceny analyt jgtpm ze sorpni kolonky vymyvan mobilni fazi.
Varianta s jedningerpadlem je technicky mémarana. PouZiva se zd#yircestny kohout.
V prvni fazi je vzorekierpan pes sorpni kolonku a detektor, v druhé fazi se systéndempa
promyvaci kapalina a veeti fazi se poottenim ¢tyrcestnym kohoutem se analyt pomoci
mobilni faze eluuje do analytické kolonky a detekto

Vyhodou tohoto postupu je moZnost davkovani celéhmZstvi zachyceného analytu do
analytické kolonky a cely proces je mozno autonoatit. Nevyhodou je nizSicinnost
analytické kolony v porovnéni néi&u primo na kolonu a&tSi ndklady na instrumentgdi].
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Obrazeké. 3: Extrakce tuhym sorbentem, desorpce rozpolein, zapojeni on-lingt]

25



4.2.2.3 Desorpce teplem, zapojeni on-line

Pri tepelné desorpci fpchazi celé mnozstvi analytu do analytické kolodyngwého
chromatografu. Sotmi kolonka musi byt umi&ta v topném plasti. Vzorek vody ferpan
pies sorpni kolonku a pes Sesticestny kohout do odpadu. Poté jeferavystup Zerpadla

a do okruhu sokmi kolonky je pu&n inertni plyn. Topny plaSkolony se zateje na takovou
teplotu, aby doSlo k vysuSeni sorbentu, ale nedkdtkani analytu. Po suSeni nésleduje
desorpce analytu, a to tak, Ze teplota &owirgkolonky se zvySi a sdasré se pootoi
Sesticestny kohout do druhé polohy. Uvrin analyt je unaSen proudem plynu ng&éatek
chladné analytické kolony plynového chromatogritle se koncentruje.

Vyhodou je peneseni veSkerého zkoncentrovaného analytu dotakalkolony. Nevyhodou
je omezeny piet slowenin, pro které lze tento postup poyait

-y

‘I/Tennosta!wany
l prostor

1

. 1 Sorpénl
i kolonka
|

£ s

s : Plynovy
__ __} | chromatograf

| F——

Obrazekeé. 4: Extrakce tuhym sorbetem, desorpce teplem, zapofehne[4]

4.2.3Cisténi vzorku (clean-up)

VétSina extrahovanych vzakkvyZzaduje ped chromatografickou analyzourepisténi od
koextrahovanych nezadoucich latek. Frakcionace. redgleni €chto latek od analyt se
velmi ¢asto provadi metodou gelové pergrd@achromatografie (GPC); lze pouZzit i adswrip
kolonovou (sloupcovou) chromatografii na silikageleutralni alumi& nebo Florisilu.
Predpokladem usgné separace koextrakid analyl je jejich rozdilna polaritfil4, 19]

4.2.3.1 Gelova permeai chromatografie

Principem této metody je separace molekul na zékjejith velikosti. V kolor je naph
porovitého gelu. Pro pesticidy se pouziva hydrofogal typu styren-divinylbenzenovy
kopolymer (Bio Beads SX-3)Pri prichodu kolonou jsou molekuly slozek zdrzovany
v disledku svého pronikani do morgelu. Malé molekuly (u syntetickych pestitidge
M; = 200 — 400) pronikaji hlowp a jsou proto nejdéle zadrzovany v katoNaproti tomu
velké molekuly (nap lipidy, kde M = 600 — 1500) do pérviabec neproniknou a budou se
jako prvni eluovat z kolonji4, 19]
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4.2 .4 Derivatizace

Zvysuje citlivost kvantitativniho stanoveni. Cilgenovlivnit chemickou strukturu latky tak,
aby poskytla pozadované udaje, kterymi jsou meektdet citlivost metody a selektivita.
Zavedenim vhodnych atamrmebo funknich skupin do molekuly latky ziskame latku jinou,
s vhodrjSimi vlastnostmi, které povedou ke zvySeni cithitrati selektivity. Mazeme ji
pouzit jen pro latky schopné reagovat s derivatiiai ¢inidly. Pro zajiséni vétSi citlivosti a
selektivity pesticid pii stanoveni plynovou chromatografii se jako deraaini cinidla
pouzivaji 2,4-dinitrofluorbenzen, pentafluorbenzglnid, anhydrid  kyseliny
heptafluormaselné a anhydrid kyseliny pentaflugsoové. Derivatizace je nutna rfap
pesticidi typu methylkarbamét pro stanoveni GC nebo u fenoxykarboxylovych kyseli
které se ped analyzou fevadi na podstatrtckawejSi methylesteryl4, 22]

4.3 Vlastni stanoveni pesticid technikou GC

Tato technika zaujimaredni misto f multirezidualni analyze pestidid Jako jeji hlavni
piednosti jsou uvashy rychlost, flexibilita, dobra reprodukovatelnosiejvyssi sepatai
acinnost a hlavéa moznost pouziti selektivnich detekior

