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ABSTRAKT

Ptedlozena diplomova price se zabyva stanovenim vybranych pesticidi ve vzorcich vody
pomoci plynové chromatografie. Stanovované pesticidy jsou ze skupiny organofosfati
(chlorpyrifos, diazinon, parathion, dimethoate, phosmet) a karbamat (carbofuran, aldicarb,
methiocarb, pirimicarb a propamocarb).

V teoretické casti je uvedeno rozdéleni pesticidlii a jsou zde popsany jejich vlastnosti, osud
Vv Zivotnim prostfedi a nezddouci uCinky. Dale jsou zde charakterizovdny moznosti
analytického stanoveni, zaméfené na plynovou chromatografii. Experimentalni ¢ast se zabyva
zpracovanim vzorkl a jejich naslednou analyzou. Jako extrak¢éni technika byla zvolena
extrakce tuhou fazi. Byly optimalizovany dva druhy kolonek (Oasis HLB a Supelclean ENVI-
18) v kombinaci sriznymi elu¢nimi ¢inidly. Nejvhodnéjsi kombinace byla poté pouzita pro
zpracovani realnych vzorki odpadni vody, které byly odebirany na COV v Brné Modficich.
Pfi vlastnim stanoveni analyti plynovou chromatografii byly pouzity dva typy detektoru:
hmotnostni spektrometr a detektor elektronového zachytu.

ABSTRACT

The submitted thesis deals with determination of selected pesticides in water samples by gas
chromatography. The target pesticides belong to the group of  organophosphates
(chlorpyrifos, diazinon, parathion, dimethoate, phosmet) and carbamates (carbofuran,
aldicarb, methiocarb, pirimicarb, and propamocarb).

In the theoretical part, the division of pesticidesis stated, and their properties are described, as
well as their fate in the environment and their negative effects. Then, the possibilities of
analytical determination based on gas chromatography are characterized. The experimental
part describes the treatment of the samples and their subsequent analysis. Solid phase
extraction was chosen as the extraction technique. Two kinds of cartridges were optimized
(Oasis HLB andSupelclean ENVI-18) in combination with various elution reagents. The most
suitable combination was then used for processing of real samples of waste-water, which was
taken from WWTP in Brno Modfice. For the final determination of the target compounds by
gas chromatography, two types of detectors were used: mass spectrometer and an electron
capture detector.

KLICOVA SLOVA
organofosfaty, karbamdaty, odpadni voda, extrakce tuhou fazi, plynova chromatografie
GC/MS, GC/ECD

KEYWORDS
organophosphates, carbamates, waste water, solid phase extraction, gas chromatography
GCIMS, GC/ECD
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1. UVOD

Tricata l1éta 20. stoleti jsou povazovana za pocatek moderni éry syntetickych pesticidii. Od
této doby bylo pfipraveno tisice pesticidnich ptipravkd, které jsou schopné nicit, popf.
regulovat ,,Skodlivé* organismy. Jak je zndmo, vyuzivaji se predevsim v zeméd¢lstvi. Také se
aplikovaly a dosud jest¢ aplikuji (hlavné v regionech Afriky a Latinské Ameriky) jako
prostiedky na hubeni hmyzu ptendsejiciho infekéni choroby — piedev§im maldarii. Pouziti
téchto latek (tzv. insekticidd), a to i pres vyznamné mezinarodni aktivity, jako je
Stockholmské imluva®, stale neklesa [1, 2, 19].

V Ceské republice je v sou¢asné dobé pouzivano vice nez 400 schvalenych latek a organismi
spesticidnimi ucinky. AvSak, a to kromé zajisténi spolehlivého pfisunu zdravych
zemédelskych produkti vysoké kvality, mohou tyto latky soucasné vyvolavat i nechténé
nezadouci ucinky u necilovych organismu atak ohrozovat lidské zdravi a Zivotni prostiedi. O
Skodlivosti pesticidi jiz bylo napsano mnoho. Negativni nasledky jeich pusobeni vedly k
regulaci jegjich dalsiho pouzivani a v roce 2006 zvetejnila Evropska komise navrh smérnice a
strategii k dosazeni udrzitelného pouzivani pesticidi, ktery byl roku 2009 schvalen. Usilovalo
se predevsim o snizeni zavislosti zeméd¢€lct na téchto latkach. | pres veskeré snahy zabranit
jejich nezddoucim U€inkiim a omezit rizika spojena s pouzivanim pesticidii lze v ur€itych
environmentalnich slozkach stale jesté naleznout nezadouci mnozstvi pesticidu. V soucasnosti
jev EU povazovano za alarmujici zejména znecistovani vody. Mnohé feky tekouci v nizinach
obsahuji mnozstvi pesticidi n&kolikanasobné piesahujici limitni hodnotu 0,1 mg-1"[1, 3].

Na ochranu spottebitelti pfed Skodlivymi ucinky pesticidi byly jiz pfed nékolika lety
zavedeny specialni prisné normy, které nam urCuji, jaké procento pesticidi miize byt v
potravinach. V evropské unii se jeho kontrolou zabyva specialni komise DG-SANCO?.
Piestoze je uroven hladin pesticidu v potravinach stale kontrolovana, znamena dlouhodoba
konzumace takto péstovanych potravin zvysené riziko. Mozné nasledky jejich ptisobeni jsou
stale v centru pozornosti védeckych vyzkumu [1, 3, 4].

Je proto nutné co mozna nejvice omezovat rizika vlivu pesticidi pro ¢loveéka a Zzivotni
prostiedi a to tak, Zze se bude minimalizovat, pfipadné podle moznosti eliminovat expozice
témito ptipravky. Zaroven je nezbytné podnécovat vyzkum a vyvoj jejich méné skodlivych
alternativ, v¢etné téch, které nejsou zalozeny na chemickych latkach [3, 4].

Tato prace je zaméfena na stanoveni vybranych pesticidi ze skupiny organofosfati a
karbamatii pomoci plynové chromatografie. I kdyz se nejednd o chlorované ani vysoce
perzistentni latky, je jejich sledovani v zivotnim prostfedi neméné dilezité. Pii dodrzovani
spravné zemédélské praxe by nemélo dochazet k vyraznému zatézovani zivotniho prostiedi
ptipravky pouzivanymi pro ochranu plodin. Pokud jsou vybrané pesticidy aplikované podle
téchto zasad, nezpisobuji v Zivotnim prostiedi zadnou $kodu. Casto viak dochézi k jejich
porusovani, coz vede ke vzniku kontaminace nebo K negativnim dopadim na necilové
organismy. Monitoring jednotlivych sloZzek zivotniho prostfedi je proto velmi dilezity pro
zodpovédné zachazeni s chemickymi latkami.

'Stockholmské imluva o perzistentnich organickych polutantech je mezinarodni dohoda, jejimz cilem je ochrana
lidského zdravi a Zivotniho prostfedi pied Skodlivymi vlivy perzistentnich organickych polutantd (POPs).
V Ceské republice vstoupila v platnost v roce 2004 [5].

2 DG-SANCO (Generalni feditelstvi pro zdravi a ochranu spotiebitele). Jeho poslanim je uplatiiovat efektivni
kontrolni systém potravinové bezpecnosti v cClenskych statech EU, kontrolovat shodu legislativy v oblasti
potravinové bezpecnosti v ramci EU a dohliZzet na implementaci veterinarni, rostlinolékaiské a potravinaiské

legisiativy [6].
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2. TEORETICKA CAST

2.1 Pesticidy

Pesticidy jsou latky nebo smési latek chemického nebo biologického charakteru pouzivané
proti rostlinnym a zivo¢iSnym $klidcim. Maji schopnost ovliviiovat zdkladni procesy v Zivych
organismech, a proto mohou nicit nebo regulovat skodlivé Cinitele. Aplikuji se predevS§im
v zemédé€lstvi, kde slouzi na ochranu uzitkovych rostlin proti plevelim, proti ptisobeni hmyzu
nebo houbovym chorobam.V mensi mife se pouzivaji i k ochrané€ riiznych materialdi, potravin,
dale k regulaci rustu rostlin mimo zeméd¢€lskou pidu nebo také proti zivocichim skodlivym
pro Clovéka a domadci zvirata. Vyrabénych pesticidnich ptipravkil jsou tisice a maji velmi
rozdilnou chemickou strukturu. Lze je aplikovat nékolika zplsoby (poprasky, postiiky,
granulaty, suspenze, emulze, acrosoly, pény, pasty atd.), které se odvijeji od jejich fyzikalnich
vlastnosti. Vyhodnou a relativné bezpecnou formou pouziti pesticidic dodavanych do pudy
jsou granulaty, které se rozpusti za uréitych podminek, tj. pH vody avihkosti.

I kdyz jsou pesticidy jednou z cest K zajisténi vyzivy lidstva, maji ¢asto i nepfiznivy vliv na
zivotni prostiedi a ohrozuji lidské zdravi. Vedle cileného pouziti se mohou dostat do jinych
ekosystému, kde predstavuji riziko pro necilové rostliny, volné zijici Zivocichy a ovliviiuji
kvalitu povrchovych i podzemnich vod. Z toho plynou také vysoké vodarenské naklady na
upravu vody a také ndklady na monitorovani obsahu pesticidii v povrchovych a podzemnich
vodach. Lidské zdravi mohou ovliviiovat pfimo (pii vyrob¢) nebo nepiimo, kdy je spotiebitelé
konzumuji v potravinach a ve vod¢; do kontaktu s nimi ptichdzeji obyvatelé v okoli mist
aplikace apod. U lidi, ktefi jsou pesticidim vystaveni pii jejich vyrob¢ a aplikaci, mize dojit
ngen k celé fad¢ otrav, ae také ke koznimu, nervovému nebo dychacimu onemocnéni. Pro
Cloveéka vsak nejvetsi nebezpeci predstavuje chronické ptsobeni pesticida, které se muze
projevit napf. rozmanitymi typy rakoviny, vrozenymi vyvojovymi Vadami, narusenim muzské
i zenské plodnosti, alergiemi, naruSenim imunity atd. Zdravotni a ekologicka rizika pesticida
jsou posuzovana béhem jejich povolovani. Bohuzel se prozatim nedafi uspokojivé posoudit
zejména ucinky smeési chemikalii (tzv. koktejlovy efekt), a proto neni zatim mozné vyhodnotit
celkovy vliv vSech pouzivanych latek na lidské zdravi a na zivotni prostiedi [1, 7, 8].

K omezeni negativnich vlivii se stanovuji nejen ochranné lhity v obdobi mezi aplikaci
pesticidi a sklizni, a také nejvyssi pripustna mnozstvi rezidui v zemé&délskych produktech [7].

2.1.1 Klasifikace pesticidi

Pesticidy lze rozdélit na skupiny podle né€kolika rtiznych faktord. NejCastéji se setkavame
Sdélenim podle biologického ucinku dané latky. Kromé toho je mozné pesticidni ptipravky
klasifikovat také podle stability, zptisobu ptisobeni nebo rozsahu t¢inku.

Podle biologické ucinnosti:

e herbicidy (prostfedky proti pleveltim)

o fungicidy (prostfedky proti houbam a plisnim)

e zoocidy (prostiedky proti Zivo¢iSnym Sktdctim)
* insekticidy (prostfedky k hubeni hmyzu)



= akaricidy (prostfedky k hubeni roztoct)

= nematocidy (prostiedky k hubeni ptidnich skiidcti)
* rodenticidy (prostfedky k hubeni hlodavcit)

= avicidy (prostfedky k hubeni Skodlivych ptaki)

= moluskocidy (prostiedky k hubeni mekysa) [7].

Z vyse uvedenych skupin maji nejvetsi vyznam herbicidy, které tvoii asi 70 % celkové
svétové produkce [9].

Celosvétova produkce pesticidi

® Fungicidy
| ® Insekticidy

Herbicidy

Graf ¢ 1: Celosvetova produkce pesticidii
Podle stability:
e lehce odbouratelné slouc¢eniny
e trvanlivé (perzistentni) slouceniny, které mohou byt ve své piivodni nebo zménéné
form¢ prokazatelné v ekosystému po dlouho dobu [10].
Podle zptisobu plisobeni:
o kontaktné (dotykov¢) pusobici, které ptisobi pouze v misté osetfeni
e systémovée pusobici, které maji schopnost penetrovat kutikulou listd nebo mohou byt
ptijimany kofenovym systémem a odtudtransportovany do celé rostliny [9].
Podle rozsahu ucinku:
e totdlni

o Sirokospektré
e selektivni [10].



2.1.2 Historie

Jiz od pocatku civilizace se lidé neustale snazili zlepSovat své Zivotni podminky, ke kterym
patii 1 dostateCné zajiSténi potravy. Hospodaiské plodiny byly casto napadany skidci a
chorobami, které zpisobovaly velké ztraty vynosu a hladomory, coz znacné ptispélo k vyvoji
aaplikaci pesticidu.

Jednim z prvnich pesticidnich ptipravki byla sira pouzivana jiz pted rokem 1000 pf. n. 1., ato
K potirani chorob kulturnich rostlin. Zhruba od poloviny 19. stoleti se zacalo se zem&délskymi
Skidci bojovat chemickymi metodami. Sice jiz ve starovéku a sttedoveéku byly zndmé nékteré
chemické prostiedky proti Sktidciim a chorobam, avSak zeméd€lci je pouzivali, aniz by znali
bliz8i vztahy mezi Skodlivym c¢initelem a pouzitym prosttedkem. Az v 19. stoleti se poprvé
setkdvame se systematickym pouzivanim pfipravkii na ochranu rostlin. Viceméné az do
pocatku 20. stoleti se k hubeni skodlivych cinitelti vyuzivaly anorganické latky, jakymi jsou
napf. chloreCnan sodny, siran amonny, arzeni¢nan sodny, arzeni¢nan meédnaty, arzeni¢nan
olovnaty, siran méd’naty nebo organické chemikalie ziskané z pfirodnich zdroji (rotenon,
pyrethrum). Aplikace, a to zejména arzenovych pesticidli, vedla ke vzniku nebezpecnych
rezidui v oSetfenych plodinach, a proto se hledaly méné nebezpecné prostredky. Tticata l1éta
20. stoleti jsou pocCatkem moderni éry vyroby syntetickych pesticidi. Roku 1939
Paul H. Miiller objevil silné insekticidni vlastnosti DDT [11, 12].
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Tabulka ¢. 1: Prehled historického vyvoje pesticidi [11]

rok Vyvoj pesticidi poznamka
8000 pr. n. L. pocatky zemédélstvi
2500 pi. n. 1. Starovék — pouziti vsn'y proti hmyzu
a roztocim.
900 n. I. Cina — pouziti arzenu proti hmyzu.
Marco Polo pise o pouzivani
1300 n. I. mineralnich oleji proti svrabu u

nékolik stoleti

18. stoleti

1809

1826
1848
1867

1873

1882

1892

1913/1915
1921
1932

1946
1965

1974

1979

1985

1997

velbloudi.

Jizni Amerika — domorodci
pouzivali rostlinu Sabadillu jako
ptipravek proti v§im.
Ropa, petrolej a terpentyn se
pouzivaji jako insekticidy.
Francie — objeveni nikotinu jako
prostiedku proti mSicim.

Michael Faraday — objev BHC.

Rotenon byl pouzit jako insekticid.
Neznamy vyndlezce zjistil ucinky
paftizské zelen€ proti hmyzu.
Poprvé laboratorn€ piipraveno
DDT.

Bordeauxska jicha se pouziva jako
prostiedek k ochrané rostlin.
Arzeni¢nan olovnaty — pouziti proti
bekyni.

