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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva stanovenim polarnich pesticidi vV povrchovych a odpadnich vodach.
V ramci prace byly sledovany analyty Mecoprop-P, MCPA, Dichlorprop-P, 2,4-D a MCPB
Vv rizné zatizenych povrchovych vodach a ve vodach odpadnich. Vybrané herbicidy patii do
skupiny uréené pro posouzeni environmentalni kvality. Navic u analytli 2,4-D a MCPA ro¢ni
spotfeba v CR prevysuje 30 tun. Ke sledovani byly zvoleny tfi feky v okoli mésta Jaromé
(Labe, Upa, Metuje), jedna feka v okoli mésta Brna (Svratka) a dvé ¢&istirny odpadnich vod
(COV Jaromé, COV Brno — Modfice). Vybér tokti pro sledovani prob&hl na zakladé
pravdépodobnosti vyskytu konkrétnich herbicidi a pritoku zemédé€lsky obdélavanymi
oblastmi. Sledované latky byly z odebranych vzorki izolovany a zakoncentrovany technikou
SPE. Kvlastnimu stanoveni byla pouzita metoda plynové chromatografie s tandemovou
hmotnostni spektrometrii  (GC/MS/MS). Pifed vlastni analyzou bylo nutné analyty
derivatizovat. Vybrané herbicidy byly detekovany ve vSech odebranych vzorcich.

ABSTRACT

This work is focused on the determination of polar pesticides in surface and waste waters.
In this study Mecoprop-P, MCPA, Dichlorprop-P, 2,4-D and MCPBA in differently loaded
surface waters and communal waters from sewage treatment plants were analyzed. These
herbicides are included in the group identified as environmental quality standards. Some of
herbicides (2,4-D and MCPA) were selected because their consumption in the Czech
Republic exceeds 30 tons a year. Samples were collected prom three rivers near town of
Jaroméi (Elbe, Upa and Metuje Rivers), from one river near the town of Brno (Svratka River)
and from inflow and outflow of two sewage treatment plants (WWTP Jaromér, WWTP
Brno — Modtice). Particular rivers were chosen for monitoring due to the probability of
occurrence of herbicides, because they flow through agriculturally cultivated areas. Solid
phase extraction (SPE) was used for the isolation of target compounds and their
concentration. Gas chromatography with tandem mass spectrometry (GC/MS/MS) was used
for the determination of target analytes in surface and waste waters. Selected herbicides were
detected in all collected samples.

KLiCOVA SLOVA

Herbicidy, fenoxykarboxylové kyseliny, extrakce tuhou fazi, plynova chromatografie,
hmotnostni spektrometrie, tandemova hmotnostni spektrometrie, povrchovd voda, odpadni
voda.
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Herbicides, phenoxycarboxylic acid, solid phase extraction, gas chromatography, mass
spectrometry, surface water, waste water.



BORUVKOVA, T. Stanoveni poldrnich pesticidic v odpadnich a povrchovych
vodach. Brmo: Vysoké uceni technické v Brné, Fakulta chemickd, 2016. 101 s. Vedouci
diplomové prace doc. Ing. Josef Caslavsky, CSc..

PROHLASENI

ProhlaSuji, Ze jsem diplomovou préaci vypracovala samostatné a Ze vSechny pouzité literarni
zdroje jsem spravné a uplné citovala. Diplomova prace je z hlediska obsahu majetkem
Fakulty chemické VUT v Brné a miZe byt vyuzita ke komer¢nim tcellim jen se souhlasem
vedouciho diplomové prace a dékana fakulty FCH VUT.

podpis studentky

Podékovani:

Mé podeékovani patii panu doc. Ing. Josefu Caslavskému, CSc. za velmi cenné rady,
pripominky, ochotu pri konzultacich a zpracovani prdace, pani prof. RNDr. Miladé Vavrove,
CSc. za vstiicnost a podporu pri ieSeni prdce, Ing. Tereze Svestkové za mordalni podporu
a pomoc pri reSeni problémii spojenych s mérenim.

V neposledni rade bych chtéla podekovat své rodiné a nejblizsim za neustdlou podporu,
trpélivost a lasku.



L VO .ottt 8
2 Teoreticka CAST..........cooiiiiiiii i 9
0 R T [ o OSSR PRSP 9
2.1.1  ZaKIadni 10ZdEIenT .......covviiiiiiiee e 9
2.1.2  VYVO] PESLICIAT .....eiveeiiiiieiiieii et 10
2.1.3  Osud pesticidll v Zivotnim prostiedi.......cccocviriiiiiiieiiiiesiiie e 11
2.1.3.1  Vstup do eKOSYSIEMU ....c.eeiviiiiiiiiiiiiieiece e 11
2.1.3.2  PerziStenCe V eKOSYSTEMU ....c.veveieiierieiieiiesiesiieieie ettt 12
2.1.3.3 DIStrIDUCE V EKOSYSIEMU .....ccvviueiiiieiieite sttt 12
2.1.3.4 Degradace V eKOSYSTEMU .....cccvuerierierieriiniinienieeeesiesiesee e sie e ssessessesesseeees 13
2.1.3.5 Negativni ulinky na zivé organismy a prunik pesticidi do organismu
ClOVEKA .. 15
2.14  Problematika vyskytu polarnich pesticidi ve vodnim ekosystému................ 17
2.1.5  Spotieba PestiCidl........oeiieiiiiiieiiierie s 18
2.1.6  Slozeni a oznaceni PestiCidl..........ceeriiiieiiiiiiiiiie s 22
2.1.7  Bezpenad prace s PESHCIAY ..coviiiiiieiiie e 23
2.2 HEIDICIAY ... 24
2.2.1  Herbicidy na bazi fenoxyalkanovych Kyselin..........cccocreneiiicnciniiiencnnne, 24
2.2.1.1  VYVO) herbiCidill ......ooivieiiiiiiieiee e 26
2.2.1.2 Vlastnosti a mechanismus ptisobeni vybranych herbicidl ............cccoeeene. 26
2.2.1.3 Adsorpce a desorpce vybranych herbicidl .........cccooeiiiiiiiiiiiiniiicen, 32
2.2.1.4 Degradace vybranych herbicidll ...........cccoovviiiiiiiiiiiiici, 32
2.2.1.5 LeQiSIAtIVA......iiiieiiiieiiceee s 33

2.3 Pravni predpisy tykajici se rezidui pesticidll a jejich metabolitli, ochrana vod..... 35
2.4 Stanoveni pesticidll V& VOAACK .........ccveiiiiiiiiiiii e 37
241 MESIO JATOMET ...ttt s 37
2.4.2  Problematika polutantli a COV ........cccoveviererieeerceesseeeeses e, 39
2421 COV JArOMEE ....ccvommviieiiireeisseeieseeessie s 39
2.4.2.2  COV MOGEICE ...cvovivenevieiceieceiec e 40



2.5  Metody STANOVENT ......iiiiiiiiiiiiieii s 42

2.5.1  Preanalyticka Gprava VZOTKU ........ccccviiiiiiiiiiii e 42
2.5.1.1 Extrakce tuhou fAzi (SPE)......ccoiiiiii e 42
2.5.1.2 Extrakce kapalina-kapalina (LLE) ........cccccooveiiieii i, 43
2.5.1.3 Mikroextrakce tuhou fazi (SPME)........cccccooiiiiiiiiiiiicce, 43
2.5.2  DEIVALIZACE .....coviveiiiiiiie s 44
2.5.2.1 SHYIACE. ..ot 44
2.5.2.2 ACYIACE ...ttt 46
2.5.2.3  AlKYIACE ... 46
2.5.2.4 EStErifiKACE .....coiviiiiiiiiicic 46
2.6 Plynova chromatografie (GC)........coiuiiiiiiiiiiiiic s 46
2.6.1  Instrumentace V GC.........ccoiiiiiiiiiic s 46
2.6.2  Spojeni GC a MS ......ooiiiieiiit s 47
2.7  Hmotnostni spektrometrie (IMS) .......cocoviiiiiiieiiiiie e 48
2.7.1  PrinCip @ INStrumentace V IMS..........cooiiiiiiieiene e 48
2.7.1.1 TONEOVY ZAT0] 1eutiiiiiiiiie ettt 48
2.7.1.2 KvadrupOlovy analyZator.........c.ceciiienieiiiieiieiesee e 49
2.7.1.3 Tandemova hmotnostni spektrometrie (MS/MS) ......cccccoviiiiiiiiiiiiieennns 49
2.7.0.4 DEIEKCE ...t 50
3 Experimentalni CASt............ccooiiiiiiiiiiiiii 51
3.1 Sledovane aNalyLy ......ccccveieierieieiie e 51
3.2 PouZité pristroje @ pOmMUCKY.......cccoiviiiiiiiiiiiiiiii s 51
3.3 Pouzité chemikAlie........ccoooiiiiiiiiiiieiec e 51
3.4 Pfiprava roztokll standardll ..........c.coceiiiiiiiiiii 52
3.4.1 Priprava zasobnich roztokl analyti (¢ =500 pug/ml) ..o, 52
3.4.2  Pfiiprava zasobniho a pracovniho roztoku deuterovaného MCPA................... 53
3.4.3  Piiprava smésného standardu (¢ =5 pg/ml) ..., 53
3.4.4  Pfiiprava pracovniho roztoku (c = 1 pg/ml) a kalibracnich roztok ............... 53
3.5 OdDEIOVA MISLA ...ttt 53
3.6 Preanalytickd Gprava VZOrkl..........ccoceiiiiiiiiiiiii 54
3.6.1  Filtrace, uprava a uchovani vzorkill...........cccocvriviiieiiniiiici e 54

3.6.2  Zakoncentrovani pomoci SPE eXtrakce.........c.ccouvveiiiiiiiiniiiiiiicecc 55



3.7 GC/MS/MS ANALYZA .....ooiiiiiiicice s 55

3.7.1  Chromatografické podminky ..........ccccuruiiiiiiiiiiiniiieiie e 55
3.7.2  Hmotnostng spektrometrickd detekce..........cooviiiiiiiiiiiiiiiic 56

3.8  Optimalizace podminek derivatizace ..........ccoccvvvviiiiiiiiiiiiee e 57

4 Vysledky a AiSKUZE .........ccooiiiiiic e 59
4.1 OptIMAliZACE SPE ......ccveiie et 59
4.2 Optimalizace GC/MS/MS aNaLYZY .....ccooviiviiiiniiiiiiic e 62
4.3  Optimalizace podminek derivatizace ..........ccoccvvviiiiiiiiiiiiiiiee e 64
4.3.1  Vybér vhodného derivatizacniho ¢inidla..........cccooeeviiiiiiiiiiiiiiie, 64
4.3.2  Vliv doby pulsobeni derivatizacniho €inidla............ccooeriiiiiiiiiiic 64
4.3.3  Vliv ptfidaného mnozstvi derivatizaéniho ¢inidla..........cccccoveiiiiniiinininnne. 66
4.3.4  Teplota deriVatiZaCe.........ccccvveiueiieieeie e 67

4.4  Vyhodnoceni a kvantifikace sledovanych herbicidd ..........c.ccceoviiiiiiiniiien, 67
45 REAINE VZOTKY ...ooiiiiiiee e 70
451 VIIVIMAIICE ..o 70
452  VYtE€Znost SPE eXtrakCe.......ccciviiiiiiiiiiiiiiiiiic 71
453 COV Jaroméf, feky Labe, Upa, Metuje; COV Brno — Modfice a feka Svratka.
............................................................................................................ 72
45.4  Porovnani vysledkt s udaji publikovanymi v literatufe ............cccovevrnnennne 77

O ZLAVEY ..o 80
Seznam POuZitych ZArOJll...........ccocooiiiiiiiiiiii e 81
Seznam pouzZitych zKratek a symbolii..................ccooviiiiiiii . 89
Seznam PIIION ........oooooiiii 90



1 UvVOD

Od nepaméti lidstvo pouzivalo ptipravky k hubeni plevele a hmyzu, aby uchranili svoji
urodu pied skudci a zabranili tak hladomoru a $ifeni chorob. Ztrata plodin a hladomor byly
vyznamnym podnétem pro vyvoj a aplikaci pesticidi. Prvni aplikované piipravky byly
zivocisného nebo ptirodniho ptivodu, jelikoz byly snadno dosazitelné. Se zvySovanim zivotni
urovné rostly i naroky na kvalitu potravin atim padem i naroky na kvalitu a funk¢nost
pesticidi, a jejich pouzivani se stalo nezbytnosti.