V kolon¢ se slozky latek separuji na zalkdadvé schopnosti poutat se na stacionarni
(nepohyblivou) fazi. Vzorek se davkuje do proudynpl, ktery jej dale unasi kolonou, a proto
se mobilni (pohybliva) faze nazyva nosny plyn. Noptyn slouzi pouze k transportu sloZek
(musi byt vplynném skupenstvi) kolonou, neinteugagse stacionarni fazi ani se
separovanymi slozkami. Slozky, které opousti kolgsau identifikovany pomoci detektor
[4, 19]

4.3.1 Instrumentace v plynové chromatografii
Plynovy chromatograf se skladacetito zakladnickiasti:

» Zdroj nosného plynu. Jedna se o tlakovou laheviahga nosny plyn, ktery musi byt
vysokécistoty. Volba typu nosného plynu je¢ena druhem kolony a detektoru.

« Cistici zaizeni. Slouzi Kisténi nosného plynu. Zachycuje vlhkost, ¢istoty a
nezadouci stopy ostatnich piyn

e Zatizeni pro regulaci fitoku nosneho plynu, které reguluje staly nebo mogne se
meénici pititok nosného plynu pomoci ventilu.

» Davkova, ktery slouzi k zavedeni vzorku do proudu nosnglyau. Pro stanoveni
pesticidi se pouziva nask bez dlice toku (tzv. splitless injection), protoze
pracujeme s relativrvelkymi objemy. Vzorek je davkovan pomoci injek stikacky
do odpd#ovaci trubice, kde se necha asi 60 s éalet. Nasleduje oplach septa.
Pouzivana rozpouXtla kondenzuji a vytdd kapalny film v hla¢ kolony. Po
zachyceni vSech analyt kapalném filmu je zvySena teplota kolony, roz§édio se
odpdi a z&ne probihat separace. S rostouci teplotou se \&ak 2vySuje riziko
termodegradace pestidid Pokud se &em nagiku zvysi tlak v nastkovém
prostoru, dojde k rychlejSimuignosu latek na kolonu, a tim se snizi riziko jejich
ztraty v disledku termodegradace (tzv. pulsni splitlessiikgsiato metoda rize byt
piinosem pro &které citlivé pesticidy zahrnuté do multireziduégmimetod. Pouzitim
tlakového pulsu mohou byt sniZzeny det@kdimity nap. pro organofosfaty.
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* Kolona, ve které je umista stacionarni faze a probihd zde separace sl&zek.
analyzu pesticitl se pouzivaji emenné kapilarni kolony, které vyuzivaji jako desi
stacionarni faze své vhili stny. Vnitini pimér kolon obvykle byva v rozmezi
hodnot 0,1 - 0,6 mm a jejich délka 15 - 60 m. Pbunensich piméra vede k vyssi
acinnosti, avSak menSi kapatit Volba stacionarni faze zavisi na pokarit
separovanych slozek. Pro polarni latky (pesticidg) pouzivaji sedre polarni
kolony.

» Detektor slouzi k detekci latek v nosném plynu.

* Vyhodnocovaci zdzeni, které slouzi ke zpracovani signalu z detekteakresluje
chromatografickou vku a provadi jeji vyhodnoceni.

 Termostat. V 8m jsou uloZzené davkova kolona a detektor; termostat zéjife
dostaten¢ vysokou teplotu, aby byl vzorek udrzen v plynnéavs|[4, 19, 23, 24]

zosilnenie signalu

vzorka a spracovanie

regulator
prietoku

nastrek vzorky
a nosného plynu

chromatogram
detektor
\jednoﬂivy’rch zloziek

A termostat
\(Vyhrievanie kolony)

\chromatografické koléna

nosny plyn
| (helium/dusik/vodik)

Obrazeké. 5: Schéma plynového chromatogr®9]

4.3.1.1 Detektory v plynové chromatografii

Uginnost plynové chromatografie pro analyzu pesticjd dana hlavéy moznosti pouziti
selektivnich a senzitivnich detekiorUcelem detektoru je poskytnout rozdilné signéty p
praichodu samotného nosného plynu ia graichodu nosného plynu obsahujici eluovanou
slozku. Zakladnimi charakteristickymi vlastnostnobdého detektoru je vyborna stabilita
signalu, vysoka citlivost (nizky det&ki limit) a vysoka selektivita pro stanovované ghal
Jednim z prvnich pouZivanych selektivnich detéktore spojeni s GC, byl detektor
elektronového zachytu (ECD). Tento detektor je wegsccitlivy na latky obsahujici
heteroatomy (fedevSim halogeny), a proto dodndstava Siroce pouzivanym detektorem
pro analyzu chlorovanych pestigidlermoionizé&ni detektor (NPD) je vysoce citlivy na latky
obsahujici dusik nebo fosfor, jako jsou fiklad karbamaty a organofosforové pesticidy.
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Pro stanoveni pestididnohou byt pouzity i plamenovy ioniaa detektor (FID) a atomovy
emisni detektor (AED), nehlédha jejich mensi citlivost.