USA — pouziti organickych
sloucenin rtuti k oSetfeni semen.
Prvni letecka aplikace insekticida.
Methylbromid poprvé pouzit jako
fumigant.

Pouzivéani organofosfati jako
insekticidd.

Atrazin registrovan jako herbicid.

Glyfostat registrovan jako herbicid.

Prvni synteticky pyrethroid
registrovan jako insekticid.
Registrace herbicidli na bazi
mocoviny, véetné
sulfonylmocoviny.
Fipronil registrovan jako
systémovy insketicid.

Insekticidni vlastnosti objeveny
roku 1940 ve Francii a Anglii.

Jeho insekticidni u¢inky objevil
Paul H. Miiller roku 1939.

1907/1911 — prumyslova vyroba
arzeni¢nanu olovnatého.
Od roku 1920 se Siroce vyuzivaji
slou€eniny rtuti jako fungicidd.

Prvni moderni systémovy
neselektivni herbicid s rychlou
inaktivaci v pudé.

Vysoka tcinnost jiZ pii malych
davkach.
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2.1.3 Obecné vlastnosti

K pesticidim se tadi velké mnozstvi latek, které maji velmi rozdilnou chemickou strukturu.
Budou proto vykazovat i rizné fyzikalné-chemické vlastnosti. K predikci chovani rezidui
pesticidl v riznych biologickych systémech se vyuzivaji nasledujici parametry:

e Rozpustnost ve vod¢. Slouceniny dobfe rozpustné ve vodé jsou snaze
biodegradovatelné (napt. oxidacni reakce, hydrolyza). Na druhou stranu mohou
snadno prechazet do vodnich toki nebo do zdroju pitné vody, ze kterych se, a to
vzhledem k niz8i tékavosti, jen obtizné uvoliluji do atmosféry. Nejméné rozpustné
jsou organochlorové latky (napf. u DDT je Vv literatuie uvadéna hodnota rozpustnosti
od 1,2 pgl™ az po 100 pgl™). Naproti tomu organofosforové pesticidy jsou znaénd
rozpustné, hodnota jejich rozpustnosti dosahuje az 1000 pg:|™.

e Rozdélovaci koeficient oktanol-voda (Koy), ktery vyjadiuje afinitu rezidua k tuktm.
Latky s vysokou hodnotou K, (napt. organochlorové pesticidy) se snadno kumuluji v
tukové slozce zivych organismii. Za latky snadno rozpustné v tucich se povazuji
slouceniny s hodnotami pKoy, (-log Kow) vysSsimi nez 4.

e Tlak nasycenych par, ktery se pouziva pifi hodnoceni zpiisobu atmosférického
transportu rezidui. Pfedpoklada se, ze latky s hodnotami tlaku nasycenych par niz§imi
nez 1-107 mPa, jsou asociovany s pevnymi &asticemi; v opaéném piipadé se nachazeji
ve formé par.

e Pudni adsorpéni koeficient Koc vyjadiuje schopnost pesticidi vazat se na pidni
castice. Charakterizuje miru perzistence rezidui v pudnim prostfedi. Latky s vyS$Simi
Také se velmi malo vypatuji a uvoliiuji do vodného prostiedi.

e Biokoncentracni faktor BCF vyjadfuje miru pfechodu rezidui pesticidu z vodného
prostiedi a rovnéz biokoncentraci v uritém organismu. Stanovuje se jako pomér
rovnovaznych koncentraci rezidui v organismu ave vode¢ [9, 13, 14].

2.1.4 Osud pesticidi v Zivotnim prostiedi

I kdyZz se pesticidni pfipravky aplikuji podle zasad GAP, nelze vyloucit kontaminaci
jednotlivych slozek zivotniho prostiedi. Naptiklad pfi oSetfeni ovocnych stromil postiikem se
odhaduje, Ze asi 65 % zasdhne listovou plochu, 25 % pidu a 10 % se uvolni do atmosféry.
V jednotlivych slozkach zivotniho prostfedi potom dochdzi k degradaci vlivem fyzikalnich,
chemickych a biologickych vlivi. Tyto pfemény zavisi na prostiedi, ve kterém probihaji.

Ve vodném prostiedi probiha zejména hydrolyza. Pti extrémnich hodnotach pH se reakce
uskuteciuje velmi rychle. Mezi pesticidy, které snadno podléhaji hydrolyze, patii napf.
organofosfaty. K hydrolyze miize dochazet rovnéz i v pide.

Dal$i vyznamna reakce vedouci k eiminaci pesticidd je fotolyza, ktera je iniciovana
slune¢nim zarenim. Vlivem tepla dochézi k termickému rozkladu napt. karbamati (piima
fotolyza). Jako nepiima fotolyza je oznaovan proces, ktery je iniciovan ptisobenim volnych
radikald, vznikajicich v prostiedi u¢inkem slunecniho zéafeni. Ta se uplatituje predevSim pii
degradaci triazint, kdy dochazi vlivem UV zafeni k odstépeni alkylovych fetézct.
Oxidacné-redukcni reakce se také vyznamné podileji na degradaci pesticidi. Probihaji ve
vodném prostiedi pti pH=1-4. Témto reakcim podléhaji zejména triaziny (dochazi k eliminaci
atomu chloru z molekuly), organochlorové pesticidy nebo organofosfaty. Bylo prokazano, ze
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oxidaci malathionu ve vodé vznikd malaoxon, podobné parathion-methyl je oxidovan na
paraoxon-methyl atd.

Na odbourani latek kontaminujicich zivotni prostiedi se vyrazné podileji i mikroorganismy.
Pesticidy mohou vstupovat do béznych metabolickych déja probihajicich v mikrobialni
buiice, ptipadné mohou byt pro dany mikroorganismus zdrojem uhliku a dusiku. Biologicka
rozlozitelnost pesticidli zavisi na jejich struktute. Biologicky tézce rozlozitelné jsou zejména
organochlorové pesticidy, snadnéji se rozklddaji napf. organofosfaty, karbamaty nebo
derivaty kyseliny fenoxyoctové. Za degradaci pesticid jsou odpovédné predevsim bakterie.
Bylo prokazano, Ze napiiklad bakterie rodu Pseudomonas, Flavobacterium nebo Serratia
zpusobuji degradaci chlorovanych organickych latek (napt. DDT) pfitomnych ve vod¢ a pude.
Aldicarb je G¢inn€ odbouravan plisobenim bakterii rodu Methylosinus. Pro G¢innou degradaci
je nutné, aby mikroorganismy mély optimalni podminky pro svoji ¢innost, zejména vhodnou
teplotu apH [14, 15, 17].

2.1.5 Nezadouci Gcinky

Skodlivy uginek pesticidii na zivy organismus spo¢iva piedeviim v toxicité aktivni latky
(popt. n€kolika aktivnich latek) obsazené v daném pftipravku. Pesticidy mohou zpusobit
akutni nebo chronickou toxicitu. Akutni toxicita pro ¢lovéka a teplokrevné ZivocCichy je
vyjadiena tzv. letidlni davkou (LDsp), ktera udava mnozstvi pesticidu (v miligramech na
kilogram hmotnosti pokusného zvifete), pfi jehoz jednorazovém poziti zahyne 50 %
pokusnych zvifat. WHO (World Health Organization) doporucuje rozdéleni pesticidi do pé&ti
tfid na zaklad¢ jejich letalni davky:

e extrémné nebezpe&né (LDso< 5 mg-kg™)

e vysoce nebezpetné (LDspod 5 do 50 mg-kg™)

e mirné nebezpetné (LDso 0d 50 do 500 mg-kg™)

e slabd nebezpetné (LDso> 500 mg-kg™)

e latky, které pfi normalnim pouZiti nepfedstavuji zadné riziko (LDsy > 2000 mg-kg™)

[7, 17].

Chronicka toxicita vyjadiuje pfijatelnou denni davku pro ¢lovéka v mg (ADI).

Aby doslo k intoxikaci, musi jedovata latka proniknout do téla ¢lovéka. Doba, po kterou je
organismus vystaven Skodlivym u¢inkiim jedu, se nazyva expozice. Pesticidy pronikaji do
organismu Cloveéka nejCastéji pies travici soustavu, pokozku nebo dychaci cesty. Nejvice
nebezpeény je vstup pfes dychaci cesty, kdy jsou latky rychle vstiebavany a dochazi
k okamzité otrave.

Pii posuzovani toxicity se musi postupovat individudlng, a to Spiihlédnutim ke vSem
vlastnostem daného pesticidniho ptipravku. Nekteré latky sice vykazuji relativné malou
toxicitu, vsak v lidském organismu se mohou kumulovat a ve vétsich koncentracich se potom
stavaji velmi nebezpecnymi. Jiné se zase nesnadno metabolizuji a jsou proto daleko
Nebezpecné jsou 1 zdanlivé nejedovaté latky, jejichz rozkladem vznikaji znacné toxické
degradac¢ni produkty.

Pted zavedenim do praxe se musi vSechny pesticidy podrobit toxikologickému vyzkumu,
ktery vyhodnoti riziko pro zivotni prostiedi a vliv toxikantu na zdravi ¢loveéka. Prvni ¢ast
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vyzkumu spociva v prvé fadé v identifikaci slouceniny, poznani jeji struktury, chemického
sloZzeni a z toho vyplyvajicich fyzikalné-chemickych vlastnosti. Tyto vlastnosti maji vliv na
osud pesticidi v zivotnim prostiedi. Hodnoti se napt. molekulovd hmotnost, teplota varu,
rozpustnost ve vod¢ a v tucich, sorp¢ni koeficient v pudé, stalost a reakce v prostiedi. Druhou
¢ast vyzkumu tvofi pokusy na zvitatech. Pomoci nich se urcuje akutni a chronicka toxicita,

rakovinotvorné, mutagenni a teratogenni ucinky, vliv na plodnost a vliv na nervovou soustavu
[7,14, 16, 17].

2.1.6 Bezpecné pouzivani

Pravni predpisy zajistuji spravné pouzivani pesticidli, aby nedochazelo k poskozeni zdravi
Clovéka a zivotniho prostfedi. Pesticidy, které jsou schvalené (registrované), jsou
podrobovany kontrole a piislusné schvaleni mize byt kdykoliv odebrano. O bezpecném
uzivani té€chto pfipravkil nas informuji tdaje uvedené na Stitku obalu. Jsou zde uvedeny
instrukce pro bezpecnou a ucinnou aplikaci a rady pro ochranu osob, domadcich zvirat a
zivotniho prostiedi. Rovnéz je zde napsano registracni Cislo, kterym jsou oznaceny pouze
pesticidy schvalené podle piislusnych ptedpist. V ptipadé nehody je dilezité znat toto Cislo a
nazvy ucinnych ptisad. Déle na stitku byvaji uvedeny i nésledujici informace:

k jakym ucelim je vyrobek schvalen (pesticid nesmi byt pouzit k jinému tcelu)
e kdo muze pesticid pouzivat; tj. zda je schvalen pro:
» béZného uzivatele - je k dispozici Siroké vetejnosti
= profesiondlniho uzivatele - mize byt aplikovdn pouze osobami, které musi
pouzivat pesticidy v ramci své ¢innosti a absolvovali Skoleni 0 bezpec¢nosti a
ochran¢ zdravi pfi praci
» prumyslového wuzivatele - muize byt pouzivan pouze v provozech pro
pfedbéznou Upravu dieva, a to k ochrané¢ pred houbami nebo napadenim
hmyzem. Muze byt aplikovan pouze uzivateli opravnénymi pesticidy pouZzivat,
Ktefi jsou proskoleni v oblasti bezpeénosti a ochrany zdravi pfi praci.
e zda je zapotiebi pii praci s pesticidy pouzivat osobni ochranné pracovni prostiedky
e zda musi byt omezen ptistup do prostor, kde se pracuje s pesticidy
e jak pouzivat pesticidy, abychom zabranili poskozeni Zivotniho prostiedi a fauny, napft.
uhynu ryb a véel [18, 19].

K preventivnim opatfenim, kterd maji zabranit otravam pesticidy, patii také dodrzovani
ochrannych lhiit pro rizné plodiny. Za ochrannou lhtitu je povazovéana doba mezi poslednim
oSetfenim kulturni rostliny pesticidnim pfipravkem a jeji sklizni, béhem které nastava rozklad
této latky. Pro jednotlivé pesticidy je ochranna lhiita rizné¢ dlouha a zavisi predevsim na
stabilité dané latky a na druhu kulturni rostliny.

Velkou chemickou a biochemickou stalost prokazuji chlorované pesticidy, které setrvavaji
v prostfedi velmi dlouhou dobu. Proto se jejich pouzivani v zemé&délské praxi omezuje nebo
jiz bylo zastaveno, avSak ve slozkach zivotniho prostfedi jsou stale jeSté prokazatelné [13,
15].
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2.1.7 Legidativa

Pouzivani pesticidl se fidi pfisnymi predpisy a spravnou zemédelskou praxi (GAP). Piesto
nelze vyloucit, ze ve sklizenych plodinach neziistanou jejich nepatrné obsahy, tzv. rezidua. Za
rezidua se oznacuji zbytkovd mnozstvi nejen samotnych uUc¢innych latek, ale také jejich
metabolitl nebo rozkladnych produkt. Pravidla pro rezidua pesticidli upravuje natfizeni
Evropského parlamentu a Rady (ES) C. 396/2005 ze dne 23. tnora 2005 o maximalnich
limitech rezidui pesticidii v potravinach a krmivech rostlinného a zZivoc¢isného ptivodu a na
jgich povrchu. Maximalnim limitem rezidui (MLR) pesticidi se rozumi nejvys§i uroven
obsahu téchto latek, které jsou jesté v plodin€, potraviné nebo krmivu ze zdravotniho hlediska
ptipustné [19].

Registraci pesticidnich piipravki, které se mohou pouzivat na ochranu rostlin, provadi v CR
Statni rostlinolékarskd sprava. Ta vede ufedni registr pfipravki, a také sleduje GcCinnost
pesticidi na ochranu rostlin, v¢éetné jejich vedlejsich ucinka [14].

Dalsi legislativni zakony a piedpisy tykajici se pesticidu jSou:

e Zakon ¢. 258/2000 Sb., o ochrané vetejného zdravi, ve znéni pozd¢jsich predpist.

e Zakon o chemickych latkach a ptipravcich, kterym se stanovi prava a povinnosti pfi
vyrobé, klasifikaci, zkouseni nebezpecnych vlastnosti, baleni a ozna¢ovani, uvadéni
na trh, pouzivani a dovozu a vyvozu chemickych latek ¢. 356/2003 Sb. ve znéni
Zakona 345/2005 Sh. a 371/2008 Sb.

e Zakon o rostlinolékaiské péci 326/2004 Sb. s provadéci vyhlaskou 329/2004 Sb. o
ptipravcich a dalsich prostfedcich na ochranu rostlin.

e Seznamy latek, jejichZ uvadéni na trh je omezeno — vyhlaska ¢. 221/2004 Sb., ve znéni
pozdé&jsich predpist.

e Rizikové prvky v piidach, které néalezi do zemédélského pudniho fondu; Vyhlaska
¢. 13/1994 Sh. [20-24].

2.2 Insekticidy

Predstavuji pesticidni piipravky, které jsou ureny k hubeni hmyzu v jeho rtznych
vyvojovych stadiich. Podle charakteru plisobeni je lze rozd¢lit na kontaktni, poZerové nebo
fumigantni. Insekticidy méame dvojiho ptivodu - pfirodniho a syntetického. Z piirodnich
insekticidii 1ze jmenovat napt. nikotin, rotenon a pyrethrum. Ze syntetickych pesticidi se
diive hojné vyuzivaly chlorované insekticidy a to zejména DDT a HCH, ale vzhledem k jgjich
velké afinité k tukim a perzistenci v Zivotnim prostfedi byla vétSina z nich zakazana nebo
nahrazena jinymi pesticidy. Radi se mezi POPs[10, 17, 25].