Je vsak dulezité zminit, Ze tyto pfipravky, jejich rezidua a degradacni produkty znecistuji
zivotni prostiedi (zejména povrchové a pitné vody, pidu a ovzdusi) a maji neptiznivy dopad
na necilové organismy. Tyto slou¢eniny mohou byt Vv prostiedi vysoce perzistentni a mohou
do jisté miry negativné ovlivnit i zdravi ¢lovéka.

Cilem této prace je stanoveni herbicidi na bazi fenoxykarboxylovych kyselin
v povrchovych a odpadnich vodach. Tyto herbicidy jsou v poslednich letech hojné aplikovany
na zemédelské pady. Patfi mezi rdstové herbicidy snizujici schopnost rostlin udrzet si
vyvazenou hladinu fytohormonti. Dosud nebylo ptesné zjisténo, jak tyto herbicidy pusobi.
Sledované analyty, konkrétné Mecoprop-P, MCPA, Dichlorprop-P, 2,4-D a MCPB patii do
skupiny, ktera je posuzovana z hlediska Normy environmentalni kvality (NEK). Spotieba
MCPA a 2,4-D pievysuje v CR 30 tun roéné.

VétSina postupli pro stanoveni pesticidi ve vodach je =zalozena na ptecisténi
a zakoncentrovani vzorku vody pomoci extrakce tuhou fazi (SPE) nebo extrakce
kapalina — kapalina (LLE) a separaci s vyuzitim kapalinové nebo plynové chromatografie.

V této praci byla optimalizovdna a nasledné pouZzita na realné vzorky technika SPE. Pro
analyzu byla pouzita plynova chromatografie standemovou hmotnostni spektrometrii
(GC/IMSIMS). Vzhledem k nizsi t€kavosti analytd, bylo nutné je pted vlastni analyzou
derivatizovat.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Pesticidy

Pesticidy jsou latky uréené ke kontrole, prevenci, potlaceni, odpuzeni nebo niceni
nezadoucich druhti rostlin, mikroorganismtii nebo Zzivocicht. Patfi sem iregulatory ristu,
defolianty (zpiisobuji opadani listi, pouzivaji se pied sklizni), desikanty (odstranéni vlhkosti),
inhibitory ristu alatky aplikované na potraviny pied transportem apo ném. Niceni
a potlaceni skodlivych Cinitelll je umoznéno schopnosti pesticidii ovliviiovat zékladni procesy
v zivych organismech. Pouziti je nezbytné, pokud vyskyt nezadoucich rostlin a Skiidct mize
negativné naruSit vyrobu, zpracovani, skladovani, pfepravovani a prodej potravin, krmiv,
zemédelskych komodit, dfeva a vyrobkii z néj. V disledku nar@stajiciho mnozstvi hmyzu
a paraziti dochazelo k Sifeni infekci a nakazy, coz ohrozovalo nejen sklizen, ale i1 ¢loveka.
Z tohoto divodu je aplikace pesticidii nezbytna [1,2,9].

Je v8ak dilezité zminit, Ze tyto slouceniny a jejich rezidua znecist'uji zemi, povrchové vody
a stravu. Mezi nejpouzivanéjsi slouceniny patii organochlorované slouceniny, organofosfaty
a karbamaty. Tyto slouceniny se vyznacuji vysokou perzistenci v prostfedi atim mohou
ohrozit zdravi ¢loveka [6,42].

Slozitou problematikou se zabyvaji regionalni orgény a organy statni spravy, vzdélavaci
instituce, neziskové organizace (sdruZeni spotiebitelll, ekologické skupiny), média a Siroka
vefejnost [1].

2.1.1 Zakladni rozdéleni

Pesticidy 1ze rozdé€lit do vice nez 100 skupin (pf. triaziny, organofosfaty, fenoxyalkanové
pesticidy a dalsi). Dalsi mozné rozdéleni je dle biologickych t¢inkd, chemického sloZeni,
zpusobu pusobeni na cilovy organismus a podle spektra uc¢inku [1,22].

Dle biologickych ué¢inki:

o herbicidy — pouzivaji se k hubeni pleveli,

o fungicidy — ptsobi proti chorobam, které vyvolavaji houby a plisn¢, chrani jiz
vzrostlé rostliny,

o insekticidy — ptsobi proti S§kodlivému hmyzu a na jeho urcita vyvojova stadia,

o zoocidy — pusobi proti Zivym organismum: bakteriim — baktericidy, Skodlivym
hlodavcim — rodenticidy, rozto¢im — akaricidy, ¢erviim — nematocidy, skodlivym
meékkysum — moluskocidy, skodlivym ptakim — avicidy, sinicim a fasam — algicidy
[3,4].

Dle povahy tc¢inné latky (chemického sloZeni):
Pesticidy na bazi:

o chlorovanych uhlovodikii (DDT a jeho analogy, lindan, HCH,...),
organickych sloucenin fosforu (parathion, chlorpyrifos, trichlorfon,...),
karbamati (aldikarb, karbaryl,...),
pyrethroidii (cypermethrin, permethrin,...),
fenoxykarboxylovych kyselin (2,4-D, MCPB, MCPA,...),
substituované mocoviny (linuron, diuron, isoproturon,...),

© O O O O
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triazini @ diazini (Cyanazin, atrazin, terbutryn,...),

sloucenin kovii (tributylcin, siran méd’naty, oxychlorid médi,...),
bipyridil: (paraquat, dikquat),

glyfosfatu [2,38].

o O O O

Dle zptisobu piisobeni na cilovy organismus:
o Kontaktni — u¢inna latka zustava na tom misté, na které byla aplikovana (nepronika
do tkan¢ rostlin),
o Systémové — do bunck vstupuji kutikulou listi nebo pomoci kofend, pronikaji
cévnim systémem do celé rostliny, jsou nachylnéjsi ke vzniku rezistence,
o kombinované — kombinace kontaktni a systémové latky [2,29].

Dle spektra tcinku:
o totalni
o selektivni
o sirokospektré [2].

2.1.2 Vyvoj pesticidu

Jiz v davnych dobach se lidé snazili si zajistit dostate¢né mnozstvi potravy a tim zlepSovat
své zivotni podminky. Bojovali s chorobami a se $kudci, ktefi napadali Grodu a zptisobovali
velké ztraty plodin a hladomor. To bylo vyraznym podnétem pro vyvoj pesticidd a jejich
aplikaci na hospodaiské plodiny.

Prvni zaznamenané pouziti pesticidi je piiblizn¢ 4500 let pt.n.l., kdy Sumerové (lid
asijského ptivodu) pouzili sirnatou smés k hubeni hmyzu. Cifiané asi pied 3200 lety pouzivali
rtut’ a arzenové smeési pro hubeni vsi. Jelikoz v té dobé neexistoval chemicky prumysl, musely
byt vyrobky snadno dosazitelné a k dispozici. Pouzivaly se pfirodni anorganické slouceniny
nebo latky zivoc€iSného pivodu. Napiiklad kout byl pouzit proti plisnim a nakazam.
Principem bylo hotfeni né¢jakého materialu (sldma, ryby, hnij). Ohenl byl rozd€lan na miste,
kde foukal vitr smérem do sadu nebo vinohradu a unaseny kout ,,08etfoval* plodiny [15].

Zacatkem 20. stoleti se zacaly pouzivat syntetické anorganické pesticidy a po 2. svétové
valce byla znacna pozornost vénovana organickym pesticidim diky jejich vyborné ucinnosti.
Mezi prvnimi se zacaly pouzivat herbicidy ze skupiny fenoxykyselin, které pomohly zvysit
vynosy obilnin. Ddle byly pouzivany syntetické insekticidy (organofosfaty, chlorované
uhlovodiky,...) a fungicidy. Nejvétsi rozvoj fungicidnich u€innych latek nastal v 70. letech,
¢imz doslo k vyfeSeni vétSiny problémil s houbovymi chorobami, které napadaly zeméd¢lské
plodiny.

Problémy nastaly pii pouziti latek jako je DDT, lindan aj. z divodu jejich vedlejsich
negativnich 0¢inkd. Byl to nepfiznivy dopad na zivotni prostfedi a necilové organismy,
vyskyt nebezpe¢nych rezidui a jejich distribuce nejen do pitné vody, pudy a vzduchu, ale i do
potravin. Mezi dalsi nezadouci ucinky pattily otravy ryb.
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V soucasné dobé jsou kladeny vysoké naroky na vyrobu a pouzivani SetrnéjSich
pesticidnich pfipravki. Cilem je najit takové G¢inné latky, aby jejich vedlejsi negativni G¢inky
byly co nejmens$i. V uvahu ptichdzi i moznost volby alternativniho zplsobu ochrany
(ekologické zemédelstvi, pouziti ptirodnich latek) a vyhledavani u¢inngjsich latek, které maji
stejny efekt, jsou méné skodlivé a lze je aplikovat v mensich davkach [8,13,14,16,17].

2.1.3 Osud pesticidi v Zivotnim prostiedi

Spotieba pesticidii neustale stoupa. V dnesni dob¢ jsou pesticidy aplikovany jiz na 95 %
zemédelské pudy. Zpusob aplikace pesticidii zavisi na tom, v jaké formé byl piipravek
vyroben (posttik, granulat, rozpustny prasek, aerosol, apod.). Z divodu celosvétové rozsahlé
vyroby jsou rezidua pesticidii a jejich metabolity bohaté zastoupeny V potravinach, vodé
I pudé [3,42].

2.1.3.1 Vstup do ekosystému

Do zivotniho prostiedi se pesticidy mohou dostavat hlavné velkoplosnym postiikovanim
poli a lest, zdmérnou aplikaci na vodni hladinu a z odpadnich vod vznikajicich pti vyrobé
pesticidi. Déle splachovanim z pid a erozi. Do vodniho prostfedi se pesticidy dostavaji
hlavné vymyvanim zpiad atmosférickymi srazkami, splachy ze zemédé€lskych ploch,
vypousténim odpadnich vod a pfimou aplikaci. Aplikace pesticidii probiha dle zasad tzv.
spravné zemedélské praxe (GAP), ale 1 pfesto nelze vyloucit kontaminaci jednotlivych slozek
zivotniho prostiedi a dal$ich necilovych organismi [2,3].

Chovani chemickych latek v ekologickych a biologickych systémech je do jisté miry
zavislé na fyzikalné-chemickych vlastnostech dané slouc¢eniny. Mezi dulezité vlastnosti, které
se pouzivaji pii hodnoceni chovani rezidui pesticidl v zivotnim prostiedi, patii [2]:

Rozpustnost ve vodé

o Pesticidy maji velice rozdilné chemické struktury a nejednotné sloZeni. Diky tomuto
faktu je zna¢né€ rozdilna 1 jejich rozpustnost ve vodé. Obecné plati, Ze latky dobte
rozpustné jsou lépe biodegradovatelné (podléhaji hydrolyze, oxidacnim reakcim,...)
apomérné dobfe se vymyvaji z povrchu rostlin. Snadno mohou ptechazet do
vodnich toki nebo ido zdrojii pitnych vod, odkud se ale diky nizsi tékavosti
uvoliuji jen obtizné [42].

o Organochlorované latky jsou rozpustné minimalné (napt. DDT vykazuje hodnoty
rozpustnosti od 1,2 ug-1™ do 100 pg-1™). Vyrazng rozpustngjsi jsou organofosfaty,
kde hodnoty rozpustnosti dosahuji az 1000 mg-1™ [31].