 ECD je slozeny ze dvou elektrod: emitor (zdrajkikeho radioaktivniho zéni) a
kolektor, mezi které je vloZzeno n#p Jako nosny plyn se pouziva dusik. Molekuly
dusiku jsou ionizovany emitorem, a tim je um®&Zrnvznik ioniz&niho proudu.

Z nosného plynu jsou uvadvany elektrony a analyzované slozky, které maiiitaf

k elektroriim, je zachytavaji. # prichodu takovéto latky detektorem dojde k poklesu
ionizatniho proudu. Tento detektor je nejcitSi v plynové chromatografii
(minimalni detekované mnozstvi MDM je 50 fg). Padzise hlava pro latky

s vysokym obsahem elektronegativnich skupin netgraznym podilem dvojnych
vazebc¢i aromatickych kruh (nag. organochlorové pesticidy).

» PID je modifikaci detektoru FID. Jedn& se o selelittermoionizé&ni detektor, ktery
obsahuje v &inném prostoru @ alkalického kovu. Detekce je zaloZzena na ionizaci
alkalického kovu vlivem spalin organickych stemin, obsahujicich zejména fosfor a
dusik. MDM je 5 — 50 pg (pro latky obsahujici dysik 1 — 5 pg (pro latky
obsahujici fosfor).

* FID zaznamenava hlagnsloweniny s C-H vazbami. Jeho odezva roste &gmo
uhlikovych atomi poskytujicchi ionty CHO a klesa siftomnosti heteroatoin
v molekule. Molekuly plynu jsou spalovany v kyshkalikovém plameni (nosny plyn
se ped vstupem do héku misi s vodikem, vzduch jeiyadén z vrgjSku), a tim
vznikaji ionty schopnéienaset ionizéni proud mezi elektrodamififomnost slozky
zvySi ionizaci a elektricky proud se &$i. Jako nosny plyn se kaptji pouziva
dusik. MDM ma rozsah od 0,1 ngdo 1 ng.

e AED vyuziva emise #Zé&ni vzorkem. Plyn z kolony vstupuje do plazmovéviak,
atomizuje se a emituje igni. Emitované zéni se analyzuje diodovym polem, které
ur¢i obsah prvi [14, 23, 19]

4.3.2 Spojeni plynového chromatografu s hmotnostnispektrometrem

Jedna se offmé spojeni sepatai a spektralni techniky. V prvnim kroku pitime rozdleni
smesi a v druhém kroku nasleduje ziskani strukturmébrmaci o jednotlivych slaieninach.
Nepostradatelné je spojeni GC-MS tam, kde se pfagédtifikace neznamych slozek &si,
protoZze pro kazdou slozku je mozné ziskat jeji mosthi spektrum a identifikovat ji
porovnanim ziskaného spektra s knihovnou spektenZiRaji se pedevSim spektrometry
vybavené kvadrupolovym analyzatorem nebo analyeatana principu iontové pasti, které
jsou cenow nejdostupsjSi. Propojeni mezi plynovym chromatografem a hrostnim
spektrometrem se uskudirije pomoci dlice umiséného na vystupu z kolonyiibhy vstup
neni mozny, protoZze velké mnoZstvi nosného plynunbagusilo vakuum v hmotnostnim
spektrometru. Bli¢ toku cli proud nosného plynu do dvoutvi: jedna vstupuje do&ineho
detektoru a druhdfwadgjici nosny plyn a eluované slozky, do iontovéhoopelrPomoci této
metody se ziskaji dva druhy zaznamu:

» chromatogram, ktery informuje o §a slozek pitomnych ve vzorku,
* hmotnostni spektra jednotlivych fikktera slouzi k identifikaci lateld 4, 19, 23]
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4.4 Vlastni stanoveni pesticidl technikou LC

Pouziti kapalinové chromatografie je vymezeno napégticidy, které pro svou nizkou
tékavost, termolabilitu nebo velmi vysokou polaritelze stanovit plynovou chromatografii.
Podstatou kapalinové chromatografie je #dadani slozek swsi mezi stacionarni
(nepohyblivou) a mobilni (pohyblivou) fazi. Tyto &¥&ze musi mit rozdilnou polaritdas,
ktery slozky stravi v jednéi druhé fazi, zavisi na afigitanalytu ke kazdé z nich. Jako
mobilni faze se pouZziva kapalina a intereagujetaganarni fazi i analytem. Moderni forma
kapalinové chromatografie je HPLC, kterd ma legpradukovatelnost, vyssi citlivost a
rychlost separace. Kciinné separaci jae¢ba pouZzit dostate¢ malych zrnéek sorbentu, které
kladou prostupujici kapaknznany odpor. Proto jeiéba pracovat s vysokym tlakem.
Pesticidy se néastji separuji vysoko&innou kapalinovou chromatografii s obracenymi
fazemi. Stacionarni faze jsou nepolatmimirné polarni, pouziva seétsinou chemicky
modifikovany silikagel s vazanymi oktadecylovymiktgovymi ¢i jinymi alkylovymi
skupinami. Mobilni faze jsou vzdy pol&jgi nez stacionarni a skladaji s&Sinou z vody a
jednoho¢i vice polarnich rozpouddel rozpustnych ve v@éd(nag. methanol-vodal4, 14,
25].