Insekticidni vlastnosti DDT objevil Paul H. Miiller roku 1939. Jako pesticid se zacal pouZzivat
hlavné béhem 2. svétové valky, kdy byl ucinné aplikovan proti riznym typim infekEnich
onemocnéni, hlavné proti tyfu a maldrii. Po vélce se zacal vyrabét ve velkém méfitku a do
pocatku sedmdesatych let se jeho svétova produkce odhaduje na 2 miliony tun. Kromé niceni
parazitii nasel Siroké uplatnéni i v zemédé&lstvi, napf. proti mandelince bramborové a dalSim
zravym Skudctim. Postupem casu se vétSina druhti hmyzu stavala proti DDT rezistentni a bylo
nutné stale zvySovat jeho davky a obnovovat posttiky, coz prakticky vedlo az k zamoteni
celého civilizovaného svéta, ato diky jeho kumulaci, pfevazné pres potravinovy fetézec. Mezi
prvnimi, kdo upozornil na $kodlivé uc¢inky DDT, byla Rachel Carson ve své knize ,,Silent
Spring“. Autorka v ni dokumentovala, jak DDT a dal$i pesticidy (dieldrin, toxafen,
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heptachlor), uzivané v t¢ dobé masové v zeméd¢lstvi, postupuji vzhliru potravnim fetézcem a
V ndzvu vyjadiuje negativni pisobeni DDT na skofapky vajec ptaki. I kdyz jeji kniha nebyla
schopna zastavit vyrobu pesticidli, rozhodné alespon zvysila zajem vefejnosti o problémy
zpusobené chemickym prumyslem, predev§im z hlediska ochrany zivotniho prostfedi. Byva
také oznaCovana za podnét ke zrozeni environmentalniho hnuti v USA [7, 26].

Pouziti DDT je v Evropé a USA zakdzano, avsak Vv nékterych rozvojovych zemich se stale
jesté v omezeném mnozstvi vyuziva. V Ceskoslovensku bylo zakazano v roce 1974. Pozdgji
byl tento insekticid zatazen také mezi teratogeny [7, 26].

Obr. & 1: Paul H. Miiller [27] Obr. ¢ 2: Rachel Carson [28]

K dal$im syntetickym insekticidim, které se vyuZivaji k ochranég rostlin, patii organofosfaty,
karbamaty, benzoylmocoviny nebo syntetické pyrethroidy. Tyto latky jsou méné perzistentni.
Nedochazi k jejich vyrazné kumulaci v Zivotnim prostiedi a v tukové tkani se ukladaji jen
velmi malo.

Insekticidy plsobi jako nervové jedy. Mechanismus ucinku u organofosfati a karbamath
spoc¢iva v blokaci acetylcholinesterazy. U organofosfati je vazba na enzym nevratna, u
karbamat@i vratnd. U DDT se jednd o blokaci Na® kanalkli, coz vede k prodlouzeni
depolarizace a vzniku kieCi. Ostatni chlorované insekticidy (endrin, dieldrin, adrin,
endosulfan) inhibuji GABA systém [9, 29, 30].

2.3 Herbicidy

Jako herbicidy jsou oznaCovany latky, které jsou ur€eny k niceni nebo potlaceni riistu pleveld.
Herbicidy dnes patii k nejuzivanéjsi skupiné pesticidi. Nejcastéji maji selektivni ucinek,
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ktery je podminén fadou faktord (napf. chemicka struktura, formulace aktivni latky, stadium
vyvoje rostliny). Neselektivni herbicidy ni¢i veSkerou vegetaci a pouzivaji se na
nezeméd¢€lskych pidach. Podle zptsobu ptlisobeni je lze rozde€lit na kontaktni, které¢ nici
rostliny jen v misté dotyku a systémové, kdy herbicid pronika dovnitt tkané a je rozvadén po
celé rostliné. Mezi herbicidy zatazujeme také defolianty (zplsobuji odlisténi rostlin) a
desikanty (zptsobuji vysuseni rostlin). VSechny dnesni ptipravky jsou predevsim organického
puvodu, vyjimku tvofi napt. chlore¢nan sodny neboli Travex [7, 25].

Mechanismus u¢inku herbicidii spo¢iva v naruseni nékterého dtlezitého fyziologického
procesu, ktery je nezbytny pro rist a vyvoj rostliny. Zpravidla dochazi k inhibici jednoho
nebo vice enzymu, které katalyzuji reakce pfi biosyntéze organickych sloucenin (napf.
aminokyselin, lipidt, karotenoidii). Lze uvést, ze thiolkarbamaty zasahuji do syntézy lipidi a
tim meéni integritu membran. Triaziny zase pusobi na fotosyntézu, protoze se vazou na DI
protein, ktery slouzi k elektronovému transportu pii svételné fazi fotosyntézy. DalSim
ptikladem mohou byt fenoxyalkanové kyseliny, které interaguji s piirozenymi fytohormony a
tak ovliviiuji rist rostliny.

Herbicidy se vazi na nékteré vyznamné proteiny; mista navazani nazyvame mistem ucinku
(ptisobeni). V soucasnosti existuje asi jen dvacet mist piisobeni, 1 kdyZ v rostlinnych buiikach
probihaji tisice rtiznych biochemickych reakci. Toto vede Casto k opakovanému pouzivani
herbicidii pasobicich na stejné misto ucinku, coz mize mit za nasledek rezistenci k danému
ptipravku. Proto je dalezité stiidani herbicidl s riznym mistem ucinku [30, 31].
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Tabulka ¢ 2: Prehled nékterych organickych herbicidi [14]

misto aplikace, zptsob
pusobeni

skupina herbicidia

Zastupce skupiny

aplikace na list, systémové

fosfonoaminokyseliny
derivaty benzoové kyseliny
chlorované alifatické
kyseliny
estery oxyfenoxykyselin
fenoxyalkanové kyseliny
kvarterni amoniové

glufosinat, glyfosat
dicamba, chlorfenpropmethyl

dalapon

cykloxidim, diclofop-methyl
MCPA, MCPB, silvex

slouceniny diquat, paraquat
- bromoxynil,
benzonitrily dichlobenil ionoxynil
benzothiadiazoly bentazon
. . ) karbanilaty fenmedifam
aplikace na list, kontaktni .
cyklohexenony cyl_<| eIl .
klethodim,sethoxydim
dinitrofenoly dinoseb
difenylethery acifluorfen, laktofen, nitrofen
acetanilidy alachlor, butachlor,
metolachlor, propachlor
amidy a anilidy difenamid, naptalam
karbanilaty a karbamaty asulam, barban, bendiocarb
dinitroaniliny benefin, trifluralin
_— - amitrol, dimethazon,
pyridazinony a pyridinony

aplikace do pudy

pyridinoxykyseliny a
pikolinové kyseliny

fenylmocoviny nebo jiné
substituované mocoviny

sulfonylmocoviny

thiokarbamaty

triaziny

uracily

fluridon, oxadiazon
clopyralid, picloram,
triclopyr
diuron, fenuron, metoxuron,
siduron

amidosulfuron,
chlorsulfuron, nikosulfuron,
prosulfuron
butylat, cykloat, molinat,
trifencarb

ametryn, atrazin, desmetryn,
propazin, simazin, terbutryn

bromacil, lenacil, terbacil
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2.4 Fungicidy

Jsou pesticidni ptipravky ur€ené k boji proti niz§im i vys$S§im houbam, které poskozuji
zejména kulturni rostliny, produkty zeméd¢€lské vyroby a produkty primyslové vyroby
(dfevo, konstrukce, atd.). Fungicidy mohou pulsobit bud’ fungistaticky, kdy dochazi
k zabranéni ptisobeni sktudce (napt. prerusenim vyvoje mycelia), nebo fungicidné, coz ma za
nasledek zniceni Skidce. Podle ucinku rozeznavame fungicidy kontaktni (povrchové) a
systémové (vnitini, selektivni), které pronikaji do oSetfené rostliny a chrani ji po dobu
perzistence U¢inné latky v rostlinném pletivu. Fungicidy se pouzivaji jako postfikové (pro
ochranu rostlin), moftidla (pro preventivni ochranu osiva pted pidnimi parazitickymi houbami
neboli snét'mi) a jako primyslové (pro ochranu materiald) [7, 9, 25].

Podle aktivnich latek je Ize dé€lit do nékolika riznych skupin.

Tabulka & 3: Prehled nékterych fungicidii [14]

Zpusob piisobeni skupina fungicidi Zastupce skupiny
o , maneb, mancozeb, thiram,
dithiokarbamaty Zineb
ftalimidy fol pet, captan
dinitroslouceniny binapikryl
i organortutnaté slouc¢eniny fenylrtut’
Kontaktni . . .
organocinové slouceniny fencin
chlorované aromatické : :
. chlorothalonil, quintozen
slouceniny
kationaktivni tenzidy dodin, glyodin
Ostatni iprodion, procymidon
L blasticidin, cyklohexamid,
antibiotika .
streptomycin
benzimidazoly benomyl, thiabendazol
Systémové pyrimidiny bupirimat, ethirimol
piperaziny triforin
tatn metalaxyl, propikonazol,
ostatni triadimefon
2.5 Vybrané pesticidy

Tato prace je zaméfena na stanoveni vybranych pesticidii pomoci plynové chromatografie, a
to ve vzorcich vody. Sledovanymi pesticidy jsou organofosfaty (chlorpyrifos, diazinon,
parathion, dimethoate, phosmet) a karbamaty (carbofuran, aldicarb, methiocarb, pirimicarb a
propamocarb).

U organofosfatli se jedna o estery kyseliny fosfore¢né, které bud’ obsahuji siru (-thion) a
cytochrom cyp450 je metabolizuje na aktivni derivat obsahujici kyslik (-oxon), nebo maji
rovnou kyslik pfitomny v molekule. Obecné plati, Zze organofosfaty odstranily nekteré
nevyhody organochlorovych pesticida a zacaly je pfi aplikaci postupné nahrazovat. Povazuji
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se za latky s vysokou akutni toxicitou, nehromadi se v ZP ani v tukové tkani. Pasobi jako
kontaktni a pozerové jedy s ¢asové omezenym rezidudlnim acinkem.

U karbamatl se jednd o derivaty karbaminové nebo karbamidové kyseliny. Maji nizsi akutni
toxicitu [25, 30].

Organofosfaty i karbamaty zplsobuji inhibici acetylcholinesterazy. Obecny mechanismus
pusobeni je zalozen na kovalentni vazbé& (esterifikace) na serin v esterovém, neboli
estratickém mist¢ aktivniho centra AChE a enzymu butyrylcholinesterazy (BuUChE). Inhibice
AChE vede k neschopnosti neuronti ukonCovat synaptické vedeni signdlu v cholinergnich
nervovych vlaknech. Podle davky a jeji distribuce v organismu pak dochazi k patologickym
zmeénam v centralni i periferni nervové soustave, s moznym vznikem cholinergni krize a Zivot
ohrozujicich stavii spojenych pifedev§im se selhdnim dychaciho centra. Vazba
organofosforovych inhibitorii je za béZnych podminek nevratna. Karbamatové inhibitory jsou
pseudoireverzibilni. Ve vodném prostredi dochazi ke spontanni hydrolyze a k odstépeni
karbamatového rezidua. Nasledkem toho se cholinesteraza stava opét aktivni a mtize plnit
svou funkci [32].
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Obr. & 3: Mechanismus inhibice AChE latkou dimethoate’[32]

®Reakce 1 - aktivace dimethoatu na jeho kyslikovy analog (omethoat); reakce 1b - spontanni, nebo katalyzovany
rozklad dimethoatu ve vodném prostfedi na dimethylfosfat; reakce 2 - esterifikace serinového hydroxylu v
aktivnim centru AChE; reakce 3 - spontanni dealkylace rezidua dimethoatu [32].
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Tabulka ¢.4: Obecné viastnosti vybranych pesticidit [33-35]

. biologicka mechanismus rozsah zpusob VZhled. (pfl
nazev s e e ‘e . , pokojové
ucinnost ucinku ucinku pusobeni 5
teploté)
ORGANOFOSFATY
insekticid, inhibice AChe ol
chlorpyrifos nematicid  (ireverzibilni) Sirokospektr.  nesystémovy krys,tahcka
latka
N bezbarva az
diazinon insekticid |ph| bi ce.A.Ck,le Sirokospektr. nesyst¢émovy  tmavé hnéda
(ireverzibilni) kapalina
svétle zluta
arathion insekticid, inhibice AChe Sirokosnekir Nesystémovy az tmave
P akaricid  (ireverzibilni) peKtr. hnéd
kapalina
inhibice AChe stémovy, cud azbila,
dimethoate | insekticid . . .., Sirokospektr. Y % krystalicka
(ireverzibilni) kontaktni latka
N bila az
phosmet insekticid ' r.]hl bi Ce.A.Cf,]e sirokospektr.  nesystémovy rizova,
(ireverzibilni) s
KARBAMATY
nsekticid, e Ache , bild,
carbofuran akaricid, ot Sirokospektr. kontaktni krystalicka
nematocid (reverzibilni) latka
insekticid, inhibice AChe bila,
aldicarb nematocid  (reverzibilni) Sirokospektr.  Systémovy krys:cahcka
latka
. . bezbarva az
| nsekticid, - iice AChe . bila
methiocarb akaricid, . .1 Sirokospektr. nesystémovy .
moluskocid (reverzibilni) krystalicka
latka
irimicarb aficid inhibice AChe selektivni stémovy Modrozelend,
P (reverzibilni) y Y pevna litka
bezbarva az
ropamocarb | fungicid InnllslE2/~C selektivni stémovy ot
prop g (reverzibilni) %y Y krystalicka
latka
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Tabulka ¢ 5: Toxikologickeé viastnosti vybranych pesticidii [33-35]

- L Dso
. , ., reproduk¢ni, o
nazev Zarazeni karcinooen endokrinni Vivoiové (oralné,
dleWHO g disruptor yvoj¢ krysy)
toxicita ‘1
[mg-kg]
ORGANOFOSFATY
chlor pyrifos mirn® nepravdépodobny odezieni neevidovano  82-270
Py nebezpecny p P Y P Viaov
.. mirné . , .,
diazinon ., hepravdépodobny podezieni ano 300-400
nebezpecny
. extrémné .
parathion remrvle , Mmozny ano neevidovano 2-30
nebezpecny
: vysoce
dimethoate y ., mozny ano ano 28-30
nebezpecny
mirné ., . , : .
phosmet . Mmozny neevidovano neevidovano  113-369
nebezpecny
KARBAMATY
vysoce .
carbofuran y ., hepravdépodobny ano neevidovano 5-13
nebezpecny
. extrémné :
aldicarb remrvle . nepravdépodobny ano neevidovano 0,9-1
nebezpecny
: vysoce : . .
methiocarb y . neevidovano neevidovano  neevidovano 15-35
nebezpecny
pirimicarb 1rnev , ano neevidovano  neevidovano 150
nebezpecny
. e, S e, 2000 -
propamocarb | bezrizika neevidovano neevidovano  neevidovano 2900
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Tabulka ¢ 6: Ekotoxikologickeé viastnosti vybranych pesticidii [33-35]