Tlak nasycenvych par

o Pouziva se pro hodnoceni mozného transportu rezidui atmosférou. Rezidua majici
hodnoty tlaku nasycenych par nad 1-107 mPa se nachazeji ve formé par, naopak
pod tuto hodnotu jsou transportovany spolu s pevnymi ¢asticemi [42].
Rozdélovaci koeficient Kow (n-oktanol — voda)
o Tento koeficient vyjadiuje afinitu rezidui k tukim. Ky, je pomér koncentrace
chemické latky v n-oktanolu k jeho koncentraci ve vod€ v rovnovazném stavu
dvoufazového systému.

o Cim ma latka vyS$i hodnotu Koy, tim snaze se kumuluje Vv tukové tkéani zivych
organismil, kde se mohou ve zvySené mife projevit jeji biologické ucinky.
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Adsorpéni koeficient Ky
o Vyjadfuje miru perzistence rezidua v padé a schopnost navazat se na pudni ¢astice.
o Adsorpce do jisté miry zavisi na organickém podilu v sedimentu ¢i v pudé, proto se
nékdy hodnota Kig vztahuje na 1kg organického uhliku anazyva se piadni
adsorpéni koeficient Koc.
o Latky siln¢ vazané (adsorbované nebo absorbované) maji hodnoty Koc vyssi a tim

padem jsou hiife biodegradovatelné, obtizné se vypatuji a velmi malo se uvolnuji do
vodného prostredi.
Biokoncentra¢ni faktor (BCF)
o Tento faktor vyjadiuje pomér rovnovaznych koncentraci rezidua v organismu (ve

specifické tkani nebo celém téle) a ve vode
o Udava se pro hydrofobni pesticidy. Pokud maji hodnotu BCF > 100, povazuji se za
rizikové [31,42].

2.1.3.2 Perzistence v ekosystému

Perzistence pesticidu v ekosystému je vyjadfovana jako tzv. polocas rozpadu.

Polocas rozpadu - doba, béhem které klesne obsah latky v prostfedi na polovinu. Dle
polocasu rozpadu mohou byt pesticidy rozdéleny do tiech skupin:

o Neperzistentni pesticidy — jejich polo¢as rozpadu je mén¢ nez 30 dni (pf. dicamba,
bipyridyly).

o Stredné perzistentni pesticidy — rozkladaji se nejdéle do obdobi vegetace, polocas
rozpadu je 30 — 100 dnti (pf. thiokarbamaty).

o Perzistentni pesticidy — polovinu své koncentrace rozkladaji za vice nez 100 dn
(prometon) [2,27].

Obecné plati, ze latky, jejichz rezidudlni uCinek je delSi nez 12 meésici (pf. atrazin,
simazin), se nazyvaji vysoce perzistentni. Organizace FAO (Food and Agriculture
Organisation) definuje reziduum jako latku, ktera je ptitomna v riznych slozkach (rostlina,
krmivo, voda, pida, potravina) v disledku pouzivani pesticidnich pfipravkt. Pojem reziduum
zahrnuje: metabolity; zbytky pesticidi, které jsou aktivni; reakéni produkty; produkty
degradace, transformace a dekompozice [27].

2.1.3.3 Distribuce v ekosystému

Vstup latky a jeji distribuce Vv Zivotnim prostfedi pifimo souvisi s toxikologickymi ucinky
a jejich mechanismem puasobeni [7]. Je odhadovano, ze pokud pouZzijeme pfipravek na
oSetfeni rostliny, 65 % zasdhne listovou plochu, 25 % zasdhne ptidu a 10 % se odpafi jiz
behem aplikace do atmosféry. Molekuly pesticidii se ve vzduchu vazou na pevné Castice.
Adsorbované na pevné Castice nebo ve formé par mohou byt transportovany na Kkratsi i delsi
vzdalenosti [2].
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Distribuci a akumulaci pesticidi v zivotnim prostiedi neovliviwgji jen fyzikalné-chemické
vlastnosti pesticidnich latek, ale i dalsi faktory, mezi které patii okolni teplota, rychlost vétru,
slune¢ni svit, mnozstvi destovych srazek, druh pady, pfitomnost aktivni biomasy. Rezidua
polarnich pesticidii se mohou ptisobenim desté¢ dostavat z nadzemnich ¢asti rostlin do pudy
aodtud mohou byt transportovany do povrchovych vod, kde mohou byt zachyceny
v sedimentu, nebo do podzemnich vod. Stejné tak pokud je pesticid aplikovan ptimo do pudy.
Obecné mezi potencidlni kontaminanty podzemnich vod patii latky, které jsou méné
adsorbované na pudni ¢astice, maji vysokou mobilitu a jsou v pudé stabilni.

Vysokou tendenci k sorpci maji triazinové pesticidy (atrazin, cynazin), naopak nizky sklon
maji fenylmocovinové pesticidy (linuron, chlorbromuron).

Nejlépe jsou pesticidy zachytavany v jilovych pidach apidach s vysokym obsahem
organickych slozek, nejhiife pak Vpudach pisCitych. Tékavé pesticidy jsou nejlépe
odstranovany z pisCitych avlhkych pud. Vytékani napomaha iteplé a vétrné pocasi
[2,3,12,42].

2.1.3.4 Degradace v ekosystému

Po aplikaci do ekosystému pesticidy degraduji. Neznamena to vsak, ze by doslo k okamzité
eliminaci nebezpeéi. Naopak z piivodné aplikovanych sloucenin se mohou stat toxictéjsi
metabolity. Je proto velmi dulezité znat osud pesticidi v celém ekosystému. K degradaci
dochazi ptisobenim biologickych (mikroorganismy), chemickych (redoxni reakce, hydrolyza)
a fyzikalnich vlivu (teplota, piisobeni svétla) [2,37].

Vliv mikroorganismii

Mikroorganismy Vv prosttedi zajist'uji degradaci, detoxikaci a deaktivaci vstupujicich latek
pomoci dvou biotransformacnich fazi:

1. biotransformacni faze

o probihd za enzymové katalyzy, dochdzi k navazani polarnéjSich skupin (-NHp,
-OH,...), pesticid ziska polarni charakter a stdva se 1épe rozpustnym ve vodé,
2. biotransformacni faze
o vysledkem je neaktivni produkt (je vyloucen) vznikly konjugaci polarniho
metabolitu s glutathionem nebo kyselinou glukuronovou [39,40].

Nekteré mikroorganismy maji schopnost tento neaktivni produkt mineralizovat a vyuzit
naptiklad dusik z s-triazinového kruhu [41].

Rada téchto biotransformaci vede v koneéné fazi k eliminaci pesticidii ze Zivotniho
prostiedi. Napftiklad bakterie rodu Methylosinus u¢inné degraduje karbamatovy pesticid
aldicarb. K u¢inné degradaci cizorodych latek musi mit mikroorganismy pro svou ¢innost
zajistény optimalni podminky (vhodné pH a teplota) [42].

Pudni sorpce
o Patii mezi nejdulezitéjsi faktor ovliviiujici degradaci pesticidi v prostiedi a jejich
sorpci na pudni koloidy. Stupeint sorpce je definovan adsorpcnim koeficientem.
Pesticidy sorbované na pudni ¢astice jsou méné dostupné pro rostliny. Skoro
nepiistupné jsou mikrobidlni degradaci a vyplavovani do hlubsich vrstev pudy.
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o Uginné latky mohou mit charakter kationtii, aniont{, nebo mohou byt bez iontového
naboje. Tim, ze jilové Castice a pudni organické latky maji zaporny naboj (sorpéni
komplex), tak dochazi fyzikalnimi silami k silné adsorpci kationtt. Jako piiklad
muze byt uveden herbicid glyfosfat, jehoz uc¢inna latka je amoniova baze. Naopak
anionty jsou Vv pud¢ sorbovany velmi malo (MCPA). Neutralni pesticidy jsou
zadrzovany v pudnich kapilarach piisobenim mechanickych sil [2,28,31].

Hydrolyza
o Muze probihat jak ve vodé¢, tak v padé. Je ovlivnéna hodnotou pH a kvalitou
organické hmoty. Ve vétsiné piipadd tvofi uhliky z pesticidii zbytkova rezidua
arozklad az na volny CO; je ojedinély.
o Hydrolyzou degraduji naptiklad organofosfaty [28,31].

Fotochemicka degradace (fotolyza) — rozklad vlivem slunecniho zareni
o Nastava pouze na povrchu pudy. Po aplikaci pod ptidni povrch je fotolyza prakticky
vyloucena.
o Muze byt bud’ pfimé — termicky rozklad (napt. degradace karbamati) nebo nepiima
— pusobeni volnych radikalt, které vznikaji ptisobenim slune¢niho zatfeni (napf.
degradace triazint) [28,31].

Vyluhovani

o Vyluhovani je zavislé zejména na rozpustnosti pesticidu ve vod¢, na mnozstvi
gravitacni vody a podilu nekapilarnich pori. Pesticidy adsorbované na pldni
sorpcni komplex se vyluhuji snadno (napf. fenoxykyseliny). Naopak obtizné
rozpustné a tim padem velmi malo vyluhovatelné jsou napfiklad triaziny, které jsou
Vv pidé zadrZovany a vertikdlné se pohybuji jen omezené. Tento fakt se nazyva
aspekt selektivity. Mechanicky zadrzovana rezidua pesticidi neovlivni semena
plodin, ktera jsou zaseta hluboko v pidé¢, ale ovlivni kli¢ici semena pleveld, ktera se
nachazeji v povrchové vrstvé pudy [28,31].

Vytékani, odparovani
o Vytékdni z plidy se uplatiluje pouze za zvySené teploty, ale neplisobi velké ztraty.
Poté, co je pesticid aplikovan, se mize caste¢n¢ odparit, ale po zapracovani do piady
tato moZznost vymizi.
o Vétsi ztraty mohou nastat pii aplikaci postiikll. ZaleZi vSak na okolnich podminkach
[28,31].
Obecné plati, ze anaerobni podminky, nepfitomnost organismi a nizka teplota vedou ke
snizené degradaci pesticidi [28,31]. Osud pesticida v ekosystému zobrazuje Obrazek 1.
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Obrazek 1: Osud pesticidil v prostiedi [2]

2.1.3.5 Negativni ucinky na Zivé organismy a prinik pesticidii do organismu ¢lovéka

Mezi zékladni kritérium, které posuzuje negativni vedlejsi ucinky, je stalost pesticidu.
Extrémné dlouhou dobu rozpadu maji chlorované insekticidy, které mohou v pidé setrvavat
mohou poskodit ledviny a jatra a zpasobit edém plic. Z herbicidd jsou nejstalejsi ty, které
patii do skupiny s-triazini. Jejich doba rozpadu je 1—-2 roky. Méné stale jsou
fenoxykarboxylové kyseliny, které se rozpadaji v fadu mésict, anejméné stalé jsou
karbamaty, jejichz doba rozpadu se pohybuje v fadu tydnu.

Rezidua, produkty a meziprodukty degradace pesticidi jsou v dnes$ni dobé¢ intenzivné
sledovany, vzhledem ktomu, ze mohou piechazet do potravy atim ohrozit ¢lovéka.
Environmentalni problémy (bioakumulace a globalni transport) zplsobuji pfevazné tékavé
nepolarni pesticidy. Nové (polarni) skupiny pesticidii jsou termolabilni, méné tekavé, 1épe se
ve vodé rozpousti a méné se vazou na organicky material (nizsi bioakumulace) [7].

Do organismu ¢lovéka mohou pesticidy pronikat n€kolika zplisoby. Mezi nejcastéjsi patii
pfijem rezidui z pitné vody nebo potravin. Pfi pouzivani pesticidd v souladu s GAP jsou
stanoveny maximalni limity rezidui (MLR), které predstavuji maximalni koncentraci rezidua
pesticidu (mg/kg), kterou je mozno v dané plodin¢ ocekavat. Vyssi naroky jsou kladeny na
potraviny ur¢ené pro détskou vyzivu, jelikoZ zdravotni riziko dietarni expozice pesticidiim je
u déti mnohem vyssi nez u dospélych.

Poté, co cizoroda latka pronikne do organismu, dojde k aktivaci obrannych biologickych
mechanismu, které v mnoha ptipadech vedou k degradaci daného rezidua. V ojedinélych
piipadech muze dojit ke vzniku extrémné toxickych degradacnich produktii (naptiklad
desulfurace parathionu (organofosfat) vede ke vzniku paraoxonu — Obrazek 2.