4.4.1 Instrumentace v HPLC

Kapalinovy chromatograf se sklad&dasti, které jsou iezité pro transport mobilni faze,
davkovani vzorku, separaci jeho slozek, detekanaau a zpracovani signalu.

« Cerpadlo. Slouzi k davkovani mobilni faze ze zadabnia sepakmi kolonku.
Cerpadla mohou byt pistova nebo membréanova. Jejatenél nesmi byt narusovan
mobilni fazi a nesmi do ni uvmvat Zadné latky. Lze pouZzit materiadly z nerezove
oceli, keramiky nebo plastu. Ventily, ktefigli tok eluentu, jsou né&sgji zhotoveny
Z pryze.

» DAavkovaci z#zeni se pouZziva pro zavedeni vzorku na kolonuzivaji se davkovaci
ventily se smykou naplinou vzorkem, které umaagji davkovat vzorek bez poruseni
toku mobilni faze. U manuéinovladanych ventil se davkovaci sntka naplini
vzorkem pomoaoci injelni stikacky a poté je vzorek davkovargpnutim smyky do
druhé polohy. U automatickych davkaéuge prepinani poloh ovladano pneumaticky
nebo elektricky a pkni smyky i davkovani jeizeno pomoci piitace. Automaticky
davkov& obsahuje zasobniky s vialkami, ve kterych je uwnéstada vzork. Po
naprogramovani sekvence vzorka doby kazdé analyzy mohou chromatografy
pracovat nefetrzitt i bez dozoru obsluhy.

» Detektory by nily byt selektivni pro analyty a malo citlivé na niobfazi.
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Kolona. Zde probiha vlastni separace sloZzek anefyreho vzorku. Dobr4 kolona
musi umoznit separaci sloZek s vysoka@inosti a selektivitou, které by se néyn

vyznamr snizovat g£asem, ma mit dobrou mechanickou a chemickou odoirigs
vysokym tlakim a slozkdm mobilnich fazi. Pr@&tginu analyz se pouZzivaji néphé

kolony z nerezové oceli o velikosti 15 — 26 cm d@iviim ptaméru 4,6 — 5 mm. Pro
pesticidy se jako stacionarni faze pouzivaji sagpéypu RP-C18, Spherisorb ODS
nebo Zorbax C8 o pméru ¢astic 3 az 1um [4, 19, 14, 25]
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Obrazeké. 6: Schéma kapalinového chromatogr§Z]

4.4.1.1 Detektory v HPLC

Jako detektory schopné citivzaznamenat eluované pesticidy se pouziva fotochgtri
detektor a elektrochemicky detektor.

Fotometricky detektor #fi absorbanci eluatu vychazejiciho z kolony. Pmacuj
v ultrafialové, pop. i ve viditelné oblasti elektromagnetickéhorerdi. Detekované
latky musi byt schopny absorbovatiesd dané vinové délky. Jako zdrojigdi se
pouziva rttiova nebo deuteriova vybojka. Jednodussi detekteiy pii jedné vinove
délce, slozijsi dovoluji nastaveni vinové délky pomoci monoahatoru.
NejdokonalejSi detektory jsou schopné pomoci diétovpole prorit absorgni
spektrum v utité oblasti vinovych délek a uloZit ho do p&mVzhledem k tomu, Ze
pesticidy maji nizké molarni abserp koeficienty (18 — 10 I/mol.cm), nebude tento
detektor pilis citlivy.

Elektrochemicky detektor &i proud vyvolany @i prachodu redukovateln&i
oxidovatelné latky rrnou celou s elektrodami, na nichZz je vlozeno étiap
Ampérometrické detektory pouzivajétginou ti elektrody: nérnou, na které probiha
elektrochemicka reakce, srovnavaci a pomocnou. dgtektory jsou velmi citlivé na
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¢istotu mobilni faze, ze kterych je nutno odstrawizpusény kyslik. Mobilni faze
musi byt vodiva. Je schopen detekovat velmi malézasivi analytu, ale nenitips
selektivni a nize elektrochemicky redukovat nebo oxidovat cehmlu doprovodnych
latek[4, 19].

4.4.2 Spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostm spektrometrem

Metoda HPLC-MS umafluje ziskat informace o molekulovych hmotnostechpipd o
struktue latek separovanych kapalinovou chromatografiip#o cennou pofckou [i
identifikaci organickych latek. Hlavni probléntimého spojeniéchto dvou technik sgiva
vtom, Ze hmotnostni spektrometr pracuje za vysokélakua, zatimco na vystupu
z kapalinového chromatografu jsou analyzované latlgseny v proudu kapaliny za
atmosférického tlaku.®d vstupem analfftdo iontového zdroje hmotnostniho spektrometru
je nutné odstranit mobilni fazi, ktera by poSkodikzbytné vakuum. Byla vyvinuta cetda
spojeni, ze kterych se v s@sné dob hlavre uplatiuje particle beam (tvrda ionizai
technika) a fimé zavadni eluatu z kolony do termosprejového nebo elegigjevého
iontového zdrojec¢i do zdroje pro atmosférickou chemickou ionizacickike ioniz&ni
techniky)[25, 26, 27]