, toxicita pro toxicitapro toxicitapro perzistencev rozpustnf)st
nazev tak ryb véel Zp ve vode
P y yoy Yy [m g_l-l]
ORGANOFOSFATY
: vysoce o vysoce Y
chlorpyrifos toxicky vysoce toxicky toxicky stiedni 2
i vysoce o vysoce o
diazinon oxicky vysoce toxicky toxicky nizka 40
: vysoce o vysoce s
parathion il Vysoce toxicky idtdle) nizka 12,4
dimethoate Vys.oce, mirng toxicky vyspcg nizka 39,8
toxicky toxicky
druhové druhové velmi L
Pz specificka specificka toxicky nizka 25
KARBAMATY
extrémné extrémné extrémne¢ Y 4,
o e toxicky toxicky stfedni 320
aldicarb Vys.oce, mirné toxicky  netoxicky stiedni 6 000
toxicky
methiocarb vyspce; mirn¢ toxicky vyspcg nizka 27
toxicky toxicky
pirimicarb | mimg toxicky  netoxicky mime nizka 2 700 000
toxicky
propamocar b toxicky Mmirn¢ toxicky toxicky nizka 1 005 000
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2.6 Stanoveni vybranych pesticidi

Pesticidy se ve vzorcich vody vétSinou vyskytuji v menSich koncentracich, nez vyzaduje
pfimé stanoveni, a proto je nezbytné analyty pifedem zkoncentrovat. Nejbézné&jsi zptisob
izolace téchto latek spociva v jejich extrakci vhodnym organickym rozpoustédlem, ptipadné
smési rozpoustédel. Za uspésnou izolacni techniku povazujeme takovou, kterd je schopna
izolovat dané pesticidy s vytéznosti blizici se 100 % a obsahujici co nejmensi mnoZstvi
koextrahovanych latek izolovanych soucasn¢é z matrice. Nejb&zné&jsi rozpoustédla pouzivana
pro analyzu pesticidi jsou methanol, acetonitril, aceton, ethylacetat a hexan. Po extrakci je
vetSinou nutné odstranit pfirozené komponenty vzorku koextrahované spolu s analyty, napf.
pomoci gelové permeacni chromatografie, adsorpcni chromatografie nebo extrakce tuhou fazi.
Pro vlastni identifikaci a kvantifikaci pesticidi se pouzivaji rizné separacni techniky. V této
praci bude pro identifikaci vybranych pesticidi pouzita plynova chromatografie v kombinaci
svhodnym detektorem [15, 36].

2.6.1 Extrakéni techniky

Kapalny vzorek
SPME

SBSE

Extrakce
Soxhlet

Extrakce

Pevny vzorek

MSPD

QuEChERS

Obr. & 4: Prehled extrakcnich technik pouzivanych pro extrakci pesticidii [ 36-48]
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Tabulka ¢. 7: Popis extrakcnich technik [8, 15, 36-38, 49-52]

extrakéni

. rinci vyhod nevyhod
techniky p Y yhody Yhody
Principem je extrahovat slozku z vodného roztoku do ¢asova narocnost
organického rozpoustédla, které je nemisitelné s vodou. . L. velka spotifeba
LLE 8 , b ereje , . jednoducha instrumentace po
Podminkou je ustanoveni fazové rovnovahy mezi rozpoustédel
kapalinami. riziko tvorby emulzi
Roztok analytu ve vod¢ se ptivede do kontaktu s tuhym rychla extrakce oo , .
e . . oy , . vysSi cena pevnych fazi,
sorbentem, ktery siln¢€ sorbuje analyt a co v nejmensi miie uspora rozpousteédel . e
SPE T hy , y . 1 e ‘o které se daji vétSinou
ostatni slozky roztoku. Poté je zachyceny analyt uvolnén Siroky  vybér rozméri . ;
; ) . . pouzit pouze jednou
bud’ teplem, nebo eluci rozpoustédlem. kolonek a absorbentti
Jedna se o expozici malého mnozstvi extrakeni faze nevyzaduje rozpoustédla
nadbytkem vzorku. Analyty z kapalné (ptip. plynné) faze ani komplikované mize byt zatizena
SPME . . 0 ; g oy
jsou sorbovany na SPME vlakn¢, dokud neni dosazeno aparatury relativné velkou chybou
rovnovahy.
Extrakce je provadéna pfimym ponofenim magnetického nevyzaduje rozpoustédla
michadélka do kapalného vzorku. Magnetické michadélko ani komplikované
SBSE ma sklenény povrch potazeny velmi tenkym filmem z aparatury malé kapacita vzorkovace
polydimethylsiloxanu (Ize pouzit i jiné materialy), na inertnost PDMS
kterém dochazi k sorpci analytu.
Vzorek je umistén do extrakéni patrony, vlozené do
Soxhletova néstavce. Do destila¢ni baiiky se nalije vhodné
rozpoustédlo, které se pti zahiivani nad bod varu vyparuje. , , ity dlouha doba extrakce
Péry jsou vedeny ptes Soxhletliv nastavec do chladice, kde neni nutn specidlni velka spotieba
SOX Y] yP ’ instrumentace b

kondenzuji a stékaji do extrakcni patrony, kde probiha
extrakce. Po dosazeni ur¢ité hladiny rozpoustédla

V patrong, pretéka, i s analyty, sifonem do banky. Zde
dojde znovu k odpateni a cely cyklus se opakuje.

rozpoustédel
potieba precisténi
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Tabulka ¢. 7: (pokracovani)

?Xeghar:?ckl;l princip vyhody nevyhody
rychlé extrakce
Vyuziva se zvySené teploty a tlaku, coz znacné malé spotieba
PSE urychluje dobu extrakce. Lze pouzit teploty od 20 °C do rozpoustédel precisténi
200 °C atlaky od 4 do 20 MPa. reprodukovatel nost
automatizace
dlouhd doba chlazeni ex.
r 1 atron
Extrakéni Cinidlo, které obklopuje vzorek, se zahiiva kratl’<a dol3a extrakce IE)e-adSOrpce latek behem
. . . ., v s mala spotieba ,
MAE pusobenim mikrovin. Nejvice se vyuziva frekvence . ochlazovani
okolo 2450 MHz. r?zpoustedf l ) nutné precisténi
vice vzorkl najednou e ,
rozpoustédlo musi
absorbovat mikroviny
Extrakce pomoci kapaliny v superkritickém stavu.
Nejcastéji se pouziva oxid uhli¢ity. Regulaci teploty a uspora rozpoustédel dasledna optimalizace
SFE tlaku 1ze ménit elucni silu a hustotu superkritické rychlé extrakce ex. podminek
kapaliny, coz umoziuje dosahnout vlastnosti neni nutné precisténi obsah vody ma vliv na
organickych rozpoustédel v rozsahu od chloroformu az automati zace ucinnost
po hexan.
V jednom kroku probiha zaroven
extrak¢ni 1 purifikacni faze. Vzorek je rozmélnén a
zhomogenizovan ve tfeci misce, kde dojde ke levna, rychld metoda
M SPD kompletnimu rozruseni vzorku, cozZ umozni efektivné;jsi malé spotieba

smichani s vhodnym sorbentem. Smés je nésledné
vloZena do patrony a analyt se eluuje vhodnym
rozpoustédlem.

rozpoustédel
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Tabulka ¢. 7: (pokracovani)

?Xeghar:?ckl;l princip vyhody nevyhody
Metoda spociva v extrakci analytl acetonitrilem v
centrifugacni kyvet¢ s ptidavkem bezvodého MgSO, malé spotieba
jako desikatoru a NaCl (pro zvyseni rozpoustédel
QUEChERS vytéznosti polarnich analytti). Po odstfedéni se z horni rychla a levna extrakce

vrstvy odebere alikvotni podil, ke kterému je pfidan jednoduchost

dalsi MgSQy4 a sorbent PSA (primarni-sekundarni amin), vysoka vytéznost
ktery slouzi k precisténi.
Proudy Vv kapaling (mohou mit rychlost az 400 km.h%)
narazi do pevné latky a umoznuji tak prinik e nutné precisténi
USE rozpoustédla do vzorku. Za vznik proudt je odpovédny vice vzorkl najednou e velka spotieba

ultrazvuk, ktery zptisobuje expanzi a stlacovani molekul
média. Lze pouzit ultrazvukovou lazen nebo sondy.

rozpoustédel
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Na zaklad¢ provedené literarni reSerSe (viz. Tabulka ¢. 8) bude pro izolaci vybranych
pesticidi pouzita extrakce tuhou fazi.

Tato extrakce ziskala Siroké uplatnéni diky své jednoduchosti a ispornosti z hlediska casu i
spotieby rozpoustédel. Umoziuje soucasné zpracovani 12, 24 az 96 vzorkiu; metodu je
mozné automatizovat [53, 54].

2.6.1.1 Extrakce tuhou fazi (SPE)

SPE se nejvice vyuziva jako separacni technika pro kapalné matrice, piipadné pro piecisténi
extrakti. Mize byt pouzita i pro extrakci z pevné matrice, avsak v tomto pfipad¢ je nutné
nejprve pievést vzorek do roztoku [54].

SPE je metoda, jejimz principem je piivést roztok analytu ve vodé do kontaktu s tuhym
sorbentem, ktery siln¢ sorbuje analyt a co v nejmens$i mife ostatni slozky roztoku. Princip
sorbce je obdobny jako u kapalinové chromatografie, a proto je také nabidka sorbenti
podobna jako u naplni kolon pro kapalinovou chromatografii. Nésledné je zachyceny analyt
uvolnén bud’ teplem nebo eluci rozpoustédlem. K extrakci tuhym sorbentem lze pouzit
usporadani statické nebo dynamické. VéEtsinou se setkavame s uspofadanim dynamickym, kdy
roztok vzorku protéka ptes sorpcni kolonku malych rozmért, ktera obsahuje vhodny sorbent.
Priatok vzorku je umoznén bud’ gravitaci, pozitivnim tlakem (Cerpadlo, injekéni stiikacka),
nebo negativnim tlakem (vakuum) [15, 53, 55]. Proces samotné extrakce se sklada z n¢kolika
krokt (viz. Obrazek €. 5):

1. smaceni 2. aplikace vzorku 3. promyvéni 4. eluce analytu

sc&nm O kolo.nky

133

interferujici slozky

analyt

Obr. ¢ 5. Schéma SPE, desorpce rozpoustédlem zapojent ,, off-line “[56]
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e Aktivace sorbentu, kdy se kolonka nejdiive promyje a to nejcastéji methanolem nebo
acetonitrilem, abychom zajistili sma¢eni sorbentu s matrici vzorku (tzv. solvatace).

e Aplikace vzorku.

e Promyvani kolonky za ucelem selektivné eluovat nezadouci sloucCeniny z vazanych
fazi, aniz by byly eluovany analyty.

e Desorpce analytlh z extrakéni kolonky (desorpce rozpoustédlem — zapojeni ,,off-line*
nebo ,,on-line”, desorpce teplem — zapojeni ,,on-line* s plynovym chromatografem)
[15, 57].

Sorbenty

Na trhu je velké mnozstvi sorbentl a jejich volba pro danou extrakci je ur€ovana povahou
analytu, ktery ma byt zkoncentrovan. Mechanismus interakce mezi sorbentem a sledovanym
analytem zéavisi na jejich hydrofobnich, polarnich a anorganickych vlastnostech. Mezi bézné
uplatnované interakce patii Van der Waalsovy sily (hydrofobni ,,nepolarni‘), vodikové vazby,
dipol-dipélové interakce (,,polarni) a iontové interakce. Vedle interakei analytu a sorbentu je
tfeba uvazovat také interakce mezi ostatnimi slozkami vzorku a sorbentu, protoze selektivita
sorbentu neni vétSinou nikdy takova, aby se na ném zachytil pouze analyt [15, 54, 55].
Sorbent mtize byt ulozen v kolonkach z polypropylenu nebo skla, ptipadné mutize byt slisovan
do diskt (tzv. extrakeni disky). Nevyhodou SPE kolonek je omezeny pritok, moZznost ucpani
a vznik kanalki dany nehomogenitou sorbentu. Extrakéni disky jsou podobné membranovym
filtrim, jejich sila je < 1 mm a prumér je v rozmezi 4 — 96 mm. V porovnani s SPE kolonkami
maji vetsi primér, povrch, pritok a nejsou nachylné k ucpavani. Soucasné pouziti nékolika
kolonek nebo diskt vyrazné zkracuje ¢as potiebny na piipravu vzorku [53, 58].

Obr. ¢ 6. Obrazek SPE kolonky a extrakcéniho disku [59]
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Mohou se pouzivat klasické sorbenty s fazemi od ipln€ nepolarnich typt, jako jsou Cig, Cg,
az po sorbenty vysoce polarni, sorbenty ionexového typu, polymerni sorbenty, specialni
sorbenty (napf. pro analyzu drog a 1é¢iv). Mezi nej€astéji pouzivané sorbenty pro analyzu
pesticidt patii silikagel s chemicky vazanymi alkyly (napf. oktyl-silikagel, oktadecyl-
silikagel), polymerni sorbenty (napf. styren divinylbenzenovy kopolymer — napi. Envi-
Chrom P) a nékdy také grafitizovany uhlik. V poslednich letech se vyuziva vysoce zesitovany
styren-divinylbenzen jako je napt. LiChrolut, Styrosorb a Macronet Hypersol, Isolute ENV a
HY Sphere-1. Tyto sorbenty maji vyssi stupen zesiténi (tzn. vysokou porovitost materialu),
coz zvySuje jejich specificky povrch a umoziuje lepsi interakce mezi analytem a sorbentem
[17, 60].

2.6.2 Plynova chromatografie

Chromatografie je separacni proces zalozeny na rozd€lovani sloucenin mezi dvé vzajemné
nemisitelné faze — pohyblivou (tzv. mobilni) a nepohyblivou (tzv. stacionarni). U plynové
chromatografie je mobilni fazi plyn (tzv. nosny plyn). Plynova chromatografie se uplatituje
pti déleni, identifikaci a stanoveni vSech slozek, které Ize prevést bez rozkladu do plynné faze.
Nachazi Siroké uplatnéni jak ve vyzkumnych, tak i v provoznich laboratotich raznych odvétvi
chemického, potravinaiského a farmaceutického primyslu a ve zdravotnictvi. Je vhodna pro
analyzu vzorktl ze zivotniho prostfedi, neopomenutelna je jeji aplikace pii monitorovani
kvality zivotniho prostfedi (stanoveni pesticidii, PCB, PAU, atd.). V porovnani s kapalinovou
chromatografii ma v komplexnim usporadani vétsi separa¢ni ucinnost, selektivitu, rozliseni a
citlivost. Muaze probihat bud’ jako chromatografie jednodimenzionalni, pii které se pouziva
jeden separani mechanismus (tzn. jeden typ staciondrni faze a jedna mobilni faze), nebo
vicedimenzionalni chromatografie, ktera vyuziva spojeni dvou a vice chromatografickych
kolon pro lepsi rozliSeni vzorku [61-63].