15



Biotransformace obvykle probiha ve dvou fazich, které jsou popsany v kapitole Degradace
V ekosystemu. Piitomnost xenobiotika v organismu muze vyvolat urcitd zdravotni rizika.
Popisovany jsou ucinky neurotoxické, imunotoxické, karcinogenni, poruchy reprodukce aj.
[41].
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Obrazek 2: Parathion a jeho degradac¢ni produkty [41]

Tabulka 1: Hodnoty LD50 (potkan, mys, kralik) pro parathion a jeho metabolit paraoxon [52]

Parathion Paraoxon

1lné 2 mg/k 1,8 mg/k

LD 50, potkan ) o ne » g o
intravenozné 3,8 mg/kg 0,24 mg/kg

ilné 5 mg/k 0,76 mg/k
LD50, mys DR o L
intravenozné 13 mg/kg 0,53 mg/kg

LD50, kralik dermdalné 15 mg/kg 5 mg/kg
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2.1.4 Problematika vyskytu polarnich pesticidi ve vodnim ekosystému

Od 20. stoleti dochazi k vyraznému narastu latek, které mohou kontaminovat vodni
ekosystém. Je to zplsobeno zejména velkym rozvojem v oblasti primyslovych vyrob
a nartstem pouzivani Sirokého spektra chemikalii a ptipravkd.

Vodni organismy jsou bézn¢ a kontinualné¢ vystaveny velkému mnozstvi chemickych
stresorll. Nepatrnou Cast téchto stresorti tvofi tzv. regulované polutanty, coz jsou latky, pro
které jsou stanoveny nejvyssi pripustné limity. Diky rozvoji analytické chemie a dostupnosti
citlivych metod, je v souasné dobé mozné sledovat piitomnost i téch polutanti, které diive
sledovany nebyly [37].

Pesticidy patii do skupiny znecist'ujicich latek, které jsou ve vodném prostiedi Casto
detekovatelné. VétSina pripravkil je ve vodé Spatné rozpustnd nebo nerozpustna. Jen malé
mnozstvi tradi¢nich pesticidii zistava ve vodni fazi, vétsina se uklada v sedimentech nebo
plaveninach Vv zavislosti na mnozstvi organickych latek [3,14]. Aby bylo mozné pesticidy
aplikovat v pfijatelné form¢€, musi se jejich slozeni upravit ptidavkem emulgatord,
dispergatori nebo rozpoustédel. Aplikovany piipravek je poté smeési vlastni ucinné latky
a dalsich prisad, které mohou byt potencidlnim kontaminantem prostfedi spole¢né s vlastni
aktivni latkou [30].

Polarni pesticidy (nékdy oznaCovany jako moderni) maji pfevazné stfedné hydrofobni
charakter a patii mezi nové typy pesticidi. Pouzivaji se v lesnictvi, zeméd¢€lstvi i mnoha
jinych oblastech [39]. Jak bylo zminéno v kapitole Vstup do ekosystému, hlavnimi
zne€iStujicimi zdroji jsou splachy ze zemédélskych ploch, transport vétrem pfi leteckém
postiiku a Vv neposledni fadé i odpadni vody z osidlenych oblasti, kde se moderni pesticidy
hojné vyuzivaji k eliminaci nadmérného rozsifeni plevele (golfova htisté, parky, zeleznice),
ke kontrole rtstu plevele nebo ochran¢ zdravi (kontrola pfemnozeni hlodavct nebo hmyzu).

Polarni (moderni) pesticidy jsou mnohem méné Skodlivé, nez jejich predchidci
(organochlorové pesticidy, DDT). Je vSak dulezité sledovat jejich obsah v akvatickych
ekosystémech, jelikoz je mohou v ur€it¢ mife negativné ovliviiovat. Napiiklad pouziti
karbamatii a insekticidnich organofosfatovych pesticidii vede k inhibici aktivity nékterych
enzymul (zejména acetylcholinesterazy). V disledku toho jsou tyto pfipravky neurotoxické
pro necilové organismy véetné ryb [37].

P#i manipulaci s pesticidy v blizkosti povrchovych zdroju pitné vody mize dojit k jejich
zasazeni. Pokud k zasazeni dojde, voda se stavad nepouzitelnou pro vodarenské ucely, jelikoz

muze dojit ke vzniku nebezpeci chronické intoxikace. Do povrchovych zdroji pitné vody se
pesticidy nemusi dostavat jenom neopatrnou manipulaci, ale ierozi pudy, kdy dojde
K prostupu pesticidl skrz zeminu. Riziko kontaminace podzemnich zdroju je podstatné nizsi,

ato diky menSim sorpénim schopnostem pudy. Nelze vSak vyloucit prinik pesticidd do
spodnich vrstev pidy. Omezené pouziti piipravka v ,,pasmech hygienické ochrany vodnich
zdroji (PHO)“ patii mezi hlavni opatieni, které zabraiiuje znehodnoceni vody. Ddle je na
strankach UKZUZ (Ustiedni kontrolni a zkuSebni ustav zemé&délsky) zvefejnén ,,Seznam
registrovanych prostfedkli na ochranu rostlin“ ve kterém jsou uvedeny latky, které nesmi byt
Vv konkrétnim PHO pouzity [5,28].
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Znecisténi vodnich zdrojii rezidui pesticidd je v dnesni dobé jeden z vyznamnych podnéth
pro zachovani audrzitelnost zivotniho prostfedi. Problematika pesticidi ve vodnim
ekosystému je aktualni i z hlediska subletdlni koncentrace pesticidi a jejich metabolitl, které
maji negativni vliv na ryby, vodni prostiedi a na potravni fetézec. Nejhorsi dopady na vodni
prostiedi anecilové vodni organismy zpusobuji organofosfaty, triaziny, karbamaty,
chlorované uhlovodiky, slouceniny kovi a pyrethroidy [8,13]. V Tabulce 2 jsou uvedeny
jednotlivé typy pesticidii a ucinné latky, které jsou ve sladkovodnich ekosystémech casto
detekovatelné.

Tabulka 2: Typy casto detekovatelnych pesticidi ve sladkovodnich ekosystémech [37]

Pesticidy Hlavni vyuZiti Casto detekovatelné latky
Triaziny Herbicidy atrazin, simazin, terbutylazin, terbutryn, hexazion
Chloracetanilidy Herbicidy acetochlor, metolachlor, alachlor, metazachlor
, Insekticidy diazinon, malation, chlorpyrifos,
Organofosfaty .. L .
Herbicidy glyfosfat a jeho metabolity AMPA

Kvarterni amoniové soli Herbicidy chlormequat, diquat, paraguat
Derivaty kyseli .

crivaty Kyse my, Herbicidy MCPA, 2,4-D, bentazon
chlorfenoxyoctové
Karbamaty Fungicidy karbaryl, benomyl
Pyrethroidy Insekticidy cypermethryn

2.1.5 Spotieba pesticidi

V celosvétovém méfitku je k dispozici vice nez 800 G¢innych latek pesticidd, z toho se
v Ceské republice kazdy rok pouZije pfiblizné 250 druhi u¢innych latek. Nejvétsi vyznam
maji herbicidy — tvoii 70 % celosvétové produkce, dale insekticidy (20 %) a fungicidy (10 %)
[2,29].

Spotieba uc¢innych latek se v poslednich letech pohybuje okolo 5,3 tisice tun za rok, coz je
oproti roku 2000, kdy byla spotieba 4,3 tisice tun mirny narast (Graf 1). Je nutné zminit, Ze
spotieba pesticidll v aktudlnim roce je ovlivnéna vyskytem Skidcti plodin a chorob, coZ se
méni dle mnozstvi srdzek a teploty béhem celého roku.

Od roku 2012 dochazi k pozvolnému poklesu spotieby ptipravkli na ochranu rostlin, a to
diky snaze chrénit Zivotni prostfedi a sniZovat negativni vlivy vzniklé v diisledku pouZivani
plodin ajejich nasledné sklizni. V roce 2014 ¢&inila v Ceské republice celkova spotfeba
ucinnych latek 5 008 tun [5,29].
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Graf 1: Celkova spotieba piipravki na ochranu rostlin v letech 2000-2014, Ceska republika [5]
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V Tabulce 3 je znazornéna celkova spotieba piipravki na ochranu rostlin (2010 — 2014,
CR), ktera je piepoctena na jednotku kilogram nebo litr uginné latky na hektar zemé&délské
pudy (kg/ha). Tato jednotka se pouziva pro porovnani spotieby piipravki [5].

Tabulka 3: Spotieba piipravki na ochranu rostlin v letech 2000-2014, Ceska republika [5]

Rok 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007
kg/ha 1,005 1,026 1,097 1,019 0,993 1,018 1,079 1,201
Rok 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014
kg/ha 1,282 1,123 1,221 1,323 1,354 1,309 1,191

Nasledujici graf (Graf 2) znazoriiuje spotiebu jednotlivych druhl pesticidi. Spotieba je
uvedena v aplikovaném mnozstvi (kg, 1) na 1 hektar zeméd¢lské pudy. V roce 2014 bylo
aplikovano 0,551 kg/ha herbicidt a desikanti coz je oproti roku 2013, kdy bylo aplikovano
0,620 kg/ha snizeni 011,1 % [5]. Jak bylo zminéno vySe, spotfeba zavisi ina pocasi
v prubéhu roku. Mirné snizeni spotieby pesticidnich pfipravki je vSak pozitivni fakt v ohledu
na zivotni prostiedi.
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Graf 2: Spotieba piipravkil na ochranu rostlin v letech 2010-2014, Ceska republika [5,29]
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V nasledujicich tabulkach (Tabulka 4 a 5) je uvedeno vzdy 15 pesticidd, které byly v roce
2014 nejpouzivangjsi v Jihomoravském a Kralovehradeckém kraji. Dale jsou v tabulce
uvedena spotfebovand mnoZstvi sledovanych analytii za rok 2014. Pro ndzornost je uvedena
I spotieba ucinné latky v kg (I) za 1 rok. Je zfejmé, ze mezi nejpouzivanéjsi pesticidy patfily
herbicidy, dale fungicidy a v mensi mife insekticidy.

Tabulka byla sestavena ze statistickych dat zvefejnénych na strankach UKZUZ [5].
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Tabulka 4: Spotieby nejvice pouzivanych pesticidi v Jihomoravském kraji v roce 2014 [5]

o Spotieba Biologicka )
U¢inna latka e Skupina
(kg, I/rok) ucinnost
1. Glyfosfat 95 518,6 herbicid organofosfat
2. Sira 48 945,0 fungicid anorganicka
slou¢enina
3. Folpet 25 261,5 fungicid ftalimid
4, Pethoxamid 24 220,3 herbicid amid
5. Prochloraz 234314 fungicid amid
6. Chlorpyrifos 22 485,5 insekticid organofosfat
7. Terbuthylazin 20442,8 herbicid triazin
8. Tebukonazol 195935 fungicid konazol
9. Metazachlor 141141 herbicid anilid
10.  Pendimethalin 9906,5 herbicid dinitroanilin
11. Dimethenamid-P 8 877,8 herbicid amid
12.  Fosetyl-al 8 294,3 fungicid fosfat
13. Mankozeb 7182,0 fungicid dithiokarbamat
14, 24D 71577 herbicid | Jenoxvoctova
kyselina
15.  Metamitron 6 985,7 fungicid triazinon
MCPA 2 890,5
Dichlorprop-P 541,3 herbicid” fenoxyo_ctovd
Mecoprop-P 342,3 kyselina
MCPB 105,0

* . . r r r .. v s
Pesticidy sledované v této prdci jsou oznaceny kurzivou.
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Tabulka 5: Spotfeby nejvice pouzivanych pesticidi v Kralovehradeckém kraji v roce 2014 [5]

o Spotieba Biologicka )
U¢inna latka e Skupina
(kg, I/rok) ucinnost
1. Glyfosfat 60 112, 9 herbicid organofosfat
5 Chlm:mekvét 40 880.2 regoulétor kva.rter,ni o
chlorid rustu amoniova sil
3. Tebukonazol 12 159,2 fungicid konazol
4, Metamitron 11 994,7 fungicid triazinon
5. Prochloraz 11987, 1 fungicid amid
6. Chlortoluron 11614,4 herbicid mocov.m.ovy
herbicid
7. Chlorpyrifos 8871,3 insekticid organofosfat
8. Metazachlor 7 326,6 herbicid anilid
9. Pendimethalin 7012,9 herbicid dinitroanilin
10.  Chloridazon 6 907,4 herbicid pyridazon
11.  Terbuthylazin 6 052,9 herbicid triazin
12.  Kaptan 5169,1 herbicid, ftalimid
fungicid
13.  Mankozeb 5138,9 fungicid dithiokarbamat
14.  Fenmedifam 4 758,0 herbicid karbamat
15.  Ethomufesat 4705.1 herbicid benzofurany|
mesylat
MCPA 3579,3
2,4-D 2758,8 ,
Mecoprop-P 85574 herbicid” | /enowociovd
Dichlorprop-P 185,5 kyselina
MCPB 23,41

* . . r r r .. v s
Pesticidy sledované v této prdci jsou oznaceny kurzivou.