4.4.2.1 Spojeni HPLC-MS s particle beam (PB)

Toto spojeni je vhodnéigdevSim pro slaba stedre polarni latky, nap pro triazinové
pesticidy. K odstraimi mobilni faze po vystupu z chromatografické kglose pouziva
proudu helia. Do zmlZzova vstupuje eluat z kolony kapilarou ungfsiu uvnit SirSi trubice,
ktera grivadi helium jako zmlzujici plyn. Vznikly aerosa gavadi do desolvatai komory,
kde se odpalje tkava mobilni faze. K odstrani nadbytku zply&né mobilni faze dochazi ve
dvoustugovém tryskovém separatoru. Zde molekuly analytaréimaji ¥tSi molekulovou
hmotnost a tim i &Si kinetickou energii, projdou tryskou separatda iontového zdroje.
Leh¢i molekuly mobilni faze jsou z&t&i ¢asti odtaZzeny vakuovymi pumpami. K vlastni
ionizaci se neéjastji vyuziva elektronova (El) nebo chemicka ioniz§Cd).

Vyhodou této techniky je moznost pouzitiZzhych mobilnich fazi vyuzivanych v systémech
s normalnimi i obracenymi fazemi a dostupnost rol§sh knihoven hmotnostnich spekter.
Jako nevyhody se uvadi podstamiZsi citlivost nez u gkkych ioniz&nich technik a nelze je
pouzit u pilis tékavych latek, které by byly odsaty vakuovymi pumpana
vysokomolekularnich latek, které se obtiphevadi do plynné fazRe5, 26]

4.4.2.2 Spojeni HPLC-MS s &kkymi ioniza¢nimi technikami

Jedna se offmé spojeni kapalinového chromatografu s hmotnossgektrometrem. Velkou
vyhodou je moznostipmého zavaghi eluatu z kolony i $ vysokém piitoku mobilni faze az

do 1 - 2 ml/min, protoZe pozadavky na vakuum vaegth zdrojich jsou mnohem mensi.
V iontovém zdroji termospreje je febny tlak cca 500 - 2000 Pa, u elektrospreje a APCI
dochéazi kionizaci i atmosférickém tlaku. Pro ¢které latky lze dosahnout ionizace
termosprejenti elektrosprejem pouze wipomnosti gidaného elektrolytu do mobilni faze.
Elektrolyt musi byt ¢gkavy, aby psobil jako reakni ionizujici ¢inidlo v plynné fazi a
neusazoval se a neucpaval kapilaru do iontovéhojedtze pouzit nap octan amonny,
kyselinu mraveti nebo trifluoroctovou. Tyto Zsoby ionizace se vyztaji vysokou
citlivosti, takZze v hmotnostnich spektrech jsouiggtatrné piky molekulovych iaint
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lonizace termosprejem

Principem je rychlé odpani cast&éek aerosolu, ktery obsahuje ionty vzniklé ze slozek
rozpoustdla nebo pidané jako elektrolyt. Kapky aerosolu maji na svém povrchu naboj,
jehoz hustota se rychle zvySuje s dalSim éolg@nim mobilni faze ve vyfvaném iontovém
zdroji. Po pekrateni ukité kritické hodnoty povrchového naboje dojde kpadu na jest
mensSi kapiky. Tento jev se opakuje do doby, nez dojde k iaciiznolekul vzorku, resp.

k uvolréni ionti. Eluat je na vystupu z chromatografické kolonyeredapilarou vytivanou

na konstantni teplotu, kde se rozpodki zaina cast€éné odpaovat. Rychly proud vzniklé
pary unasi dosud neodpaé kapiky spolu s molekulami sledovanych latek do ftyvaného
iontového zdroje, kde se odpai a ionizace dok@n lonty grechazejici z kapek do plynné
faze se odrazeji od odpuzovaci elektrody do analyzdmotnostniho spektrometru. Spravné
nastaveni teploty kapilary i iontového zdroje jémvedtlezité pro dosazeni vysoké citlivosti.
Termosprej také byva vybaven Zhavenym viaknemgkpeodukuje ionizujici elektrony.riP
béZné termosprejové ionizaci jégipod proudu do vidkna vypnut. Zapnutivmdu proudu se
VyuZiva u obtiZza ionizovanych latek a na podporu fragmentace mabetah ionti pro lepSi
identifikaci latek.