=

Obr. ¢ 7: Schéma plynového chromatografu [64]
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Princip této metody spociva v aplikaci vzorku obsahujiciho analyt do vyhfivaného prostoru
injektoru, kde dojde k odpateni. Stanovované latky musi byt proto tékavé a teplotné stabilni.
Jejich bod varu by pfi atmosférickém tlaku nemél byt vyssi nez 360 °C [62]. Molekuly vzorku
jsou poté unaseny nosnym plynem na kolonu podle bodu varu a jegjich volatility. V injektoru
je umisténa sklenénad vlozka (tzv. liner), kterou lze v pfipad¢ znecisténi snadno vymeénit.
Linery se 1i§i svym tvarem, tj. podle toho, k jakému typu nastiiku se pouzivaji. Je mozné volit
tyto zplisoby nastiiku:

e Split nastiik se pouziva pro hodné koncentrované roztoky, na kolonu se dostane mén¢
nez 10 % vzorku.

e Split-less nasttik, vhodny pro zfedéné roztoky, na kolonu se dostane asi 80 % vzorku.

e PTV nastiik, jednd se o programovani teploty téla injektoru, ktery obsahuje vlozku
s chromatograficky aktivni néplni. K odstranéni rozpoustédla a nizkomolekularnich
sloucenin dochazi jesté pred analyzou.

e On-column, jedna se o nastiik ptimo do kapilarni kolony.

V kolon¢ se analyty sorbuji na stacionarni fazi (bud’ se rozpoustéji v zakotvené fazi (GLC)
nebo se adsorbuji na pevny sorbent (GSC). ZdrZeni ve stacionarni fazi je fizeno hodnotami
tlaku par a afinitou dané latky ke stacionarni fazi, pficemz mobilni fadze nemé pfimy vliv na
separaci. Z kolony nakonec vystupuji jednotlivé separované latky. Latky, které se sorbuji
malo, vystupuji z kolony nejdfive a maji nejkratsi retencni Casy. Z kolony vstupuji latky do
detektoru, jehoz signal odpovida zménam jejich koncentrace v nosném plynu vystupujicim
z kolony [61-63].

Obr. ¢ 8: Mechanismus separace v GC [65]
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Jako nosny plyn se nejcastéji pouziva dusik, helium, argon nebo vodik [63, 68].

Kolony pro plynovou chromatografii jsou napliové a kapilarni. Naplinové kolony mohou byt
zhotoveny napt. znerezové oceli, skla, Al, Cu, Ni. Jejich délka byva laz 5m a
pramér 2 az 6 mm. Pro GLC je staciondrni fazi kapalina, kterou je pokryt inertni material
(nosi¢ — napf. kiemelina). Stacionarni faze tvoii 1 - 10 hm.% nosi¢e a mize byt nepolarni
(OV-1, dimethylsilikon), mirné polarni (OV-11, fenyl-methyl-dimethylsilikon, 35 % fenylu),
stiedné polarni (OV-25, fenyl-methyl-dimethylsilikon, 75 % fenylu) nebo polarni (Carbowax,
PEG). Pro adsorp¢ni chromatografii se jako staciondrni faze pouziva napft. silikagel, alumina
nebo adsorbenty na bazi polymerii. Tyto kolony se jiz dnes pro stopovou a ultrastopovou
analyzu nepouzivaji [63].

Dalsim typem jsou kapilarni kolony. V GC se pouzivaji kiemenné kapilary, kde je stacionarni
faze vazana na vnitini povrch kapilary ve formé tenkého filmu. Jsou az stokrat ucinnéjsi nez
kolony néapliové. Délka kolon se pohybuje v rozmezi 10 az 100 m, vnitini primér mezi 100
az 530 um a vrstva stacionarni faze mize mit Sitku 0,1 az 10 pm. Typy kapilarnich kolon:

e PLOT —vrstvicka pevného sorbentu je na vnitini strané
e SCOT - vrstvicka nosice na vnitini sténé kapilary smocena stacionarni fazi
e WCOT - tenky film SF vytvofeny pfimo na vnitinim povrchu kolony [57, 62, 63].

Anayty jsou v plynové chromatografii detekovany pomoci detektort. Jednim z prvnich
pouzivanych detektorti byl detektor elektronového zachytu (ECD). Je vysoce citlivy na latky
obsahujici heteroatomy (pfedev§im halogeny), a proto dodnes zlstavéd Siroce pouzivanym
detektorem pii analyze pesticidl (hlavné organochlorovych) a PCB. Dalsi detektory, které se
pouzivaji pro stanoveni pesticidll, jsou termoionizacni detektor (NPD), plamenové-ionizacni
(FID), plamenoveé-fotometricky (FPD) nebo hmotnostné spektrometricky (MS) [17, 66].

Jak je uvedeno v Tabulce ¢. 6 lze pro stanoveni pesticidd vyuzit i orthogonalni
dvoudimenzionalni plynovou chromatografii (GC x GC).

2.6.2.1 Detektor elektronového zachytu

Je to jeden z nejvice selektivnich detektord v plynové chromatografie s vysokou citlivosti;
proto je vhodny zvlasté pro stopovou analyzu. Vyuziva schopnost eluovanych latek vytvofit
negativni ion zachycenim nizkoenergetického elektronu. ECD se sklada se ze dvou elektrod,
emitoru a kolektoru [17, 67].

Zdrojem zafeni (tzv. emitor) je p-zafi¢ (napf. ©Ni, *H), ktery emituje elektrony o relativng
vysoké kinetické energii. V ptipadé rychlych elektront by v§ak nedochazelo k zadné interakci
sorganickymi, anorganickymi atomy nebo molekulami, vzhledem K jejich vysoké kinetické
energii. Proto se pro elektronovy zachyt musi tyto elektrony zpomalit.

Argon
Fast Electron

F Slow (Thermal) electron

Obr. & 9: Zpomaleni elektronii uvniti detektoru [67)
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Ke zpomaleni slouzi plyny jako je napt. dusik, nebo smés argon-methan. Po narazu rychlych
elektront na molekuly plynu dojde ke vzniku volnych pomalych elektrond, které vytvareji
rovnomérny méfitelny proud [57, 67].

Po prichodu plynu zchromatografické kolony, ktery obsahuje molekuly s vysokou
elektronovou afinitou, dojde k zachyceni elektronti a méteny ionizacni proud se snizi. Snizeni
elektronového toku je pfimo umérné mnozstvi elektronegativni slozky stanovované latky
obsazené ve vzorku [61, 67].
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Obr. ¢ 10: Elektronové afinity v periodické tabulce prvkii [67]

Detektor elektronového zachytu je velmi citlivy na latky s vysokou atomovou elektronovou
afinitou, které Casto vykazuji i vysokou elektronegativitu. Velmi dobra je tato detekce i pro
latky s vysokou elektronovou afinitou dané chemické skupiny. Proto se vyborn€ hodi pro
analyzu latek obsahujicich halogenovy atom v molekule, dale pak pro latky obsahujici napft.
kyano skupinu (-CN) a nitro skupinu (-NO). Tento detektor je vhodny také pro
organokovové slouceniny, slouceniny s fosforem (organofosfaty) a sirou, karbamaty,
karbonylové slouc¢eniny, alkylhalogenidy, nitrily §. [63, 67].

Proto je ECD intenzivné pouzivan pii analyzach slozek zivotniho prostiedi, zpravidla
v kombinaci s n&jakym univerzalnim detektorem [57].

2.6.2.2 Hmotnostné spektrometricky detektor

Hmotnostni spektrometrie se Sice mize pouzivat jako samostatna technika, ale ve vétSiné
pripadl se vyskytuje v tandemech se separacnimi technikami (napt. GC, HPLC, kapilarni
elektroforéza), ve kterych zastupuje roli detektoru. V porovnani s klasickymi detektory
poskytuje informace o struktufe anaytu. Spojeni splynovou chromatografii neni
V soucasnosti problémem. Diivodem je nizky pritok nosné¢ho plynu v kapilarnich kolonach a
diky vykonnym vakuovym systémim neohrozuje kvalitu vakua v hmotnostnim spektrometru.
Analyty opousti kolony v plynném stavu, a proto 1ze pouzit tvrdé ionizaéni techniky, jakou je
napiiklad nejéastéji pouzivana elektronova ionizace [48, 66, 68].

Jednotlivé slozky analytu postupné opoustéji GC kolonu a pres vyhiivanou restrikéni kapilaru
vstupuji do hmotnostniho spektrometru, kde v iontovém zdroji dochazi k jejich ionizaci.
Vzniklé ionty jsou poté urychleny smérem k analyzatoru, kde jsou rozdéleny podle jgjich
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poméru hmotnosti k naboji (m/z) a nasledné jsou detekovany. Vystupem je hmotnostni
spektrum, tj. zavislost intenzity na poméru m/z [48, 49, 66].

Hmotnostni analyzatory mohou pracovat ve 2 zdkladnich médech — SCAN a SIM. SCAN
mod registruje hmotnostni spektra v nastaveném rozsahu m/z (vyuziti pro identifikaci),
naopak v SIM modu se sleduje intenzita jednoho nebo nékolika vybranych iontl v ¢ase. SIM
mod poskytuje o 2 tady niz$i mez detekce, a proto ma dobré vyuziti pro ultrastopovou
analyzu [69].

2.6.2.3 GCx GC-TOF-MS

Dvoudimenzionalni plynova chromatografie byla poprvé zvefejnéna v roce 1991, kdy se tato
metoda velmi uspésné osvédcila pro analyzu komplexnich vzorkl. Tato technika vyuziva dvé
kolony liSicimi se sloZzenim stacionarnich fazi. Ve vétSiné aplikaci ma primarni kolona
standardni rozméry, tj. (15— 30) m x (0,25-0,32) mm ID, (0,1 — 1) um a nepolarni nebo slabé
polarni stacionarni fazi. K separaci dochazi podle bodu varu. Sekundarni kolona je uzsi a
krat$i, typické rozméry jsou (0,5 — 2) m x 0,1 mm ID, 0,1 um; obsahuje vétSinou polarni
stacionarni fazi. Zde ptevazuje déleni podle polarity [71].

Kolony jsou spojeny prostiednictvim modulatoru. Béhem let bylo vyvinuto mnoho typa
modulatort, z nichZ vétSina je zaloZena na kryogenni fokusaci a tepelné desorpci. Modulace
pak probihd zamrazenim a opétovnym zahtatim, ¢imz dochazi k postupnému davkovani
vzorku z primarni kolony na kolonu sekundarni. Zde probiha ,,bleskova“ separace v fadech
nekolika sekund, ktera je dokoncena diive, nez je provedena dalsi modulace. Typicky interval
modulace se pohybuje v sekundach (nejcastéji 2 — 55). Kazdy pik eluujici se z primarni
kolony je modulovan nékolikrat, ¢imz je zachovano chromatografické rozliSeni z prvni
dimenze [42, 70].

Vysledkem je kompletni separace vzorku dvéma odliSnymi mechanismy, tj. ve dvou
dimenzich. Kazda sloucenina tak bude charakterizovdna dvéma retencnimi Casy a misto
jednorozmérného chromatogramu ziskame dvourozmérny vrstevnicovy diagram, ve kterém
X, Y pozice dané¢ho piku odpovidaji eluénimu casu dané latky na prvni a na druhé koloné
[70]. Vzhledem k extrémné¢ uzkym piktm, které vychazi ze sekundarni kolony, musime mit
detektor schopny rychlého sbéru dat (100 Hz a vice) a s minimalnim vnitinim objemem.
Tomuto pozadavku odpovidaji plamenovy ionizacni detektor (FID) a detektor elektronového
zachytu (ECD). Pouzitim téchto detektord vSak pfichazime o moznost ziskani informaci o
struktufe latky. Proto se jako velice vhodné jevi pouZiti syst¢tmu MS-TOF, které poskytuje
dostate¢né rychlou detekei i potiebné informace o struktufe latky. Tento detektor je schopny
poskytnout az 500 hmotnostnich spekter za sekundu, ato bez omezeni rychlosti sbéru dat [71,
72].

Tato metoda poskytuje vétsi kapacitu pikli v porovnani s béZznou GC a zvySeni poméru
signal/Ssum. Tyto vlastnosti umoznuji analyzu slozek, které bylo diive obtizné oddélit u
vzorkl ve slozitych matricich (napf. analyza stopovych kontaminanti v zivotnim prostiedi, v
potravinach nebo ve vzorcich z pramyslu) [71, 72].
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Tabulka ¢ 8: Priklady stanoveni organofosfatii a karbamati [39-48]

matrice analyty extrakce ex. ¢inidlo ¢isténi analyza kolona teplotni program
J&W DB-5 80 °C po 2 min,
voda, GPC .
. ; DCM, . (30 mx0,25 mmx0,25 pm) 10 °C/min do 160 °C,
Sedl ment,  organofosfaty LE AH (Bio-beads), GC/ECD/NPD SP-608 3°C/min do 265 °C po
biota N&,SO4 .
15min
Ty
voda | eslY SPME _ _ SOMS Restek Rix®-1 MS 25 °C/min do 170 °C,
, Y, (PA 85um) (30 mx0,25 mmx0,25 pwm) 6 °C/min do 290 °C
karbamaty, o1 min
tetraziny P
80 °C po 2 min,
o Organofos,faty, AT-5ms 35 °C/min do. 170 °C po
psenice, karbamaty, GC/ECD, (30 mx0.25 mmx0.25 pm) 13 min,
broskve,  pyretroidy, LE AC SPE ’ s 10 °C/min do 230 °C
, , VE5ms :
salat triazoly, GC/MS (30 mx0.25 mmx0.25 um) po 7 min,
sulfaamidy ’ =2 B 10 °C/min do 300 °C,
po 3 min
prim. t. 40 °C po 1 min,
prim. kolona Restek Rtx-1 40 °C/min do 120 °C,
, organofosfaty, GC x GC- (30 mx0,25 mmx0,25 pum) 5 °C/min do 290 °C
tabék organochlor. LLE EAC TOF-MS sek. kolona Restex Rtx-200 sek.t. 5 °C pozitivni
(1 mx0,18 mmx0,18 um) posun od primérniho
termostatu
rajcata,
jablka, organofosfaty, SPE VP-ODS ]
mrkev, karbamaty LE AC (s. PSA) LCIMS (150 mmx2,0 mmx5 pm)
zeli
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Tabulka ¢. 8: (pokracovani)

matrice analyty extrakce ex. ¢inidlo ¢isténi analyza kolona teplotni program
80 °C,
listova insekticidy, SPE(GCB/P SPB-5 8 °C/min do 200 °C
zelenina fungicidy LE AN SA) GCOMS (30 mx0,25 mmx0,25 pm) 1°C/min do 210 °C
1,2 °C/min do 270 °C
110 °C po 1 min,
organofosfaty, HP.5 15 °C/min do 180 °C
vlasy orgfi\noch!oro- LLE EtAC SPE GC/ECD (30 mx0,25 mmx0.25 ym) 5 °C/min do_250 °C po
vané pesticidy 1 min,
25 °C/min do 300 °C
organofosfat
brokolice, lfarbaméty g 1.20 G
kepusta,  amidy, silikagel, HP-5 16 °C/min do 10 °C,
Kvitak pyrimidy MSPD H:AC (8:2) N2,SO, GC/ECD/NPD (30 mx0,32 mmx0.5 um) 8 °C/min do 230 °C
i S ’ ’ ’ 18 °C/min do 285 °C po
zeli imidazoly, .
. 10 min
triazoly
60 °C,
vepiove, organofosfty . 30 °C/min do 100 °C
hovézi, Karbamity ’ ASE AN GPC (Bio- GCIMS J&W DB-5 3 °C/min do. 220 °C po 3
kuteci pyrethroid;/ Beads S-X3) (30 mx0,25 mmx0,25 pm) min,
maso 10 °C/min do 280 °C po
10 min
organofosfaty, 60 °C po 1 min,
jableény karbamaty, . DB-1701 25 °C/min do 160 °C,
dzus pyrethroidy, MSPD H:DCM ) GCMSD (30 mx0,32 mmx0,25 pm) 5 °C/min do 250 °C,
organochlor. 10 °C/min do 300 °C

Pozn: DCM - dichlormethan, AC — aceton, H — hexan, AN — acetonitril, EtAC - ethylacetat
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3. EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Pristroje, pracovni pomiicky, chemikalie, standardy

3.1.1 Piistroje a zarizeni

analytické vahy SCALTEC SPB31 (Scaltec Instrument GmbH, Némecko)
ultrazvukova vodni lazeti; Teson 4 (Tesla, Ceska republika)

SPE extraktor Baker, model spe - 12G, s vakuovou pumpou Barmany, Co., USA
odpaiovaci zatizeni EVATERM (Labicom, Ceska republika)

zarizeni pro piipravu MilliQ vody Millipore QGARD

plynovy chromatograf Agilent 6890 N (Agilent, USA)

hmotnostni spektrometr Pegasus IVD, (Leco, USA)

3.1.2 Pracovni pomiicky

kadinky

odmérné banky (10 ml, 5 ml)

analytické nalevky

odparovaci banky (250 ml)

filtracni papir (pro kvalitativni analyzu KA4)
mikropipety

viaky

dalsi bézné laboratorni vybaveni

3.1.3 Chemikalie

e aceton (for LC, Merck, Némecko)
e dichlormethan (Merck, Némecko)
e cthylacetat (Merck, Némecko)
¢ methanol (for LC-MS,Bioslove BV, Francie)
e isooktan (Merck, Némecko)
3.1.4 Standardy
e chlorpyrifos (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko)
e diazinon (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko)
e parathion (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko)
e dimethoate (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko)
e phosmet (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko)
e carbofuran (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko)
e addicarb (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko)
¢ methiocarb (ChemService, USA)
e pirimicarb (ChemService, USA)
e propamocarb (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko)

3.1.4.1 Priprava kalibracnich roztoki

Z kazdého standardu bylo navazeno 0,01 g do 10 ml odmérné banky a rozpusténo v acetonu.
Z takto piipravené¢ho zasobniho roztoku byly postupnym fedénim acetonem piipraveny
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roztoky o koncentracich 1 000, 500, 300, 250, 200, 150, 120, 100, 70, 50, 30, 10 a5 ng:mi™.
Pro sestrojeni kalibragnich k¥ivek byly pouzity roztoky o koncentracich 150 - 5ng-ml™.