2.1.6 SloZeni a oznaceni pesticidi
Pesticidy obsahuji u¢inné latky, které je mozno formulovat do tzv. ptipravku na ochranu
rostlin. Ptipravek na ochranu rostlin je tvofen zjedné ivice biologicky aktivnich latek.

Soucasti jsou jesté inertni piisady, které zlepSuji manipulaci a zesiluji plisobeni U€innych
latek. Tato smés tvoii snadno aplikovatelnou formu a jeji pouziti je bezpecné.

Kazdy pesticidni ptipravek ma svlij obchodni nazev, pod kterym je zaregistrovan
anasledné distribuovan. V Ceské republice je mozno pouZivat a prodavat pouze ty pesticidni
pfipravky, které jsou uvedeny v ,Registru pfipravkd na ochranu rostlin“. Tento registr
spravuje a vydava Ustfedni kontrolni a zkusebni ustav zem&délsky — UKZUZ.
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Cinnosti v oblasti ,,piipravkil na ochranu rostlin vykonava Odbor p¥ipravkii na ochranu
rostlin. Mezi tyto ¢innosti patii posouzeni, zda jsou splnéna kritéria pro povoleni pfipravku
a dalSich prostiedkli na ochranu rostlin, zajistovani hodnoceni G¢innych latek dle natizeni
Evropské komise, zajist'ovani kontrol spole¢né s itvary UKZUZ pii uvadéni ptipravku na trh,
spravovani ufedniho registru ptipravkli na ochranu rostlin a vydavani osvédceni zpusobilosti
fyzickych a pravnickych osob k provadéni zkousek pripravka dle zasad spravné pokusnické
praxe [4,5].

2.1.7 Bezpecna prace s pesticidy

Agentura pro ochranu Zivotniho prostfedi (US EPA) zhodnocuje a minimalizuje rizika
pouzivani pesticidii v ohledu na cilové organismy, Zivotni prostfedi a lidské zdravi. Zabyva se
slozenim pesticidl, druhem a intenzitou pouziti a posuzuje, zda mize byt ptipravek pouzit, ¢i
bude vyrazen. Spolecnost, ktera chce zaregistrovat piipravek, musi ptedlozit informace
0 zdravotnich rizicich pesticidd vcetné karcinogennich, reprodukénich, neurologickych
efektt, akutnich a chronickych ucinkti. Zaregistrované pesticidy jsou z hlediska bezpecnosti
pravidelné kontrolovany [18].

Aby bylo pouziti pesticidii u¢inné a bezpe¢né pro osoby, zvifata i Zivotni prostiedi, je nutné
dodrzovat informace uvedené na Stitku obalu. Na §titku je zaroven uvedeno i registraéni Cislo.

Registracni Cislo maji pouze ty pesticidy, které jsou schvalené a vyhovuji predepsanym
normam. Dale $titek obsahuje informace, k jakému tcelu je pfipravek schvéalen, pro koho je

uréen (bézny uzivatel, primyslovy uzivatel), zda je nutné pii pouziti pouzivat osobni
ochranné pomucky, jak spravné piipravek pouzivat, aby nedoslo k poskozeni Zzivotniho

prostiedi a fauny (naptf. thyn ryb). Pii pouziti pfipravkil a dodrzovani vySe uvedenych
informaci by nemélo dojit ke zdravotnim problémtim. Pokud ano, je dilezité vyhledat 1ékate
a sdélit mu registracni ¢islo, nazev vyrobku a u¢innou slozku [10,31].

Svétova zdravotnicka organizace WHO (World Health Organization) klasifikuje pesticidni
latky na zaklad¢ jejich akutni toxicity do péti skupin (Tabulka 6). Toxicita je definovana jako
Skodlivy ucinek pesticidi a rozd€luje se na akutni nebo chronickou. Akutni toxicita je pro
¢lovéka dana tzv. letalni davkou (LD50). LD50 udava mnozstvi ptijatého toxikantu (mg/kg
hmotnosti testovaného jedince), pfi jehoZ poziti uhyne 50 % testovanych jedinct. Chronicka
toxicita definuje denni davku urcitého pesticidu (mg), ktera je pfijatelna pro clovéka. Pred
uvedenim na trh je nutné, aby byl kazdy pesticid podroben toxikologickému vyzkumu [35].

Tabulka 6: Rozdéleni pesticidnich latek dle jejich nebezpeénosti [34]

LD50 pro laboratorniho potkana [mg/kg]
Slovni hodnoceni latek
Oralng Dermalné
Extrémné nebezpecné <5 <50
Vysoce nebezpetné 5-50 50-200
Stiedn¢ nebezpecné 50-2000 200-2000
Malo nebezpecné >2000 >2000
Pravdépodobné bezpetné >5000 >5000
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2.2 Herbicidy

Herbicidy patii mezi fytotoxické latky, které se vyznacuji svym selektivnim Skodlivym
ucinkem na rostliny a Siroce se vyuzivaji zejména k hubeni plevelu [43,45]. Zasahuji do
fyziologickych procest probihajicich v rostliné a pferuSuji nebo zpomaluji normélni vyvoj
a rast. Biochemismus fyziologickych funkci rostlin fidi rostlinné hormony (auxiny, giberliny).
Maji za tikol regulovat rist rostlin, tvorbu a opadavani listt [45].

Zakladni rozd€leni:

o Selektivni (vybérové) — vykazuji Skodlivy ucinek jen na urCity druh rostlin,
pouzivaji se k hubeni plevelll v zahradnictvi a zemédélstvi.

o Totalni (neselektivni) — slouzi k uplné likvidaci vSech druhii rostlin, pouzivaji se
k hubeni nezadouci vegetace na nezemédélskych plochach [45].

Aplikace herbicidnich ptipravki je méné nakladna nez ostatni moznosti eliminace rostlin
a pomérn¢ nenaro¢nd na lidskou praci. Je vSak nezbytné nutné spravné volit dobu aplikace,
dodrzovat doporucené davkovani a brat v tvahu i meteorologické podminky. Pii nevhodném
pouzivani se mohou vyskytnout rizika spojend S poskozenim péstované plodiny, negativni
ucinky na osoby pracujici s pfipravky a v urCité mife dochazi i k zatizeni Zivotniho prostiedi
a kumulaci rezidui v potravinach. Z hlediska spravného pouzivani herbicidii je dalezité znat
jejich mechanizmus pusobeni [43,45].

2.2.1 Herbicidy na bazi fenoxyalkanovych kyselin

V ramci této diplomové prace byly ke sledovani vybrany herbicidy ze skupiny
fenoxyalkanovych kyselin, konkrétné:

o 2,4-D (obchodni nazev ptipravku: Dicopur D, Mustang,...),
o Dichlorprop-P (Duplosan DP),

o MCPA (Agritox, Aminex, Boxix,...),

o MCPB (Tropotox, Butoxene),

o Mecoprop-P (Duplosan KV, Optica,...).

Vlastnosti latek a divod vybéru jsou podrobnéji popsany v kapitole 2.2.1.2. Vlastnosti
a mechanismus pusobeni vybranych herbicidu. Tyto herbicidy se pouZivaji k u€innému
hubeni dvoudéloZznych pleveld, hefmanku, lopuchu, pampeliSek, merliku, Stoviku a pchace.
V CR se jich roéné aplikuje v praméru kolem 200 tun. Nejéastdji se pouZivaji k oSetfeni
obilovin, pastvin a k apravé okoli sinic. Pusobi systémové a maji Sirokospektralni ucinek.
Narusuji latkovou vyménu, zpomaluji rist podzemnich inadzemnich ¢asti rostlin a tim
rostlina postupné uhyne. Castym projevem jsou riizné deformace rostlin, jako je krouceni
lodyh a listt [2,74].

Z pohledu chemického slozeni, jsou tyto herbicidy pevné latky s nizkou tekavosti.
V zemédélstvi se aplikuji ve formé soli (pievazné Na* nebo K*) nebo amindi rozpustnych ve
vodé. Pro pouziti v lesnictvi jsou pfevedeny na estery rozpustné v podobném rozpoustédle
nebo petroleji [42].
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Nejcastéji pouzivané jsou 2,4-D (2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina) a MCPA ((4-chloro-2-
methylfenoxy)octova kyselina). Méné pouzivané jsou Mecoprop-P ((R)-2-(4-chloro-2-
methylfenoxy)propanova kyselina), Dichlorprop-P ((2R)-2-(2,4-dichlorfenoxy) propanova
kyselina) a MCPB (4-(4-chloro-2-methylfenoxy)butanova kyselina. Béhem poslednich deseti
let spotieba pesticidti mirn¢ klesla (Graf 3). Nejvétsi pokles ¢ini u pripravku MCPA.

Graf 3: Spotieba vybranych pesticidi v CR, 2004-2014 [5]
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Z grafu je ztejmé, ze v roce 2009 byla u vyse zminénych pesticidl spotieba vyrazné nizsi
nez v roce 2008. Tento fakt mohl byt zplisoben tim, ze od 1. zafi 2008 byla aplikovana nova
pravidla (narizeni ¢. 396/2005/ES), ktera mé¢la za cil zvysit bezpe¢nost potravin v celé EU.
V ramci bezpe€nosti vSech skupin spotiebiteli (napt. kojencl, déti, vegetarianll) byla
vypracovana databaze, kterd umoziiuje vyhledat MLR (maximalni limit rezidui — horni
hranice koncentrace rezidui pesticidi legalné ptitomnych Vv potraviné nebo v krmivu)
jakéhokoli pesticidu v kterékoli plodiné¢ [35]. Druhym méné vyraznym aspektem mohl byt
pokles zpisobeny pocasim, které se zcasti V daném roce podili na mnozstvi aplikovanych
pesticidnich piipravkd.
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2.2.1.1 Vyvoj herbicidi

Se zvySujici se intenzitou zemédé€lstvi byla v minulych letech vénovana znacna pozornost
problematice v oblasti regulace plevelti. Re$enim mélo byt zavedeni chemickych latek
oznacovanych jako herbicidy. Jako prvni chemicka latka (1896) pouzita k regulaci pleveli
Vv obilninach byla modra skalice (siran médnaty). V dalSich letech byly zkouSeny siran
zeleznaty (zelena skalice — dodnes se pouziva k odstranéni mechu ze sportovnich travnik),
chlore¢nan sodny a kyselina sirova. U téchto latek byla selektivita k obilovinam horsi. Navic
byly pouzivany jako selektivni, pfitom jejich mechanismus pusobeni selektivni nebyl. Mezi
prvni, Iépe degradovatelny organicky herbicid patfilo dusikaté vapno, které se pouzivalo
soucasné i jako hnojivo. V 30. letech 20. stoleti byl objeven dinitro-o-kresol, ktery ovsem
vykazoval silné toxické G¢inky na zivé organismy [43,44].

Velky obrat nastal na zacatku 40. let 20. stoleti, kdy byly objeveny herbicidni uc¢inky
syntetickych auxinti 2,4-D, MCPA a 2,3,5-T. Auxiny patfi do skupiny rostlinnych hormont,
které jiz v malych koncentracich podporuji prodluzovéani bunck. Velky podil na vyvoji téchto
latek méla 2. svétova valka, jelikoz tyto ptipravky byly vyvinuty tajné, jako mozné chemické
zbrang. 2,4-D byla totiz jednou z ingredienci ve smési nazyvané ,,Agent Orange* Siroce
pouzivané jako defoliant béhem valky ve Vietnamu. Byly to prvni velmi G¢inné a opravdu
selektivni herbicidy. V 50. letech 20. stoleti byly objeveny triaziny. Jako prvni byl na trh
uveden simazin av prubéhu dalSich let atrazin, terbuthylazin a terbutryn. Ve svété jsou
nekteré triazinové pesticidy pouzivané dodnes. V Evrop€ je jejich pouzivani postupné
omezovano a zakazovano zdlivodu zatizeni prostiedi ajejich vysoké perzistence
Vv ekosystému. Mezi dalsi hojné vyuzivané herbicidy patfily chloracetamidy (alachlor,
metolachlor) a herbicidy na bazi substituované mocoviny (diuron, chlortoluron). Tyto jsou
v Evropé téz postupné omezovany z divodu vysokého zatizeni podzemnich vod [43,44].