Tato metoda ma hlavni vyznam pro analyzwkeetych a silg polarnich az iontovych latek,
nag. pro analyzu méovinovych pesticid [25, 26}

lonizace elktrosprejem (ESP)

Eluat po vystupu z chromatografické kolony procHégilarou, na kterou je vlioZzeno vysoké
napiti (3 — 5kV), které vytv silné elektrostatické pole. V elektrostatickémli panika
aerosol kapiek s velkym nabojem. Kafiy z kapilary vstupuji velkou rychlosti do prostoru
proplachovaného protiproudem susiciho vzduchu, $elerychle odpaji. Odpa&ovanim
rozpoustdla se zmensuje povrch k&ek a dochazi k ionizaci molekul andiypodobnym
zpisobem jako u termosprejoveé ionizace, ale za atmok&ho tlaku. lonty rozprasené do
susiciho plynu jsou vtahovany systémem fokng#n a urychlujicich elektrod s malymi
stredovymi otvory do analyzatoru hmotnostniho spekétmm Jako suSici plyn se pouziva
dusik.

Tato ionizace je vhodna zejména Keni molekulové hmotnosti iontovych a polarnich Kate
Fragmentové ionty jsou v hmotnostnich spektrechiopizaci elektrosprejem zastoupeny jen
v mensi mirg25, 26, 27]

Chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI)

Zde se vyuZiva podobného uggdani iontového zdroje jakoripionizaci elektrosprejem,
avSak na kapil@ neni vioZzeno n&f, ale je zde umisha vybojova jehla (elektroda). Na
konci kapilary dochazi k rozpraSeni eluatu pneuckgitn zmlZzov&em. Vznikly aerosol je
rychle odp&en ve kratké zanvyhiivané na vysokou teplotu (300 — 650 °C). VloZenapeti
na vybojovou jehlu dojde ke vzniku koronarniho vihdtery ionizuje molekuly mobilni
faze gitomné v plynné fazi ve velkém nadbytktc analytu. lonty vzniklé z mobilni faze
(tzv. reakni plyn) poté ionizuji molekuly analytu, podabnako u klasické chemické
ionizace. Tato technika umiZje pracovat s [itoky kapalnych vzonk az do 2 ml/min aip
vy8Sim vloZzeném n&fi dochézi k wtSi fragmentaci, a tim Ize ziskat spektraétSivn
zastoupenim pik fragmentovanych ioff nez i ionizaci elektrosprejem. Interpretaci
fragmenté&nich spekter je mozné ziskat strukturni informaceeanamé slaieniné nebo
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potvrdit gitomnost hledané latky. APCI Ize pouZit pro skniny v celém rozsahu polarity, a
to od zcela nepolarnich az po latky iontového dttera[25, 26]

4.5 Postup pro GC stanoveni organochlorovych pesiihi

Stanoveni organochlorovych pestitige zaloZeno na extrakci vzorku vody n-hexanein. P
této analyze je velmitdeZita cistota pouzitych rozpouidel. Proto je nutnéipd analyzou
vzorku provést slepy pokus ktery potvrdi, Ze pauiiizpousidla a sorbent neobsahuji zadné
latky, které by rusily vlastni stanoveni. Postupoaminky stanoveni jsou uvedeny v tabulce
1. atabulce 2.

Tabulka ¢. 2: Postup pro GC stanoveni organochlorovych pestipidi

Vzorek vody 1000 ml, pH =7-8
Extrakce, 2x 30 ml n-hexanu
Odpdeni extraktu na 3 ml
Cisténi na sloupci — Florisil, 1. elu&® ml n-hexanu
2. eluce: 50 ml hexan-aceton (98:2)
vhodny je i hexan-diethijler (95:5)

Odpdeni druhé frakce na objem 1 ml

GC stanoveni, ECD

Tabulka¢. 3: Podminky pro GC stanoveni organochlorovych petifi]

Kolona Mobilni faze Teplota
CP-Sil 8 CB, Vodik 65-225 °C
0,12um, 120 kPa pii 35 K.min™*
50 mx 0,25 mm
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5 ZAVER
Predlozena bakatdkd prace teoretického charakteru se zabyva praileon vyskytu
pesticidi ve vodach a jejich stanovenim

Prvnicast je zarfena na charakteristiku pestittjckde je uvedeno jejich rozni, viastnosti

a toxicita. Z uvedenych informaci vyplyva, Ze koniaanty ve vodach budou pro svou
velkou rezistenci tvidt hlavné organochlorové pesticidy (dnes je jejich pouZzitiané
omezeno nebo zakazano, aletzabu jejich velké perzistence v priedi jsou stalé jest
prokazatelné), dale triazinové pesticidy, relatigtalé jsou také fenoxykarboxylové kyseliny
a malo stalé, ale jeStolre prokazatelné, jsou karbamaty.

Druha cast prace je anovana vod. Vtomto gipact bylo provedeno jeji rozdeni a
podrobrji byla popsana povrchova voda, protoZze v ni jekylspesticidi negasgjsi.
Duvodem je stale se rozvijejici zédlstvi, a s tim souvisi i &Si pouzivani pesticidnich
piipravki, které se pak snadno dostavaji do povrchovych wagki. splachem z poli. Do
podzemnich vod se pesticidytsinou nedostavaji zitodu schopnosti silné sorbce &ds.