3.2 Optimalizace SPE pro extrakci vybranych pesticidi

Optimalizace postupu piipravy vzorku je dilezitym krokem pro dosaZzeni co nejvyssi
ucinnosti metody. Pro dalsi experimenty provadéné vramci diplomové prace byl
optimalizovan typ sorbentu v kombinaci Sriznymi elu¢nimi ¢inidly. Vhodné podminky
extrakce byly zjistovany na modelovych vzorcich deionizované vody cilené¢ kontaminované
pesticidy. Pracovni roztok byl pfipraven tak, aby se v ném kazdy analyt vyskytoval
o koncentraci 1 000 ng-ml™%. Takto p¥ipravené vzorky byly prefiltrovany a analyzovény stejné
jako vzorky realné.

Pouzité SPE kolonky:

e Supelclean ENVI-18 (1g/6ml, Supelco, Némecko). Tyto kolonky byly specialné
vyvinuty a testovany pro aplikace z oblasti Zivotniho prostiedi podle pozadavkt US EPA.
Sorbentem je polymerné vazana oktadecylova faze (17% C). Vysoké procento
vazaného uhliku zvysuje sorpéni kapacitu a zaruCuje zvySené vytézky. Zaroven
zarucuje lepsi stabilitu sorbentu pii praci v extrémnich podminkach pH. PouZzivaji se
pro analyzy herbicidt, fungicidi a pesticidi v odpadech

e HLB (Oasis, USA). Sorbentem je zde kopolymer divinylbenzen/N-vinylpyrrolidin.

Tabulka ¢ 9: Kombinace sorbentit a elucnich cinidel

sor bent €luéni ¢inidla
Met-DCM  Met-EtAC ACMe ACMe  Met-AC
ciE (1:1) ) AC Me (1:1) 2:1) 2:1)
ACMet  Met-AC
HLB ] ] ] ] 2:1) 2:1)

Pozn: Met-DCM — methanol-dichlormethan, Met-EtA C — methanol -ethylacetat, AC — aceton,
AC-met — aceton-methanol

3.2.1. Postup SPE

ptiprava kolonky: 6 ml elu¢niho ¢inidla, 3 ml deionizované vody

250 ml vzorku vody

promyti kolonky: 2 ml deionizované vody

suseni proudem vzduchu pomoci vakuové pumpy (5 min)

eluce: 5 ml elu¢niho ¢inidla

ziskany eluat byl sbiran do 12 ml vialek a nasledné byl odpafen pod dusikem,
rozpustén v 1 ml acetonu a zfiltrovan ptes 0,45 pm (PTFE) do vialky.

Pro zjistovani Géinnosti uvedenych metod SPE byly pouzity jiz optimalizované podminky
analyzy na pfistroji Pegasus IV D.

3.3 Odbér, zpracovani a analyza vzorki

Vzorky odpadni vody (jednalo se o 24 hodinové vzorky) byly odebirdny po dobu 14 dni (od
18. 4. 2012 do 1. 5. 2012) z ptitoku i odtoku na velkokapacitni COV v Brné — Modficich.
Tato Cistirna slouzi k Cisténi odpadnich vod pfivadénych systémem kanalizanich stok z
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mésta Brna a ve stale vétsi mife prostiednictvim soustavy Cerpacich stanic 1 z Sirokého okoli
Brna. Vzorky byly odebirany do tmavych sklenénych lahvi (o objemu 1 litr).

Vzorky povrchové vody byly odebirany 22. 4. 2012 na fece Svratce, pfiblizné¢ v 15:00.
Umisténi odbérovych mist bylo zhruba 1 km pied COV, 500 m za COV a piimo na odtoku
z COV. Vzorky byly odebirany do tmavych sklenénych lahvi (o objemu 1 litr) a uchovany
Vv chladu pfti 4 °C az do zpracovani v laboratofi.

3.3.1 Uprava vzorki, extrakce

Po dopravé do laboratofe byly vzorky zfiltrovany pies filtraéni papir pomoci vysokotlaké
filtrace. Filtrat byl pfeveden do kadinek o objemu 250 ml a byla provedena extrakce tuhou
fazi.

3.3.1.1 Postup SPE

e piiprava kolonky: 6 ml smési aceton-methanol (2:1), 3 ml deionizované vody

e 250 ml vzorku vody

e promyti kolonky: 2 ml deionizované vody

e suSeni proudem vzduchu pomoci vakuové pumpy (5 min)

e eluce: 5ml smési aceton-methanol (2:1)

e Ziskany eluat byl sbirdn do 12 ml vialek a nasledné byl odpatfen dusikem, rozpustén
v 1 ml acetonu a zfiltrovan ptes 0,45 um (PTFE) do vialky.

3.3.2 Analyza vzorkii

Vzorky byly analyzovany dvéma metodami, a to plynovou chromatografii ve spojeni s
hmotnostnim spektrometrem s detekci doby letu (GC/MS-TOF) na piistroji Pegasus IV D a
plynovou chromatografii s detektorem elektronového zachytu (GC/ECD) na pfistroji Agilent
6890 N. ldentifikace byla provadéna na zakladé porovnavani retenc¢nich Casu standardi
pesticidii s retenénimi ¢asy analytl detekovanymi v realnych vzorcich vody. Pro kvantifikaci
byla zvolena metoda kalibra¢nich ktivek, které byly sestrojeny pro kazdy sledovany analyt
jako zéavislost plochy piku na koncentraci. Kalibra¢ni kiivky byly pravidelné kontrolovany.

3.3.2.1 Nastaveni GC/MS-TOF

e primarni kolona: Rxi-5Sil MS (29 m x 0,25 mm, 0,25um vrstva filmu)
e sekundarni kolona: BPX-50 (1,4 m x 0,1 mm, 0,1 um vrstva filmu)

e Plynovy chromatograf:
= nastiik: 1 pl, 250 °C, splitless
* nosny plyn: Helium
= pritok nosného plynu: 1 ml-min™
» teplotni program: pocatecni teplota 45 °C, konstantni po 2 min; poté nartst
teploty 40 °C/min do 220 °C; a nasledné 5 °C/min do 260°C
teplotatransfer line: 270 °C
celkova doba analyzy: 14, 375 min

e Hmotnostni spektrometr:
= rozsah m/z: 40 - 600
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= rychlost sbéru dat: 5 spekter/s
* napéti na detektoru: 1 700 V
= teplota iontového zdroje: 250 °C

Tabulka ¢. 10: Prehled sledovanych pesticidii a jejich hodnoty m/z, které byly pouzity pro
kvantifikaci

analyty m/z
chlorpyrifos 197
diazinon 137
parathion 109
dimethoate 125
phosmet 160
carbofuran 164
adicarb 86
methiocarb 168
pirimicarb 166
propamocarb 188
3.3.2.2 Nastaveni GC/ECD

e kolony: HT-8 (50 mx0,22 mmx0,25 pm)
DB-17 MS (60 mx0,25 mmx0,25 pm)
e nastiik: 1 ul, 65 °C, splitless
e nosny plyn, priitok: Ho, 1,1 ml-min’*
e make-up plyn, priitok: N5, 20 ml-min™*
o teplotadetektoru: 310 °C
e teplotni program: pocatecni teplota 45 °C, konstantni po 2 min; poté narust teploty
40 °C/min do 220 °C; a nasledné 5 °C/min do 270 °C, konstantni po 4 min
e celkova doba analyzy: 20,38 min

3.3.3 Ukazka analyzy vzorkl pomoci dvoudimenzionalni chromatografie
Pomoci GC x GC-TOF-MS byly analyzovany vzorky povrchové vody (odebirany pted COV
a za COV). Dale byla tato metoda pouzita na analyzu smési standardi o koncentraci

500 ng-ml™. Jednalo se pouze o vyzkouseni této metody, a proto je ve vysledcich uvedeno jen
kvalitativni hodnoceni sledovanych analytu.
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3.3.3.1 Nastaveni GC x GC-TOF-MS

e primarni kolona: Rxi-5Sil MS (29 m x 0,25 mm, 0,25um vrstva filmu)
e sekundarni kolona: BPX-50 (1,4 m x 0,1 mm, 0,1 um vrstva filmu)

e Plynovy chromatograf:

nastiik: 1 ul, 250 °C, splitless

nosny plyn: Helium

priitok nosného plynu: 1 ml-min™

teplotni program na primarni kolon¢: pocatecni teplota 45 °C, konstantni po 2
min; poté narast teploty 40 °C/min do 220 °C; a nasledné 5 °C/min do 260 °C
teplotni program na sekundarni koloné: pocatecni teplota 50 °C, konstantni
po 2 min; poté narust teploty 40 °C/min do 225 °C; a nasledné 5 °C/min do
265 °C

modulator: + 20 °C

hot pulse: 0,4 s

cool time: 0,6 s

celkova doba analyzy: 14, 375 min

e Hmotnostni spektrometr:

rozsah m/z: 50 - 600

rychlost sbéru dat: 100 spekter/s
napéti na detektoru: 1 600 V
teplota iontového zdroje: 250 °C

Tabulka ¢. 11: Retencni casy sledovanych pesticidit na primdrni a sekundarni koloné

analyty . I,QT ’[s] R,T [,S]
primarni kolona Sekundarni kolona

adicarb 399 0,95
carbofuran 459 1,11
propamocarb 479 1,13
methiocarb 529 1,4
dimethoate 501 19
diazinon 603 1,56
phosmet 625 0,03
pirimicarb 627 1,88
chlorpyrifos 701 0,00
parathion 711 0,07
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Optimalizace podminek analyzy

Z dvodu nefunkcnosti piistroje Pegasus IV D byly podminky analyzy optimalizovany na
piistroji Agilent 6890N s hmotnostnim detektorem. Optimalizace byla provadéna pomoci
smési standardit o koncentraci 1 000 ng-ml'l. Konecného stanoveni vhodnych podminek bylo
dosazeno zhruba po 15 méfenich, pfi kterych se ménily podminky analyzy, zejména teplotni
program. Kazdé méfeni trvalo zhruba 20 az 40 minut, z ¢ehoz je patrné, Ze se jednd o asové
narocnou proceduru. Bylo tifeba pracovat v SIM modu, kdy se zaznamenavaji pouze
nastavené hmotnosti charakteristické pro sledovany analyt, ¢imz se zvysi prehlednost
vysledného chromatogramu. Kone¢né nastaveni teplotniho programu bylo poté pouzito i u
pristroje Agilent 6890N s detektorem elektronového zachytu a na pfistroji Pegasus IV D, kde
byl jesté upravovan Cas analyzy. Vysledné nastaveni obou pfistroji je uvedeno v kapitole
3.3.21.a3322.

4.1.1 Nastaveni GC/MS

kolona: DB-5 M S (20mx0,18mmx0,18um)

nastiik: 1 pl, 250 °C, splitless

nosny plyn, pritok: He, 1,1 ml-min™

teplota iontového zdroje: 230 °C

teplota kvadrupolu: 150 °C

teplotni program: pocatecni teplota 45 °C, konstantni po 2 min; poté narust teploty
40 °C/min do 220 °C; a nasledné 5 °C/min do 270 °C, konstantni po 4 min

e celkova doba analyzy: 20,38 min

Abundance
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Obr. & 12: Chromatogram smési standardii o koncentraci 1 000 ng-ml™, (GC/IMS)

42



Na pfistroji Agilent 6890N s detektorem elektronového zachytu byly testovany dva druhy
kolon: HT-8 a DB-17 MS. Pro vyhodnocovani byl pouzit chromatogram ziskany méfenim na
kolon¢ DB-17 M S (chromatogramy z ECD?2), kde bylo dosazeno vyssi odezvy u jednotlivych
sledovanych analyti. Kolona HT-8 slouzila pro porovnani a potvrzeni, ze dana latka byla
identifikovana ve vzorku. Za podminek nastavenych na pfistroji GC/ECD poskytovaly
odezvy pouze vybrané pesticidy ze skupiny organofosfati. Nebyly zde optimalizovéany jiné
podminky, protoze ke kone¢né analyze byl pouzit GC-TOF-MS a GC/ECD slouzil jen ke
konfirma¢nimu porovnani.
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Obr. ¢& 13: Chromatogram smési standardii o koncentraci 1 000 ng-ml™, (GC/ECD, kolona
HT-8)
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Obr. & 14: Chromatogram smési standardii o koncentraci 1 000 ng-ml™, (GC/ECD, kolona
DB-17 MS)




4.1.1 Optimalizace podminek analyzy na pristroji Pegasus IV D

Optimalizace je prezentovana pomoci nasledujicich fragmentogramu. Byl zkracen ¢as analyzy
a bylo vyzkouSeno pievedeni vzorku do isooktanu. Smés standardii o koncentraci
1 000 ng-mi™* byla odpaiena pomoci dusiku a nasledn& opét rozpusténa v 1 ml isooktanu.