Vyvoj novych pesticidi je finanéné nakladny proces. Jedna se totiz o dlouhodobou
investici. Doba, kdy je objevena herbicidni vlastnost chemické latky a jeji zavedeni na trh
muze byt vrozmezi 8-10 let, pfitom patentova ochrana je jen 20 let. Vidina finan¢ni
navratnosti béhem tak kratké doby (10-12 let) je pouze v pfipad¢ SirSiho, nejlépe
celosvétového uplatnéni pesticidu na trhu [43,44].

2.2.1.2 Vlastnosti a mechanismus piisobeni vybranych herbicidi

V ramci této prace maji byt sledovany polarni pesticidy v povrchovych a odpadnich
vodach. Jako cilova sledovana skupina byly vybrany herbicidy na bazi fenoxykalkanovych
kyselin a to z toho divodu, ze vybrané latky maji ur¢eny hodnoty NEK a jsou v povrchovych
vodach sledovany. V potaz byla brana i doba odbéru vzorki (jaro 2016), coz je doba, kdy jsou
sledované herbicidy aplikovany na zemédélskou plidu (od bfezna), tim padem by se mély
v povrchovych a odpadnich vodach vyskytovat ve zvySenych koncentracich.

Sledované analyty patfi mezi rastové herbicidy, které jsou vyrabény synteticky a funguji
jako rostlinné hormony auxoidni povahy. Tyto syntetické auxiny jsou na rozdil od auxinii
ptirodniho ptvodu v rostlinach spatné degradovany a zpusobuji, Ze rostliny nejsou schopny
udrzet vyvazenou fytohormonalni hladinu. Dosud neni pfesn€ popsano, jak tyto herbicidy
pusobi. Predpoklad je vSak takovy, ze neplisobi pouze v jednom misté, ale ovliviiuji zaroven
nekolik biochemickych procesi, které probihaji v rostlinnych buikach.
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Poskozeni rostliny probihd ve tfech po sobé¢ jdoucich fazich:

1. Po aplikaci dochazi ke stimulaci fotosyntézy a v disledku zvyseni koncentrace K" ionttl
dojde k otevieni pruduchid, zvySi se aktivita RNA polymerazy, syntéza proteinti
a mRNA.

2. Tyden po aplikaci dochazi k nekontrolovanému bunéénému déleni a ristu (rust
postrannich vyhonk a kotent, sristani). Objevuji se deformace stonku a lista.

3. Do deseti dnli po aplikaci herbicidu dochéazi vlivem destrukce bunéénych membran
k nekr6zam, ucpavani vodivych pletiv a rostlina postupné odumira [74].

Vybrané herbicidy mohou negativné ovliviiovat necilové druhy rostlin a organismt jiz
v malych koncentracich. Naptiklad Siroce vyuzivany 2,4-D pusobi cytotoxicky, poskozuje
strukturu DNA, pferuSuje syntézu peptidi a spole¢né s 2,4,5-T vykazuji karcinogenni
a teratogenni Uc¢inky. Jsou dobfe rozpustné ve vod¢é a pomérné rychle se vymyvaji z puady.
V ekosystému maji vétSinou relativné kratkou zivotnost (biologicka degradace), pouze
MCPP-P se degraduje pomaleji [74].

V nasledujicich tabulkach (7-11) je uveden vycet sledovanych analytt spole¢né s jejich
obecnymi a fyzikalné-chemickymi vlastnostmi, v Tabulce 12 pak jejich toxikologické
vlastnosti.

Tabulka 7: Obecné a fyzikalné-chemické vlastnosti herbicidu 2,4-D [32,46,56]

Trivialni nazev 2,4-D Chemicky vzorec
Chemicky nazev 2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina CsHsCl,04
Cislo CAS 94-75-7 Strukturni vzorec
Pouziti obiloviny, travy, ovocné stromy
Ucinek herbicid, regulétor riistu
Rozpustnost ve vode | 27 600 mg/l (25°C) Cl
pKa 2,9
Henryho konstanta 1,3-10"° Pa-m*/mol (25°C) D—CHE—CK
Polocvcvzs rozpadu 34 ol OH
Vv pude (dny)
Koc 46

Metabolit

Obdobi pouziti latky 2,4-D

¢ ¢ & ¥ & & & & & & 2 0
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Tabulka 8: Obecné a fyzikalné-chemické vlastnosti herbicidu Dichlorprop-P [32,46,56]

Trivialni ndzev Dichlorprop-P

Chemicky vzorec

(2R)-2-(2,4-dichlorfenoxy)

Chemicky nazev . i
propanova kyselina

CgHgCIzOg

Cislo CAS 15165-67-0 Strukturni vzorec
Pouziti obiloviny, travy
Ucinek herbicid 1
Rozpustnost ve vode | 130 000 mg/1 (25°C)
CH,

pKa 2,91 JHD
Henryho konstanta 5,6-10° Pa-m*/mol (25 °C) O el

Ny A
Polocas rozpadu 1 Cl IL OH
Vv pude (dny)
Koc 16

Obdobi pouditi latky dichlorprop-P Metabol |ty
SR TR TR R K TN SN R 2,4-dichloranisol
Tabulka 9: Obecné a fyzikalné-chemické vlastnosti herbicidu MCPA [32,46,56]
Trivialni nazev MCPA Chemicky vzorec
R (4-chloro-2-methylfenoxy)octova
Chemicky nazev . CoHoClO3
kyselina

Cislo CAS 94-74-6 Strukturni vzorec

o obiloviny, travy, ovocné stromy,
Pouziti ) . .

vinna réva, luskoviny, Zeleznice
Ucinek herbicid, regulator rlistu Cl
Rozpustnost ve vode | 29 390 mg/1 (25°C)
pKa 3,09 &
5 3 o O—0CH,—C

Henryho konstanta 5,5-10™ Pa-m*/mol (25 °C) 5
Polocas rozpadu 15 CH, OH
Vv pude (dny)
Koc 74

Obdobi pouditi latky MCPA

N

¢ ¢ @ F & & & & & & R

Metabolit

4-chlor-2-methylfenol
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Tabulka 10: Obecné a fyzikalné-chemické vlastnosti herbicidu MCPB [32,46,56]

Trivialni ndzev MCPB Chemicky vzorec

Chemicky ndzev 4-(4-chloro-2- , . C11H13CIO;
methylfenoxy)butanova kyselina

Cislo CAS 94-81-5 Strukturni vzorec

Pouziti luskoviny, jetel, jeCmen

Uéinek herbicid

Rozpustnost ve vode | 4 400 mg/1 (25°C)

pKa 4,82 Jp

Henryho konstanta | 3,0-10° Pa-m*mol (25 °C) O_CHz_CHz_CHz_C\

Polocas rozpadu . CH, OH

Vv pude (dny)

Koc 108

Obdobi pouZiti latky MCPB

Metabolity

LJ-.II
e F ¢ & F & & F & & 0

MCPA — 4-chlor-2-methylfenol
4-chlor-2-methylfenol
MCPB methyl ester, HMCPA*

*4-chloro-2-hydroxymetylfenoxyoctova kyselina

Tabulka 11: Obecné a fyzikalné-chemické vlastnosti herbicidu Mecoprop-P [32,46,56]

Trivialni nazev Mecoprop-P (MCPP-P)

Chemicky vzorec

(R)-2-(4-chloro-2-

Chemicky ndzev
o methylfenoxy)propanova kyselina

C10H1:CIO;

Cislo CAS 16484-77-8 Strukturni vzorec
Pouziti obiloviny, picniny, cukrova fepa
Ucinek herbicid 1
Rozpustnost ve vodé 869 mg/1 (25°C)
pKa 3,44 ?Hi} xﬁD
Henryho konstanta 5,7-10"° Pa-m*/mol (25 °C) il
Polocas rozpadu 20 CH, IL \DH
Vv piide (dny)
Koc 119

Obdobi pousiti litky MCPP-P (mecaprop-P) Metabolit

mil | B

& ¢ ¢ o & & & & @ & N0

4-chlor-2-methylfenol
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Tabulka 12: Toxikologické vlastnosti vybranych herbicidt [32,46,56]

. ] . . . | Kontaminant
e Zarazeni dle Vyhlaska . Endokrinni i
Uc¢inna latka . Karcinogen . podzemnich
WHO ¢. 232/2004 Sb. disruptor
vod
mirné Xn (zdravi L, L L
2,4-D L, . L mozZny podezieni potencialni
nebezpecny Skodlivy)
. malo Xn (zdravi L, L o
Dichlorprop-P - y L mozny neevidovano potencialni
nebezpecny Skodlivy)
malo Xn (zdravi L, L L
MCPA L, y . mozny neevidovano | neevidovano
nebezpecny Skodlivy)
malo , . S
MCPB . neuvedeno mozny neevidovano | neevidovano
nebezpecny
Mecoprop-P malo L, L o
L neuvedeno mozny neevidovano potencialni
(MCPP-P) nebezpeény

Z hlediska ekotoxikologického, byly pfi perordlnim podani piipravku 2,4-D savclim,

pozorovany piiznaky zévazné otravy, jako je svalova slabost, kiece, poruchy koordinace
vedouci k ochrnuti, a to zejména zadnich koncetin. Vysoké davky mohou puisobit na CNS,
zpomalit dychani, nasledné¢ koma a smrt [42]. V Tabulce 13 jsou pro vybrané herbicidy
uvedeny hodnoty LD50, v Tabulce 14 pak obecné informace o jejich metabolitech.

Tabulka 13: Hodnoty LD50 (potkan) vybranych herbicidt [52]

e LD50 (potkan, oralné) LD50 (potkan, dermalné)
Ucinna latka
[ma/kg] [ma/kg]

2,4-D 375 1500
Dichlorprop-P 825 4000
MCPA 700 1000
MCPB 680 —
Mecoprop-P (MCPP-P) 1050 4000
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Tabulka 14: Obecné vlastnosti a toxicita metabolitd [32,56]

Chemicky ndzev 2,4-dichlorfenol Strukturni vzorec
Chemicky vzorec CsH.CI,0 OH
Cislo CAS 120-83-2 Cl
Rozpustnost ve vodé 4500 mg/I
LD50 LD50
Toxicita (mys, oralng) (potkan, oraln¢)
1276 mg/kg 47 mg/kg Cl
Chemicky ndzev 4-chlor-2-methylfenol Strukturni vzorec
Chemicky vzorec C,H,CIO OH
Cislo CAS 1570-64-5
Rozpustnost ve vodé 4000 mg/I CHa
LD50 LD50
Toxicita (mys, intravendzné) (mys, oralng)
56 mg/kg 1320 mg/kg Cl
Chemicky ndzev 2,4-dichloranisol Strukturni vzorec
Chemicky vzorec C,HsCI,O OCH3
Cislo CAS 553-82-2
Rozpustnost ve vodé 1288 mg/I
Toxicita - Cl Cl
Chemicky nazev | MCPB methyl ester Strukturni vzorec
Chemicky vzorec | Ci13H17ClO;
Cislo CAS 10443-70-6 Cl
Rozpustnost ve
5 10 mg/I
vodé /O\H/\/\O/EP/
LD50 LD50
Toxicita (mys, oralng) (potkan, oraln¢) ©
1160 mg/kg 1420 mg/kg
Chemicky ndzev HMCPA Strukturni vzorec
Chemicky vzorec CoHoCIO, o oH
Cislo CAS 6386-63-6 )k/o
Rozpustnost ve vodé - HO
Toxicita - o
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2.2.1.3 Adsorpce a desorpce vybranych herbicidi

Adsorpce a desorpce patii mezi kliCové procesy, které ovliviiuji retenci pesticida a jejich
transport skrze pudni profil do podzemni vody. Ve vlhké piade¢, v zavislosti na jeji pH, dochazi
k hydrolyze soli a estert fenoxyalkanovych kyselin za vzniku aniontd a neutralnich molekul.
Piikladem muze byt MCPA, které ma hodnotu pKa = 3,09. V pudé, ktera ma pH =4, je 89 %
slouceniny zastoupeno ve formé aniontu a zbylych 11 % jako neutrdlni molekula. MCPB
(pKa =4,82) je vroztoku, ktery ma pH =4 zastoupen z 87 % jako neutralni molekula
az 13 % ve formé aniontu, pii pH =5 je 17 % neutrdlni molekula a 83 % ve form¢ aniontu
apii pH =7 je 100 % slouceniny zastoupeno ve form¢ aniontu. Z téchto hodnot vyplyva, ze
zmény pH mohou ovliviitovat miru sorpce a rychlost degradace téchto herbicidi.