Treti ¢ast je zamena na prezentaci jednotlivych analytickych metanizivanych pro
stanoveni pesticid Pro stanoveni pesticige nejvhodgjsi aplikovat multirezidualni metody,
které umo#uji stanoveni vice analytnajednou. Bvodem zavéehi téchto metod je
vzrastajici p@et registrovanych pestidida tudiz i latek, jejichZ rezidua se musi sledoaat
zaklad legislativnich pozadavk DalSim divodem je i to, Ze &Sinou nemame dostéte
informace o vzorku (tzn. jaké pesticidy byly poézk oSeteni, z jakych zdrd@j dosSlo ke
kontaminaci vody, apod.). V prvnfack je potebné izolovat jednu nebo vice slozek
z prirodniho materiélu. K izolaci pestigicslouzi fizné extrakni metody, jako nejvhodfsi
se jevi pouziti mikroextrakce pevnou fazi, kde oejpoteba ténii Zadné rozpoudtlla a Ize
provést pimou desorpci extrahovanych anélydo plynové nebo kapalinové kolony. Pro
vlastni identifikaci pesticifl se pouZzivaji metody plynové nebo kapalinové chtografie ve
spojeni s hmotnostnim spektrometrem nebo selektidgtektorem.

Po zhodnoceni uvedenych informaci Ize konstataatspojeni plynového chromatografu
s hmotnostnim spektrometrem se jevi jako nejvB@dimmetoda pro stanoveni pestigid
protoze umotituje identifikaci jednotlivych sloZzek sfai nejen na zakladreterénich ¢asi, ale

i na zaklad hmotnostnich spekter. Metody kapalinové chromaifogise pouzivaji tam, kde
nelze pouzit GC (tzn. u termolabilnich a mé&ket/ych pesticid).

35



6 SEZNAM POUZITYCH ZDROJ U
[1] Pitter, P.:Hydrochemievyd. Praha: VSCHT, 1999. 568s. ISBN 80-7080-340-1

[2] Kizlink, J.: Technologie chemickych latek peprac. vyd. Brno: VUT, 2005. 282 s. ISBN
80-214-2913-5.

[3] Nikonorow, M. a kol.:Pesticidy a toxicita prostredia’yd. Bratislava: Hroda, 1983.

[4] Popl, M., Fahnrich, J.Analyticka chemie Zivotniho présti 4. peprac. vyd. Praha:
VSCHT, 1999. 218 s. ISBN 80-7080-336-3.

[5] Voprsalova, M., Z&kova, P.Zaklady toxikologie pro farmaceutyyd. Praha: Karolinum,
2000. 231s. ISBN 80- 7184-282-6.

[6] Mach&ek, V., Panchartek, J., Pytela, @rganicka chemie, 2¢ast vyd. Pardubice:
Univerzita Pardubice, 2005. 300 s. ISBN 80-7194-863

[7] Cremlyn, R.:Pesticidy vyd. Praha: Nakladatelstvi technické literatdr985.

[8] Eto, M.: Organophosphorus pesticides: Organic and biologicaémistry vyd. Ohio:
CRC Press, 1974. 192 s.

[9] Silar, J.:Hydrologie v Zivotnim progdi vyd. Ostrava: Vysoka $kola iskéa, 1996. ISBN
80-7078-361-3.

[10] Obeh vody: The water cycl¢gHTML dokument]. posledni Uprava 13. 5. 2009.[&iD. 2.
2010]. Dostupné z: http://ga.water.usgs.gov/edw@iesgtleczech.html.

[11] Dohanyos, M., Koller, J., Strnadova, Nisteni odpadnich vod2. geprac. vyd. Praha:
VSCHT, 1998. 177 s. ISBN 80-7080-316-9.

[12] HajSlova, J., Kocourek, V., Poustka, J., CuliraPriprava vzorku pro stanoveni rezidui
pesticid; v potravinach [pdf dokument]. Ustav chemie a analyzy potravysoka 3kola
chemicko-technologicka v Praze. 1998 [cit. 10. @1@. Dostupné z: http://www.chemicke-
listy.cz/docs/full/1998 10 777-783.pdf.

[13] Mickova, B., Rauch, P., Fukal, L.MoZnosti imunochemického stanoveni
organochlorovych a karbamatovych pesticid[pdf dokument]. Ustav biochemie a
mikrobiologie, Vysoka Skola chemicko-technologick&raze. 2004 [cit. 12. 4. 2010].
Dostupné z: http://www.chemicke-listy.cz/docs/f2004_11 02.pdf.

[14] Nollet, L.: Handbook of water analysi2. geprac. vyd. CRC Press, 2007. 769 s. ISBN
0-8493-7033-7.

[15] Rodrigues, A., Ferreira, V., Cardoso, V., leea, E., Benoliel, M.Determination of
several pesticides in water by solid-phase extomctiliquid chromatography and tandem
mass spektrometryJournal of Chromatography A, 2007 [cit. 12. 4.1@D s 267-278.
Dostupné na: www.sciencedirect.com.

36



[16] Horakovéa, M. a kol.Analytika vog. 2. vyd. Praha: VSCHT, 2007. 335 s. ISBN 978-80-
7080-620-6.