Na zakladé zhodnoceni uvedenych fragmentogramu byl pro analyzu vybran kratsi ¢as analyzy
a jako rozpoustédlo byl ponechan aceton.
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Obr ¢. 15: Fragmentogram smési standardit o koncentraci 1 000 ng-mi™ (delsi cas anal)}zy)A'
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Obr & 16: Fragmentogram smési standardii o koncentraci 1000 ng-ml™ (zkrdceny cas
anal)ﬁzy)5

4 l-aldicarb, 2-carbofuran, 3-propamocarb, 4-methiocarb, 5-dimethoate, 6-diazinon, 7-phosmet, 8-pirimicarb,
9-chlorpyrifos, 10-parathion
5 l-aldicarb, 2-propamocarb, 3-carbofuran, 4-methiocarb, 5-dimethoate, 6-diazinon, 7-phosmet, 8-pirimicarb,
9-chlorpyrifos, 10-parathion
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Obr ¢ 17: Fragmentogram smesi standardit o koncentraci 1 000 ng-mi™ (prevedeni do
isooktanu)



4.2 Optimalizace SPE pro extrakci vybranych pesticidi

Vytéznost metody byla zjistovana pro dva typy sorbentli v kombinaci snékolika elu¢nimi
¢inidly. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce €. 12 a 13, grafické znazornéni potom v Grafu ¢. 2
aa3.

Tabulka ¢ 12: Hodnoty vytéznosti pro kolonku ENVI-18

pesticidy Met-DCM Met-EtAC aceton methanol  AC-Met (1:1)

vytéznost [%]

adicarb 11 9 19 13 12
carbofuran 140 64 190 131 148
propamocarb 0 0 0 0 0
methiocarb 174 90 171 196 175
dimethoate 47 0 63 36 61
diazinon 26 36 24 27 36
phosmet 88 64 67 109 90
pirimicarb 45 30 49 43 58
chlorpyrifos 25 5 98 11 34
parathion 40 9 42 37 56

Porovnani vytéznosti
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Graf ¢ 2: Porovnani vytéznosti pri pouziti kolonek ENVI-18 a péti riiznych elucnich smési
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Nejlepsi hodnoty vytéznosti byly ziskany se smési aceton-methanol; stale vsak byly nékteré
hodnoty nizké, a proto byl dale optimalizovan vhodny pomér smési aceton-methanol a také
hodnoty byly zjistény u smési methanol-ethylacetat, u ostatnich elu¢nich cinidel byly
vysledky srovnatelné.

Tabulka ¢ 13: Hodnoty vytéznosti pro kolonky ENVI-18 a HLB v kombinaci s elucni smési
aceton-methanol (2:1a1:2)

ENVI-18 OasisHLB
pesticidy Met-AC (221) AC-Met (211) Met-AC(211)  AC-Met (2:1)
vytéZnost [%]

adicarb 58 65 27 66
carbofuran alilil 94 71 93
propamocarb 0 0 39 42
methiocarb 145 129 103 93
dimethoate 115 119 76 105
diazinon 70 62 22 65
phosmet 79 76 65 66
pirimicarb o1 87 53 84
chlorpyrifos 35 44 20 75
parathion 90 88 43 87

Pfi aplikaci kolonek Oasis HLB byly ziskany lep$i hodnoty vytéznosti pro polarngjsi latky
neZ pii pouziti kolonek ENVI-18. Diivodem pro toto posouzeni bylo i to, ze se v piipadé
pouziti kolonky Oasis HLB podafilo vyextrahovat i slou¢eninu propamocarb. Tyto kolonky
byly nasledné pouzity pro extrakci realnych vzorku.

Hodnoty vytéznosti identifikovanych analytt pfi pouziti eluéni smési methanol-aceton (2:1)
se Casto pohybovaly pod 50 %. Ztoho divodu byla pro ziskani vybranych pesticidl
z realnych vzorkl vybrana eluéni smés aceton-methanol (2:1).
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Porovnani vytéznosti
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Graf ¢ 3: Porovnani vytéznosti pri pouziti dvou typii kolon a dvou elucnich cinidel

4.2.1 Ovéreni vytéZnosti vybrané SPE metody pro realné vzorky
Pred pouzitim pii analyze redlnych vzorkl byla optimalizovana metoda SPE ovéfena pomoci
vétsiho poctu pokust a byla urcena relativni smérodatnd odchylka. Vysledky jsou uvedeny

v Tabulce ¢. 14 a v Grafu ¢. 4.



Tabulka ¢. 14: Hodnoty vytéznosti pro jednotlivé pesticidy, n = 5

pesticidy prum. vytéZnost [%] RSD [%]
adicarb 56 11,5
carbofuran 89 3,2
propamocarb 41 79
methiocarb 82 6,5
dimethoate 136 13,8
diazinon 63 6,8
phosmet 54 8,9
pirimicarb 76 34
chlorpyrifos 86 3,6
parathion 88 6,6
Opakovatelnost
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Graf & 4: Grafické porovnani hodnot vytéznosti pii opakovanych pokusech pomoci

optimalizované SPE
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4.3 Kalibrace, limity detekce a kvantifikace

Pro urceni koncentrace pesticidi v redlnych vzorcich vod byly sestaveny kalibra¢ni ktivky.
Piipravené kalibra¢ni roztoky byly proméfeny optimalizovanou metodou a do grafii byly
vyneseny linearni zavislosti plochy pikd na koncentraci. Hodnoty smérnice, useku a
korela¢niho koeficientu jsou uvedeny v Tabulce ¢. 15 a 16.

Limity detekce a kvantifikace byly vypocitany podle uvedené¢ho vzorce:

LOD

3-hg

............. vyska Sumu
smérnice kalibra¢ni kiivky [f (c) = h, zavislost vysky piku na koncentraci]

Mez detekce odpovida koncentraci, pro kterou je analyticky signal statisticky vyznamné
odlisny od Sumu. Vyjadiuje se jako trojnasobek Sumu zakladni linie. Mez stanovitelnosti
odpovida koncentraci, pfi které je hodnota signalu stanoveni takova, ze dovoluje kvantitativni

vyhodnoceni a vyjadiuje se jako desetindsobek Sumu zakladni linie.

Ziskané hodnoty LOD a LOQ byly piepocitany na konec¢né koncentrace pesticidii v redlnych
vzorcich vody, uvedeno v pgl™. Hodnoty limiti detekce a kvantifikace jsou uvedeny

Vv Tabulce ¢. 17 a 18.

Tabulka ¢ 15: Hodnoty smérnice, useku a Koeficientu determinace pro jednotlivé pesticidy
stanovované pomoci GCIMSTOF

pesticidy smérnice usek d;(ﬁf:;i relra]lz:e
adicarb 163 -617 0,996
carbofuran 1536 -7479 0,997
propamocarb 147 -404 0,996
methiocarb 1370 205586 0,998
dimethoate 90 -2491 0,999
diazinon 1678 -20141 0,998
phosmet 55 -232 0,999
pirimicarb 3811 -23840 0,994
chlorpyrifos 616 6181 0,992
parathion 814 -6424 0,997
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Tabulka ¢ 16: Hodnoty smérnice, useku a koeficientu determinace pro jednotlivé pesticidy
stanovované pomoci GC/ECD

pesticidy smérnice usek d;cfriﬁii r?gtce
phosmet 27,375 -861,7 0,999
diazinon 15,67 312,71 0,995
dimethoate 84.878 -4594.1 0,992
chlorpyrifos 161,11 -5531,7 0,998
parathion 83.118 26416 0,993

Tabulka ¢ 17: Hodnoty limitu detekce (LOD) a limitii kvantifikace (LOQ) pro jednotlivé
pesticidy stanovované metodou GC/MS TOF

pesticidy linearita LOD [pgl™] LOQ [pg™]
adicarb 0,997 0,051 0,168
carbofuran 0,998 0,055 0,187
propamocarb 0,989 0,038 0,125
methiocarb 0,991 0,006 0,022
dimethoate 0,996 0,104 0,348
diazinon 0,992 0,005 0,016
phosmet 0,994 0,196 0,651
pirimicarb 0,998 0,002 0,007
chlorpyrifos 0,979 0,016 0,053
parathion 0,997 0,016 0,054
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Tabulka ¢. 18: Hodnoty limiti detekce (LOD) a limitu kvantifikace (LOQ) pro jednotlivé
pesticidy stanovované metodou GC/ECD

pesticidy linearita LOD [pg-1™] LOQ [pg™]
phosmet 0,992 0,107 0,356
diazinon 0,998 0,131 0,437
dimethoate 0,995 0,037 0,124
chlorpyrifos 0,998 0,015 0,050
parathion 0,994 0,032 0,106

Z hlediska porovnani limitd detekce organofosfati u obou pouzitych pfistroji nelze
jednoznaéné fici, ktery ze systémi je vhodnéj$i. Shodné LOD vykazuje sloucenina
chlorpyrifos, u parathionu a diazinonu je LOD nizs$i, pokud pouzijeme systém GC/MS-TOF,
naopak u phosmetu a dimethoatu je LOD nizs$i, pokud pouzijeme systém GC/ECD.
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Graf ¢ 5: Grafické porovnani limitii detekce u organofosfatit
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4.4 Vysledky stanoveni pesticidi ve vzorcich odpadni vody

Vzorky odpadni vody byly odebirany po dobu 14 dni, a to na ptitoku i na odtoku na COV
v Brné-Modricich. Vysledky analyzy jsou uvedeny v nasledujicich tabulkdch a grafech.
V tabulkach je vzdy uvedeno datum odbéru na ptitoku a k nému odpovidajici datum odtoku
z COV. Cisténi na COV v Brné-Modficich probiha tak, Ze nez pfitékajici voda projde celym
procesem Cisténi, trva to zhruba 24 hodin; z toho vyplyva, ze posledni den odbéru — 1. 5. 2012
nema odpovidajici odtok.

Z Tabulky ¢. 19, 20 a 21 je patrné, ze bchem Ccisticich procesit dochazi k ¢aste¢nému
odstranéni nasledujicich slou€enin: carbofuran, diazinon, chlorpyrifos, parathion, phosmet a
dimethoate. Nejvetsi ucinnost odstranéni byla prokazana u chlorpyrifosu, kdy dochazi k
prumérnému ubytku této slouceniny o 70 %. Nejmensi je pak u carbofuranu, kde bylo
odstranéni pouze 17 %. Naopak u methiocarbu a pirimicarbu jsou na odtoku zaznamenany
vysSi koncentrace nez na pritoku. To mulze byt zplisobeno kumulovanim téchto latek
v aktivovaném kalu a jgich naslednym vyplavovanim v pribéhu procest c¢isténi. U
methiocarbu dochazi k primémému zvysSeni koncentrace o 22 %, u pirimicarbu o 37 %.
Slouceniny aldicarb a propamocarb nebyly vétSinou vibec detekovany, pfipadné se nachazely
V nepatrnych koncentracich, ¢asto pod mezi detekce nebo kvantifikace.

53



Tabulka ¢&. 19: Vysledné koncentrace sledovanych pesticidii stanovené pomoci GC/MS-TOF, (vzorky odebirany 18.4.12 — 24.4.12)

pesticidy ¢ [ngl™]
18.4. 19.4. 20.4. 21.4. 22.4. 23.4. 24.4.
_ Pritok <LOQ <LOQ nd nd nd nd nd
adicarb
Odtok <LOQ <LOQ nd nd nd nd nd
bof Pritok <LOQ 0,39+0,02 <LOQ 0,38+0,08 0,21+0,16 0,58+0,01 0,28+0,10
carbofuran
Odtok 0,43+0,04 0,32+0,08 <LOQ 0,24+0,07 0,20+00,5 <LOQ 0,26+0,09
Pritok nd nd nd <LOD nd 0,20+0,05 <LOD
propamocarb
Odtok nd nd nd nd nd nd nd
thi b Pritok <LOD 2,25+0,94 <LOD 1,36+0,99 2,25+0,95 3,50+1,28 3,65+0,92
methiocar
Odtok 3,11+0,86 3,22+1,07 <LOD 1,89+0,63 2,76+0,72 <LOD 4,30+0,85
_ Pritok nd nd nd <LOQ nd nd <LOQ
dimethoate
Odtok <LOQ nd nd nd nd nd <LOQ
diaz Pritok 0,14+0,02 0,14+0,03 0,95+0,09 0,87+0,07 0,43+0,09 0,61+0,08 1,39+0,57
iazinon
Odtok 0,74+0,01 0,12+0,08 0,90+0,08 0,5440,06 0,84+0,38 0,11+0,04 0,34+0,20
Ptitok <LOD <LOD nd nd nd <LOD <LOD
phosmet
Odtok <LOD nd nd nd nd <LOD <LOD
irimicarb Pritok 0,09+0,01 0,040,006 0,07+0,03 0,56+0,08 0,28+0,08 0,42+0,26 0,25+0,03
irimicar
. Odtok  0,46+0,07 0,39::0,02 0,24+0,13 0,76+0,03 0,33+0,06 0,05+0,07 0,31+0,07
H it Pritok 0,59+0,03 0,63+0,07 0,44+0,03 0,79+0,04 0,47+0,03 0,71+0,04 0,68+0,05
chlorpyrifos
2/ Odtok 0,09+0,09 0,33+0,03 0,05+0,08 0,18+0,09 0,09+0,04 0,07+0,09 0,10+0,02
o Pritok 0,36+0,06 0,38+0,04 0,42+0,18 <LOQ 0,55+0,05 1,20+0,40 0,76+0,07
arathion
> Odtok 0,30+0,02 0,28+0,07 0,30+0,08 <LOQ 0,26+0,09 <LOQ 0,33+0,03

Pozn: < LOD - koncentrace mensi nez limit detekce, < LOQ — koncentrace mensi nez limit kvantifikace, nd — nedetekovano




Tabulka ¢ 20: Vysledné koncentrace sledovanych pesticidii stanovené pomoci GC/MS-TOF, (vzorky odebirdany 25.4.12 — 1.5.12)

pesticidy ¢ [ngl™]
254, 26.4. 27.4. 28.4. 29.4. 30.4. 15.
_ Pritok nd <LOQ nd nd nd nd nd
adicarb
Odtok nd <LOQ nd nd nd nd
bof Pritok 0,39+0,06 0,20+0,06 0,29+0,02 0,32+0,08 <LOQ 0,23+0,004 0,25+0,09
carbofuran
Odtok 0,23£0,02 0,19:0,13 0,48+0,07 0,28+0,03 <LOD <LOQ
Ptitok nd nd <LOQ <LOQ nd nd nd
propamaocarb
Odtok nd nd nd nd nd nd
thi b Pritok 4,31+1,02 1,37+0,81 3,99+0,21 2,75+0,89 1,55+0,99 3,01+0,84 <LOD
methi ocar
Odtok 4,26+0,82 <LOD 3,43+0,31 2,85+0,61 2,38+0,53 2,03+1,07
i Pritok nd nd 1,72+0,87 nd nd <LOQ nd
dimethoate
Odtok nd nd 0,86+0,16 nd nd <LOD
diazi Piitok 0,91+0,02 0,44+0,05 0,99+0,08 0,97+0,05 1,02+0,12 0,76+0,03 0,54+0,08
iazinon
Odtok 0,89+0,05 0,11+0,47 0,84+0,06 0,91+0,03 0,65+0,06 0,75+0,07
Pritok nd nd nd nd <LOD nd nd
phosmet
Odtok nd nd nd nd <LOD nd
irimicarb Pritok 0,36+0,06 0,23+0,03 0,38+0,03 0,28+0,07 0,42+0,03 0,37+0,05 0,56+0,09
irimicar
P Odtok 0,04+0,02 0,24+0,04 0,59+0,05 0,43+0,14 0,54+0,01 0,38+0,04
H it Pritok 0,31+0,02 0,53+0,08 0,66+0,04 0,63+0,06 0,53+0,007 0,75+0,02 0,68+0,05
chlorpyrifos
B Odtok 0,07+0,04 0,07+0,04 0,08+0,05 0,09+0,03 0,09+0,04 0,11+0,06
athi Pritok 0,32+0,07 0,59+0,08 0,98+0,04 0,46+0,07 0,67+0,03 0,47+0,09 0,33+0,09
arathion
P Odtok 0,28+0,02 0,27+0,10 0,69+0,09 0,38+0,03 0,26+0,04 0,40+0,08