Na zakladé Henryho konstanty je mozné urcit rychlost vypafovani dané slouceniny. Tyto
konstanty jsou pro sledované herbicidy nizké (Tabulky 7-11), tim padem jsou jen slabé
tékavé. V zivotnim prostfedi mohou byt perzistentni tyden az mésic. Jejich degradace zavisi,
jak jiz bylo zminéno vySe, hlavné na pH prostiedi. Velmi rychle se rozkladaji v pfitomnosti
kysliku a snadno podléhaji fotodegradaci [56].

2.2.1.4 Degradace vybranych herbicidi

Degradace herbicidi na bazi fenoxyalkanovych kyselin je primarné biologicky proces.
Bylo pozorovano, ze ve sterilizovanych ptidach degradace probihala minimalné nebo vibec.
Rychlost degradace zavisi na druhu a mnozstvi mikroorganismu v ptid¢, obsahu organickych
latek, na obsahu zivin a vody, na teploté, vlhkosti a pH. V kyselych pudach se herbicidy
degraduji pomaleji. Je to zplsobeno tim, ze kyselé pudy obsahuji méné mikroorganismu
(nepfiznivé podminky pro Zivot).

Mikrobialni degradace probiha v prvnim kroku rozstépenim etherové vazby za vzniku
degrada¢nich meziproduktt 2,4-dichlorfenolu nebo 4-chlor-2-methylfenolu (Obrazek 3) [56].

2,4-D MCPA

(R)-Dichlorprop / (R)-Mecoprop

\OH OH /
g eauy

cl c \ (S)-Mecoprop

2,4-DB MCPB

(S)-Dichlorprop

Obrazek 3: Vznik degradacnich meziproduktti v disledku rozstépeni etherové vazby [56]
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Nasledujici kroky mikrobidlni degradace meziprodukti jsou znazornény na Obrazku 4.
V mnoha piipadech miize byt vyslednym produktem CO, [56].

OH
R chlorfenol " GooH
liyd(;oi;?éza OH lliaztedc_hol ; COOH  dichlormukonat HooG o
——— ~-dloxygenazd | cvkloizomeraza = ~—0
———————————i
o —
cl R cl R
Cl R

i!4i1Cthh£01fﬂ&?llf | 2 4-dichlorkatechol 2.4-dichlormukunova kysverlina ) cis-2-chlordienlakton

-Chlor-2-methyliceno 4-chlor-2-methylkatechol 4-chlor-2-methylmukonova kyselina cis-2-methyldienlakton
karboxymethylen
butenolidaza
COCH COCH
maleylacetat COOH
COOH reduktaza
Citratovy cyklus —-—
-~ 2
O R o} R
3-chlor-5-oxo oktanova kyselina 2-chlormaleylacetat
3-methyl-5-oxo okténova kyselina 2-methylmaleylacetat

Obrazek 4: Mikrobialni degradace meziprodukti (ptelozeno z [56])

2.2.1.5 Legislativa

V ramci pouzivani pesticidnich ptipravkl je nutné dodrzovat kromé spravné zemédélské
praxe (GAP) i ptisné piedpisy, které¢ maji za cil chranit jak ekosystémy, tak lidské zdravi.

Ptipravek 2,4-D byl povolen a schvalen pro pouziti vyhradné jako herbicid 21. zaii 1995
Narizenim komise (ES) ¢. 2230/95 spoleéné s MCPA, Mecopropem a Mecopropem-P.
Provadecim narizenim komise (EU) 2015/2033 byla platnost pouziti 2,4-D prodlouzena do
31. prosince 2030. Pfi pouziti 2,4-D nad 750 g/ha je nutno vénovat zvlastni pozornost riziku
pro suchozemské organismy, vodni organismy a spotiebitele [47,48]. Smeérnice komise
2005/57/ES prodluzuje pouzivani schvalenych pifipravki MCPA a MCPB vyhradné jako
herbicida do 30. dubna 2016 [51].

Dichlorprop-P byl uveden na trh 1. ¢ervna 2007 Smeérnici komise 2006/74/ES. Pted timto
datem byla pouzivana latka Dichlorprop (obsahuje chiralni uhlik). Tato latka obsahovala
racemat, tzn. levotoCivy i pravotoCivy enantiomer chirdlni slouceniny. Bylo zjisténo, Ze
herbicidni u¢inky ma pouze R-enantiomer (Dichlorprop-P) a S-enantiomer (Dichlorprop) je
neaktivni. Strukturni rozdil téchto dvou pfipravkt je uveden na Obrazek 5. Piipravek je
mozné pouzivat pouze jako herbicid a to do 31. kvétna 2017 [49,50].

ﬁ%

Dichlorprop Dichlorprop-P
(S-forma) (R-forma)

Cl

Obrazek 5: Strukturni vzorce Dichlorpropu a Dichlorpropu-P [52]
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Mecoprop je pripravek pouzivany od 21. zaii 1995. Do roku 2011 byl tento ptipravek
pouzivan stejné jako Dichlorprop ve formé racematu (levotoCivy 1 pravotoCivy enantiomer).
Od roku 2012 se pouziva jiz jen R-enantiomer (Mecoprop-P), jelikoz bylo zjisténo, Ze pravé
tato forma ma herbicidni u¢inky [47,51]. Na Obrazku 6 jsou znazornény struktury téchto dvou
ptipravkt. Mecoprop byl Smérnici evropského parlamentu a rady 2008/105/ES zatazen mezi
latky podléhajicimu piezkumu pro piipadnou identifikaci jako prioritni latka nebo prioritni
nebezpecna latka [20].

CH, H,C 0
HCm,, O 0
/’l/i OH
CH,
o) OH cl cl

Mecoprop Mecoprop-P
(S-forma) (R-forma)

Obrazek 6: Strukturni vzorce Mecopropu a Mecopropu-P [52]

K hodnoceni ekologického stavu byly Narizenim viady ¢. 23/2011 urCeny Normy
environmentalni kvality pro zneciSt'ujici latky. Mezi né patii i sledované herbicidy. Konkrétni
hodnoty NEK jsou uvedeny v Tabulce 15 [24].

V ramci Evropské unie se tyto herbicidy pouzivaji hlavné k ochran¢ obilovin a obvykle se
aplikuji v mnozstvi od 0,8 do 1,8 kg aktivni slozky na hektar zeméd¢lské pud [56].

Tabulka 15: Normy environmentalni kvality pro vybrané ukazatele uréené pouze k hodnoceni
ekologického stavu/potencialu [24]

v Norma environmentalni
Ukazatel Cislo CAS Jednotka .
kvality (NEK-RP*)
2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina 94-75-7 ug/l 0,1
Dichlorprop-P 15165-67-0 ug/l 0,1
MCPA 94-74-6 pg/l 0,1
MCPB 94-81-5 pg/l 0,1
MCPP 93-65-2 pg/l 0,1

*Prumeérna hodnota je rocni aritmeticky primer
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2.3 Pravni predpisy tykajici se rezidui pesticidi a jejich metaboliti, ochrana
vod

Ceska republika vstoupila 1. kvétna 2004 do Evropské Unie a tim ji vznikla povinnost Fidit
se evropskou legislativou. Evropska unie vydala Ramcovou smérnici 2000/60/ES Evropského
parlamentu a Rady (novelizovana smérnicemi 2013/39/EU a 2008/105/ES), kterou stanovuje
ramec ¢innosti Spolecenstvi v oblasti vodni politiky. Touto smérnici jsou stanovena ,,Opatieni
proti znecisStovani vod jednotlivymi zneCist'ujicimi latkami nebo jejich skupinami, které
predstavuji vyznamné riziko pro vodni prostfedi nebo jeho prostfednictvim, a to v¢etné rizik
pro vody vyuzivané k odbéru pitné vody [19]“. Dale je zde upiesnéna strategie k predchazeni
a omezovani znecisténi podzemnich vod, kde je cilem dosazeni dobrého chemického stavu.
Clenské staty Evropské Unie jsou povinny viechna nezbytna opatieni, ktera vedou ke snizeni
zne€isténi vod, dodrzovat [19].

Smérnice Evropského parlamentu a Rady 2008/105/ES (nabyla platnost 16. prosince 2008)
pojednavd o ucincich na vodni prostiedi, jako je napiiklad akumulace v ekosystému,
bezprostiedni a dlouhodoba toxicita pro vodni organismy, Ubytek biologické rozmanitosti
a ohrozeni lidského zdravi. Ze smérnice vyplyva, Ze je nutnosti zajistit pficiny znecisténi
atesit problematiku emisi pfimo u zdroje, a to ekologicky a ekonomicky nejucinnéjSim
zpusobem. V piiloze ¢. 1 této smérnice je uveden seznam 33 prioritnich latek nebo skupin
latek, u kterych je nutné pfijimat opatieni. Z toho 20 ldtek bylo oznaCeno za prioritni
nebezpecné latky, pticemz je zZadouci, aby Clenské staty provedly nezbytnéd opatieni s cilem
postupné zastavit a odstranit jejich vypousténi, emise a tniky [20].

Pro vSech 33 prioritnich latek jsou uréeny Normy environmentalni kvality (NEK), které
udéavaji mezni koncentraci dané latky, ktera by neméla byt piekrocena z divodu ochrany
zivotniho prostiedi a lidského zdravi. Mezni koncentrace se urCuje ve vodé, sedimentu nebo
zivém organismu. NEK je stanovena bud’ jako ro¢ni primérné NEK (RP-NEK) z davodu
ochrany lidského zdravi a Zivotniho prostfedi pii dlouhodobé expozici, nebo jako nejvyssi
ptipustna koncentrace NEK (NPK-NEK) z diivodu ochrany pfi kratkodobé expozici. Vybrané
pesticidni latky z prilohy ¢. 1 2008/105/ES a jejich hodnoty NEK (z nafizeni vlady ¢. 23/2001
Sb.) jsou uvedeny v Tabulce 16 [20].

Tabulka 16: Normy environmentalni kvality pro nékteré pesticidy [20]

Nazev prioritni latky Cislo CAS RP-NEK [ng/l] NPK-NEK [ng/l]
Alachlor 15972-60-8 0,3 0,7
Atrazin 1912-24-9 0,6 2,0

3 | Chlorfenvinfos 470-90-6 0,1 0,3
Chlorpyrifos
4 2921-88-2 0,03 0,1

(Chlorpyrifos-ethyl)

Cyklodienové pesticidy:

Aldrin* 309-00-2

5 | Dieldrin* 60-57-1 ¥ =0,01 nepouZije se*
Endrin* 72-20-8
Isodrin* 465-76-6
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6 | para-para-DDT* 50-29-3 0,01 nepouzije se'
7 | Diuron 330-54-1 0,2 1,8

8 | Endosulfan 115-29-7 0,005 0,01

9 | Hexachlorbenzen (HCB) 118-74-1 0,01* 0,05

10 Hexachlorcyklohexan 608-73-1 0,02 0,04

(HCH)

11 | Isoproturon 34123-59-6 0,3 1,0

12 | Pentachlorbenzen 608-93-5 0,007 nepouZije se'
13 | Pentachlorfenol 87-86-5 0,4 1

14 | Simazin 122-34-9 1 4

15 | Trifluralin 1582-09-8 0,03 nepouZije se'
16 | Terbutryn 886-50-0 0,065 0,34

! Je-li NPK-NEK oznacena jako , nepouzije se*, pak se hodnoty RP-NEK povazuji za takové, které chrani
odvozené na zdakladé bezprostiredni toxicity (prevzato ze Smérnice 2008/105/ES)[20].