[17] Wolska, L., Wiergowski, M., Galer, K., GorecKi., Namiesnik, J.Sample preparation
for GC analysis of selected pesticides in surfaaeewwv Chemosphere, 1999 [cit. 1. 4. 2010].
s 1477-1486. Dostupné na: www.sciencedirect.com.

[18] Jordan, T., Nichols, D., Kerr, NSelection of SPE cartridge for automated solid-ghas
extraction of pesticides from water followed byuldy chromatography-tandem mass
spectrometry 2009 [cit. 14. 4. 2010]. s 2257-2266. Dostupné : na
http://www.springerlink.com/content/h1gg7306654 206t

[19] Klouda, P.:Moderni analytické metody2. geprac. vyd Ostrava: PAVEL KLOUDA,
2003. 132 s. ISNB 80-86369-07-2.

[20] Lambropoulou, D., Albanis, T.: Liquid-phase ama-extraction techniques in pesticide
residue analysis. Journal of biochemical and bisay methods, 2007 [cit. 14. 4. 2010].
s 195-228. Dostupné na: www.sciencedirect.com.

[21] Tatarkovtovda, V.. Moznosti extrakce &iSteni extrakfi pii analyzach organickych
polutant. V analyza organickych lateksbornik gednasek z kurzul. vyd. Cesky TSin:
2 THETA, 1999. 348 s. ISBN 80-902432-9-0.

[22] Chur&ek, J.: Od Jukkovy klasické organické analyzy aZz po moderni umsgntaci
sowasné doby. \Analyza organickych latekbornik gednasek z kurzd. vyd.Cesky T&sin:
2 THETA, 1999. 348 s. ISBN 80-902432-9-0.

[23] Volka, K. a kol.:Analyticka chemie livyd. Praha: VSCHT, 1995. 236 s. ISBN 80-7080-
227-8.

[24] HajSlova, J., Alterova, K., #vankova, J., Godula, M.: Aplikace chromatograficky
metod ve stopové analyze pesticit¥ analyza organickych latekbornik gednasek z kurzu
1. vyd.Cesky Tsin: 2 THETA, 1999. 348 s. ISBN 80-902432-9-0.

[25] Jandera, P.: Vyuziti kapalinové chromatografieseparaci a identifikaci organickych
latek. V analyza organickych lateksbornik pednadek z kurzul. vyd. Cesky TSin:
2 THETA, 1999. 348 s. ISBN 80-902432-9-0.

[26] Holcapek, M., Jandera, P.Spojeni kapalinové chromatografie a hmotnostni
spektrometrie (HPLC/MS)pdf dokument]. Katedra analytické chemie, Fakudhemicko-
technologickd, Univerzita Pardubice. 1997 [cit. 14. 2010]. Dostupné z:
http://www.chemicke-listy.cz/docs/full/1998 04 2286.pdf.

[27] Gervais, G., Brosillon, S., Laplanche, A., &kl C.: Ultra-pressure liquid
chromatography-electrospray tandem mass spectrprf@mtrmultiresidue determination of
pesticides in water. Journal of Chromatography AQ& [cit. 14. 4. 2010]. s 163-172.
Dostupné na: www.sciencedirect.com.

[28] Z&ek, L.:Hydrochemievyd. Brno: VUTIUM, 1998. 80 s. ISBN 80-214-1167-8

37



[29] MELECKEOVA, A.: Problematika stanovenia 3$kodlivin v odpadovych ghda
Bakal&ska prace, Vysokécani technické v Bre Fakulta chemicka, 2009. 40 s.

[30] El-Shahawi, M. S., Hamza, A., Bashammakh, A.A-Saggaf, W. T.An overview on
the accumulation, distribution, transformationsxitity and analytical methods for the
monitoring of persistent organic pollutantalanta, bezen 2010 [cit. 28. 4. 2010]. s 1587-
1597. Dostupné na: www.sciencedirect.com.

38



7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOL U

ADI ptijatelna denni davka prdovéka v mg

AED atomovy emisni detektor

APCI chemicka ionizace za atmosférického tlaku
BSK biochemicka spétba kysliku

CHSK chemicka spéeba kysliku

CNS centralni nervova soustava

DDT dichlordifenyltrichlorethan

ECD detektor elektronového zachytu

ESP ionizace elektrosprejem

FID plamenovy ionizéni detektor

GC plynova chromatografie

GC-MS spojeni kapalinové chromatografie s hmotriosspektrometrem
GCP gelova permeai chromatografie

HCB hexachlorbenzen

HPLC vysoce tinna kapalinové chromatografie

HPLC-MS spojeni vysocetinné kapalinové chromatografie s hmotnostnim spekgtrem
LC kapalinova chromatografie

LDso mnozZstvi latky, po kterém uhyne 50 % testovanydkatva 24 hodin po expozici
LLE extrakce kapalnou fazi

LLME mikroextrakce kapalnou fazi

MCPA 4-chlor-2-methylfenoxyoctova kyselina

NPD termoionizani detektor

PB particle beam

SPE extrakce pevnou fazi

SPME mikroextrakce pevnou fazi

WHO Swtova zdravotnicka organizace
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