Pozn: < LOD - koncentrace mensi nez limit detekce, < LOQ — koncentrace mensi nez limit kvantifikace, nd — nedetekovano




Tabulka ¢ 21: Vysledné koncentrace sledovanych pesticidu stanovené pomoci GC/ECD, (vzorky odebirany 18. 4.12—1.5. 12)

pesticidy ¢ [ngl™]
18.4. 19.4. 20.4. 21.4. 224, 234, 244,
Pritok 0,58+0,02 0,69+0,06 nd nd nd 0,53+0,03 0,72+0,08
phosmet Odtok <LOQ 0,42+0,03 nd nd nd 0,39+0,05 0,47+0,03
diazinon Pritok <LOQ <LOQ 0,76+0,08 0,72+0,31 0,50+0,04 0,67+0,22 1,01+0,03
Odtok  0,59+0,02 <LOQ 0,46+0,07 0,43+0,04 0,49+0,07 <LOQ <LOQ
_ Pritok nd nd nd 0,31+0,04 nd nd 0,21:+0,03
dimethoate
Odtok nd nd nd nd nd nd 0,16+0,07
chlorpyrifos Pritok 0,56+0,08 0,24+0,28 0,19+0,008 0,24+0,09 0,17+0,19 0,17+0,06 0,19+0,06
Odtok 0,10+0,03 0,12+0,07 0,09+0,05 0,11+0,02 0,09+0,09 0,07+0,04 0,06+0,08
parathion Pritok 0,39+0,19 0,31+0,17 0,58+0,06 <LOQ 0,57+0,007 0,99+0,05 0,65+0,04
Odtok 0,24+0,04 0,26+0,13 0,23+0,07 <LOQ 0,23+0,20 0,24+0,18 0,24+0,09
pesticidy ¢ [pgl™
25.4. 26.4. 27.4. 28.4. 29.4. 30.4. 1.5.
Pritok nd nd nd nd 0,68+0,07 nd nd
phosmet
Odtok nd nd nd nd 0,40+0,09 nd nd
diazinon Pritok 0,86+0,08 0,41+0,11 0,96+0,07 0,88+0,007 0,99+0,19 0,64+0,15 0,43+0,27
Odtok <LOQ <LOQ 0,79+0,02 0,81+0,04 0,55+0,08 0,63+0,07
. Pritok nd nd 0,82+0,17 nd nd 0,43+0,06 nd
dimethoate
Odtok nd nd 0,31+0,06 nd nd 0,17+0,02
TS Pritok 0,18+0,07 0,21+0,09 0,39+0,05 0,44+0,02 0,19+0,04 0,21+0,01 0,17+0,008
Odtok 0,08+0,05 0,12+0,007 0,11+0,08 0,13+0,07 0,08+0,05 0,08+0,06
parathion Pritok 0,38+0,06 0,39+0,03 0,94+0,01 0,48+0,06 0,61+0,05 0,39+0,08 0,33+0,01
Odtok  0,26+0,08 0,19+0,05 0,48+0,06 0,31+0,02 0,23+0,08 0,22+0,06

Pozn: < LOD - koncentrace mensi nez limit detekce, < LOQ — koncentrace mensi nez limit kvantifikace, nd — nedetekovano
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Graf & 6: Zmeéna koncentrace carbofuranu na pritoku a na odtoku; stanovované pomoci
GC/MSTOF
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Graf & 7. Zmeéna koncentrace dimethoate na pritoku a odtoku; stanovované pomoci
GC/ECD
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Graf & 8: Zmeéna koncentrace parathionu napritoku a na odtoku; stanovované pomoci
GC/MS-TOF
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Graf & 9. Zmeéna koncentrace parathionu napritoku a na odtoku; stanovované pomoci
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chlorpyrifos
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Graf & 10: Zmeéna koncentrace chlorpyrifosu na pritoku a na odtoku; stanovované pomoci
GC/MS-TOF

chlorpyrifos

0,6

0,5

c[pgl-1]

dny

W Pritok m@Odtok

GC/ECD

Graf & 11: Zména koncentrace chlorpyrifosu na pritoku a na odtoku; stanovované pomoci
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diazinon
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Graf ¢ 12: Zména koncentrace diazinonu V pritoku a odtoku; stanovované pomoci GC/MS-
TOF
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Graf & 13. Zmena koncentrace diazinonu na pritoku a na odtoku; stanovované pomoci
GC/ECD
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Graf & 14: Zmeéna koncentrace phosmetu napritoku a na odtoku; stanovované pomoci

GC/ECD

Tabulka ¢. 22: Priumeérny ubytek jednotlivych pesticidit v priubehu cisticich procesii behem

Ctrnacti dni

analyty prim. ubytek
[%]
chlorpyrifos 70
dimethoate 60
diazinon 46
parathion 41
phosmet 35
carbofuran 17
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methiocarb
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Graf & 15. Zmeéna koncentrace methiocarbu na pritoku a na odtoku; stanovované pomoci
GC/MS-TOF
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Graf & 16: Zména koncentrace pirimicarbu na pritoku a na odtoku; stanovované pomoci

GC/MS-TOF
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Tabulka ¢. 23. Primeérné zvySeni koncentrace pesticidii v pritbehu cisticich procesii behem
Ctrnacti dni

analyty pram. zvySeni
[%]
methiocarb 22
pirimicarb 37
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B P¥itok (TOF-MS) W PFitok (ECD)  m Odtok (TOF-MS) [ Odtok (ECD)

Graf ¢ 17: Porovnani primérnée koncentrace (za 14 dni) na pritoku a odtoku u organofosfatii
stanovovanych pomoci GC/TOF-MSa GC/ECD

4.5 Vysledky stanoveni pesticidi ve vzorcich povrchové vody

Vzorky povrchové vody byly odebirany z feky Svratky — pfed COV, za COV a na odtoku
zCOV Brno-Modiice. Tyto odbéry byly provadény za tuéelem posouzeni, zda voda
vypousténa z této COV kontaminuje povrchové vody. Vysledky analyzy jsou uvedeny
v Tabulce ¢. 24.

U vSech detekovanych sloucenin jsou zaznamenany vyssi koncentrace u vzorkii odebiranych
za COV neZ u vzorktl odebiranych pted COV. Piimo na odtoku jsou koncentrace sledovanych
pesticidli nejvyssi. I kdyz se jedné jen o velmi malé zvySeni koncentraci danych pesticida, 1ze
konstatovat, ze v COV dochazi k navyseni kontaminace povrchové vody; pravdépodobné se
analyty uvolnuji z kald, kam se dfive nasorbovaly.
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Tabulka & 24: Vysledné koncentrace sledovanych pesticidii v povrchové vodé

. GC/MS-TOF
pesticidy ¢ [ng 17
PRED COV ZA COV ODTOK Z COV
adicarb nd nd nd
carbofuran <LOQ <LOQ 0,19+0,08
propamocarb nd nd nd
methiocarb 0,93+0,04 1,26+0,12 3,49+0,28
dimethoate nd nd nd
diazinon 0,47+0,05 0,53+0,07 1,22+0,06
phosmet nd nd nd
pirimicarb 0,24+0,03 0,26+0,07 0,54+0,04
chlorpyrifos nd <LOQ 0,08+0,02
parathion 0,11+0,01 0,15+0,06 0,37+0,03
GC/ECD
¢ [ng!™]

PRED COV ZA COV ODTOK Z COV
phosmet nd nd nd
diazinon 0,42+0,08 0,46+0,03 0,67+0,05

dimethoate nd nd nd
chlorpyrifos 0,12+0,07 0,15+0,08 0,20+0,06
parathion 0,19+0,03 nd 0,23+0,05
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Graf ¢ 18. Porovnani koncentrace vzorkit povrchové vody u organofosfatii stanovovanych
pomoci GC/TOF-MSa GC/ECD

4.6 Analyza vybranych vzorki pomoci dvoudimenzionalni chromatografie

Touto metodou byly analyzovany vzorky povrchové vody, které byly odebrany pred COV a
za COV a také smés standardii o koncentraci 500 ng'ml™,

Ukazky téchto analyz jsou znazornény V nasledujicich 2D chromatogramech, kde na ose x je
uveden retencni Cas na primarni kolon¢ a na ose y reten¢ni ¢as na sekundarni koloné. Ve 2D
chromatografii dochézi k separaci latek dvéma odlisSnymi mechanismy, coz zvySuje ucinnost
separace a lepsi identifikaci slou€enin, nez tomu bylo v 1D. Pfikladem mohou byt slou¢eniny
pirimicarb a phosmet. Zatimco v 1D dochazi k jejich vzajemné koeluci, ve 2D chromatografii
jsou tyto latky rozdéleny i ve sméru osy Y, a proto nedochazi k vzajemnému prekryvani pika
(znazornéno na Obr. ¢. 20 a21).
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Obr. ¢. 18 Smés standardit o koncentraci 500 ng~ml'1
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Obr. ¢ 19: Smes standardii o koncentraci 500 ng'ml'1
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Obr. ¢& 20: Pirimicarb a phosmet, koncentrace 500 ng-m/™*
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Obr. & 21: Pirimicarb a phosmet, koncentrace 500 ng-m/™*
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Obr. & 22: Redlny vzorek povrchové vody, odebirdano pied COV
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Obr. & 23: Redlny vzorek povrchové vody, odebirdno pred COV
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Obr. & 24: Redlny vzorek povrchové vody, odebirano za COV
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Obr. ¢. 25: Realny vzorek povrchové vody, odebirdano za COV




5. ZAVER

Predlozena diplomova prace byla zaméfena na stanoveni vybranych pesticidli ve vodach
pomoci plynové chromatografie. Na zéklad¢ zpracované literarni reserSe bylo vybrano deset
pesticidu (5 ze skupiny organofosfati a 5 ze skupiny karbamatl), které lze pomoci této
metody stanovit. Jako detektor byl pouzit hmotnostni spektrometr s analyzatorem doby letu a
detektor elektronového zachytu.

Cilem prace bylo optimalizovat vhodny postup pro stanoveni vybranych pesticidd. Pro
extrakci byla na zakladé provedené literarni reSerSe zvolena extrakce tuhou fazi. Pfi
optimalizaci postupu bylo ovéfovano nékolik elu¢nich ¢inidel a dvatypy kolonek (Oasis HLB
a ENVI-18). Nejlepsich vytéznosti jednotlivych pesticidii bylo dosazeno, pokud byla pouzita
eluéni smés aceton-methanol v poméru 2:1 a Oasis HLB kolonky. VytéZznost se pohybovala
v rozmezi 65 — 105 %, pouze u propamocarbu dosahovala 42 %.

Vzorky odpadni vody byly odebirdny na velkokapacitni Cistirné odpadnich vod v Brné-
Modficich po dobu 14 dni. Koncentrace sledovanych pesticidii se na pfitoku i na odtoku
pohybovaly ¥adové v desetinach (u methiocarbu v desitkach) pgl™. U sloudenin aldicarb,
phosmet, propamocarb a dimethoate byly koncentrace ¢asto pod mezi detekce nebo
kvantifikace. B&hem G&isticich procesii dochazelo na COV k uréité eliminaci téchto latek,
Znichz nejvyssi ucinnost odstranéni byla prokézana u slouceniny chlorpyrifos (primérny
ubytek koncentrace az 70 %). Naopak u sloucenin methiocarb a propamocarb byly na odtoku
zaznamenany vysSi koncentrace neZ na pritoku (u methiocarbu o 22 %, u propamocarbu o
32 %). Tento piirastek 1ze vysvétlit tim, Ze se uvolnily tyto pesticidy z kalt, kde byly diive
nasorbovany.

K ovéfeni, zda se pesticidy dostavaji z vy¢isténych odpadnich vod vypousténych z COV do
povrchovych vod, byly odebirany vzorky povrchové vody na fece Svratce. Odbérova mista
byla nésledujici: pfed COV, za COV a pfimo na odtoku z COV. U vzorkli odebiranych za
COV byly vesmés zjistény vyssi koncentrace sledovanych pesticidi, neZ u vzorkd
odebiranych pted COV. P¥imo na odtoku byly koncentrace danych pesticidil nejvyssi. I kdyz
se jednd o malé mnoZstvi (v desetindch nebo setinach pgl™) je ziejmé, Ze k urcité
kontaminaci povrchovych vod pesticidnimi pfipravky dochazi. Divodem mulze byt
sekundarni kontaminace z kalt, kde mohou byt sorbovany.

V zavéru této prace je uvedena ukazka analyzy pesticidli pomoci dvoudimenzionalni plynové
chromatografie. Mezi vyhody této metody patii vEétSi kapacita pikl, zvySeni pomeéru
signal/Sum a zisk strukturovaného 2D chromatogramu. To umoziiuje snazsi a prehledng;si
stanoveni a identifikaci latek, nez je tomu v 1D chromatografii.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

AC

ADI
AChE
AN

BCF
BuChe
cov
DCM
DDT
DG-SANCO
ECD

El

EtAC
EU

FID
GAP
GC
GC/ECD

GC x GC
GC/IMS
H
HCH
HPLC
Koc
Kow
LD
LLE
LOD
LOQ
MAE
Met
MLR
MS
MSPD
NPD
PAU
PCB
POP
PSE
RSD
SBSE
SFE

aceton

piijatelnd denni davka pro ¢lovéka v mg
acetylcholinesteraza

acetonitril

biokoncentra¢ni faktor
butyrylcholinesteraza

¢istirna odpadnich vod

dichlormethan

dichlordifenyltrichlorethan

generalni feditelstvi pro zdravi a ochranu spotiebitele
detektor elektronového zachytu
elektronova ionizace

ethylacetat

Evropska unie

plamenovy ioniza¢ni detektor

spravna zemeédélska praxe

plynova chromatografie

spojeni plynové chromatografie s detektorem elektronového
zachytu

dvoudimenzionalni plynova chromatografie
spojeni plynové chromatografie s hmotnostnim detektorem
hexan

hexachlorcyklohexan

vysoce u¢inna kapalinova chromatografie
pudni adsorpéni koeficient

rozdélovaci koeficient oktanol-voda

letalni davka

extrakce kapalnou fazi

limit detekce

limit kvantifikace

mikrovlnna extrakce

methanol

maximalni rezidualni limit

hmotnostni spektrometr

extrakce disperzni tuhou fazi
termoionizacni detektor

polycyklické aromatické uhlovodiky
polychlorované bifenyly

perzistentni organické polutanty
vysokotlaka extrakce rozpoustédlem
relativni smérodatnéd odchylka

piimé extrakce na tuhou fazi v kapalném vzorku
superkriticka fluidni extrakce

soxhlet extrakce
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SPE
SPME
USE
WHO

extrakce tuhou fazi
mikroextrakce tuhou fazi
extrakce ultrazvukem
World Health Organisation
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8. PRILOHY

8.1 Strukturni vzorce sledovanych pesticidu

pesticidy strukturni vzorce
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pesticidy

strukturni vzorec

diazinon

phosmet

pirimicarb

parathion

chlorpyrifos

Cl
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8.2 Celkovy pohled na Cistirnu odpadnich vod v Brné Modricich
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8.2.2 Aktivacni nadrz (biologicky stupen ¢iSténi)

8.3 Ukazka extrakce tuhou fazi
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