* Tato latka neni latkou prioritni, ale jednou z ostatnich znecistujicich latek, pro néz jsou NEK shodné s témi,
jez byly stanoveny V pravnich predpisech pouzivanych pred dnem 13. ledna 2009 (prevzato ze Smérnice
2008/105/ES)[20].

Pozn. Latky oznacené kurzivou jsou identifikovany jako prioritni nebezpecné latky (prevzato ze Smérnice
2008/105/ES)[20].

Smérnice Evropského parlamentu a rady 2013/39/EU (nabyla platnost 12. srpna 2013)
roz§ifuje dosavadni seznam prioritnich latek o dalsich 12 [21].

Ochranou vod se zabyva i Smérnice Evropského parlamentu a Rady 2006/11/ES (nabyla
platnost 15. Unora 2006) o zneciStovani nckterymi latkami vypousténymi do vodniho
prostiedi Spolecenstvi. Smérnice stanovuje dva seznamy latek. Seznam | byl uréen na zakladé
toxicity, bioakumulace a perzistence vybranych latek ve vodé. Vyjimku tvofi latky, které jsou
biologicky neskodné, anebo se v tyto latky rychle pfeménuji. V Seznamu Il jsou uvedeny
latky, které maji Skodlivy G¢inek na vodni prostfedi s tim, Ze tento G€inek mlZe byt omezen
jen na urcitou oblast a mize zaviset na misté vyskytu a vlastnostech vod, do nichz je latka
vpusténa [22].

Seznam I i Il jsou v ramci Ceské legislativy obsazeny v priloze ¢. 1 zakona ¢. 254/2001Sb.
O voddch (vodni zakon) [23]. V oblasti ochrany vod CR je tento zakon hlavnim legislativnim
nafizenim.

V Ceské republice jsou latky ze Seznamu I nazyvany jako ,prioritni nebezpedné latky*
a latky spadajici do Seznamu Il jako ,,prioritni latky”. Ukazatele ahodnoty piipustného
zne€isténi prioritnich a prioritnich nebezpeénych latek jsou uvedeny v ,,narizeni vlady (nabylo
platnost 22. prosince 2010) ¢. 23/2011 Sh. o ukazatelich a hodnotach ptipustného znecisténi
povrchovych vod a odpadnich vod, naleZitostech povoleni vypousténi odpadnich vod do vod
povrchovych a do kanalizaci a o citlivych oblastech, ve znéni nafizeni vlady ¢. 229/2007 Sb.
a ¢. 23/2011 Sh.* Toto natizeni je soucasti vodniho zakona (¢. 254/2001) [23,24].
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Jakost pitnych a teplych vod v CR #di Smeérnice Rady 98/83/ES (nabyla platnost
3. listopadu 1998) o jakosti vody urcené k lidské spottebé. Cilem je ochrana lidského zdravi
ptfed negativnimi G€inky zneciSténych vod, zajisténi zdravotné nezdvadné a Cisté vody urcené
k lidské spotiebé. V Casti B této smérnice jsou mezi chemickymi ukazateli uvedeny i limity
pro pesticidy (Tabulka 17) [25].

Tabulka 17: Hodnoty maximalni povolené koncentrace pesticidi v pitné vodé, Smérnice Rady
98/83/ES [25]

Pesticidy 0,10 ng/l Pesticidy celkem 0,50 ng/l
Hodnota ukazatele plati pro kazdy jednotlivy pesticid. | Vyrazem ,,pesticidy celkem® je myslen soucet vSech
Vyjimku tvofi aldrin, dieldrin, heptachlor jednotlivych pesticidl zjisténych a kvantifikovanych
a heptachlorepoxid, kdy je stanovena hodnota pii monitorovacim postupu.
ukazatele 0,030 pgl/l.

Pozn.: Termin ,,pesticidy” zahrnuje: organické insekticidy, herbicidy, fungicidy, nematocidy, akaricidy,
algicidy, rodenticidy, slimicidy, pribuzné pripravky (veguldtory ristu) a jejich prislusné metabolity, produkty
rozkladu a reakcni produkty.

Aby v ramci EU dochazelo k fungovani vnitiniho trhu a nebyly kladeny piekazky obchodu
s produkty v ramci ¢lenskych statt, bylo nutno stanovit maximalni limity rezidui (MLR)
pesticidii v potravinach a krmivech. Tyto limity jsou uvedeny v ,Narizeni Evropského
parlamentu a Rady ¢ 396/2005 (nabyla platnost 23. Unora 2005) o maximdlnich limitech
rezidui pesticidii v potravinach a krmivech rostlinného a Zzivocisného ptivodu a na jejich
povrchu a o zméné smérnice Rady 91/414/EHS*. Smérnice Rady 91/414/EHS (nabyla platnost
15. Cervence 1991) uvadi, Ze by méla byt dana ptednost vetfejnému zdravi pred pouZitim
pripravkll na ochranu rostlin. Je tedy nutné zajistit, aby rezidua ptfedstavujici nepiijatelné
riziko pro ¢lovéka nebo zvifata nebyla v plodinach pifitomna. Hodnoty MLR by mély byt
v souladu s GAP stanoveny na takové hodnoty, které neohrozuji zranitelné skupiny (déti
a nenarozené déti) [27].

2.4 Stanoveni pesticidi ve vodach

V této praci byla pro analyzu povrchové vody pouzita voda z ek Kralovéhradeckého
a Jihomoravského kraje. Konkrétné byly odbéry provedeny v okoli mésta Jaroméft, které lezi
na soutoku tfi fek: Upy, Metuje a Labe. Déile byla analyzovana povrchova voda z feky
Svratky pred a pod COV Modfice. Odbérové mapky a podrobnéjsi popisy mista odbéru jsou
uvedeny v kapitole 3.5.

Pro analyzu odpadni vody byly pouzity vzorky z COV Jaroméi a COV Brno.

2.4.1 Meésto Jaromér

Jaromét se nachazi v Kralovehradeckém kraji, ptiblizn€ 20 km od krajského mésta Hradec
Kralové (okres Nachod) v nadmoiské vySce 255 m. n. m. Soucasné zde Zzije piiblizné
13 000 obyvatel. Méstem protéka feka Labe, do které se vléva nejprve feka Upa, nasledné
feka Metuje.

Labe prameni v Krkonosich na Labské louce v nadmoiské vysce 1384 m. n. m. a patii
mezi nejvétsi feku Ceské republiky [70].
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Reka Upa taktéz prameni v Krkonosich, konkrétng v Upavské rageling pod Snézkou.
Z Krkonos te¢e prevazné jihovychodnim smérem az k Ceské Skalici. Pobliz Ceské Skalice
byla vystavéna vodni nadrz Rozkos, ktera je napajenou pravé vodou z feky Upy. Od Rozkose

se Upa klikati smérem k Jaroméfi a na #i¢nim kilometru 179,8 se z levé strany vléva do Labe
(Obrazek 7) [70].

Obrizek 7: Soutok fek Labe a Upy

Reka Metuje prameni severné od AdrSpachu v blizkosti hranic s Polskem. Odtud tede na jih
pfes Nové Mésto nad Metuji smérem k Jaroméfi, kde se na ficnim kilometru 177,3 vléva
zleva (na fotce zprava) do Labe (Obrazek 8) [70].

Obrazek 8: Soutok fek Labe a Metuje
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2.4.2 Problematika polutanti na COV

Jak jiz bylo fe¢eno v kapitole 2.1.3.1, pesticidy mohou do prostfedi vstupovat riznymi
cestami. Nicméné mezi vyznamné zdroje pesticidii ve vodnim prostfedi patii vypousSténé
odpadni vody. Na COV piitékaji nejriizngjsi smési latek ze zdravotnictvi, pramyslu,
domaécnosti, zemé&délstvi atd. Hlavnim problémem je, e soudasné COV nebyly ve své dobé
konstruovany na odstranovani novych typt polutanti. Jejich G¢innost je proto v mnoha
ptipadech nedostate¢nd. Bylo prokdzano, Zze bcéhem procesu cisténi jsou rizné latky
odbourdvani s velkymi rozdily. Nékteré mohou byt odbouravany s ucinnosti bez mala par
procent, jiné naopak s u¢innosti az 99 %.

Bylo pozorovano, ze néktera léciva (diklofenak, erytromycin) a pesticidy (diazinon,
atrazin) jsou na COV odbouravéany jen velmi méalo (méné nez 40 %). V ramci &istirenského
procesu mohou z pavodnich polutantti vznikat metabolity nebo mize dochazet ke Sté€peni
konjugovanych metabolitl, které jsou z organismu vylouceny, a tim padem dojde k uvolnéni
puvodni latky.

To, Vjaké mife jsou polutanty na COV odbouravany, zavisi na fyzikalné-chemickych
vlastnostech (polarita, stabilita, rozpustnost, biodostupnost,...), struktufe latky a na kapacité,
parametrech a konkrétnich technologii pouzivanych na COV. Miru odbouravani polutanti
ovliviiuje 1 stafi kalu, rocni obdobi, teplota a pfitomnost dalsich latek. Proces odbouravani je
zpravidla uginngji, pokud jsou na COV zatazeny pokro¢ilé metody docisténi odpadnich vod.
Ptikladem muze byt sorpce na aktivni uhli, membranové procesy, ozonace, reverzni osmoza
a nanofiltrace nebo pouziti bioreaktoru [37,58].

Pti vypousténi precisténé odpadni vody do akvatického ekosystému velmi zalezi na poméru
objemu odtokovych vod k objemu vody (prutoku) v recipientu, tedy na mife nafedéni.
U menSich toki je vliv zbytkového znecisténi na organismy vysSi. Mulze dochazet
I k sezonnim rozdilim. Napiiklad v zimnim obdobi muZze byt koncentrace v povrchovych
vodach odlisné nez v [1ét€. V disledku nizsich teplot jsou biodegradacni pochody pomalejsi.
Roli zde hraje i sraZkovy uhrn. V obdobi sucha mize dojit ke zvysSeni koncentrace polutantt
v disledku snizeni pritoku v recipientech odpadnich vod [37].

2421 COV Jaromé¥

Provozovatelem COV Jaromét (Obrazek 9) je spole¢nost Méstské vodovody a kanalizace
s.r.o. Jaroméf. V letech 1993-1996 zapocala samotna vystavba a do trvalého provozu byla
COV uvedena vroce 1996. Na COV jsou jednotnou kanalizaci piivadény primyslové,
splaskové, dest'ové a balastni vody. Nejvétsim zneciStovatelem je provozovna KSK Bono
Vv Hefmanicich, ktera se zabyvéa vyrobou krmiv pro psy. Odpadni vody z této provozovny
predstavuji polovinu celkového zatizeni, pficemZ jejich zneCiSténi je vEétSi nez zneciSténi
v odpadnich vodach ptivedenych z mésta, ale je lehce biologicky odbouratelné.

COV Jaroméf je feSena jako mechanicko-biologicka s dlouhodobou aktivaci a s ¢asteénou
stabilizaci kalu. Hygienizace kalu je provadéna hydratem vapenatym, coz v podstaté
nahrazuje Uplnou stabilizaci kalu.

Celkovy pocet obyvatel pfipojenych na kanalizaci ¢ini 12 848, z toho 12 035 je pfipojenych
na COV. Aktualné je COV Jaroméf dimenzovana na 35 000 EO. V soudasné dobé je na COV
ptivadéno do 200 t BSKs/rok, coz odpovida 9 000 EO.
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Mnozstvi vypousténych odpadnich vod do recipientu (feka Labe) nepfesahuje
2 000 000 m®/rok. Primérné mnoZstvi vypousténych vod z COV ¢&ini 69,5 1's?, maximalni
povolené mnozstvi je 134 1-s™ [77].

Tabulka 18: Hodnoty zne¢isténi na piitoku a odtoku z COV [77]

Ukazatele Jednotka Piitok Odtok
BSK; (s potlac. nitrifikaci) mo/l 297,1 2,69
CHSK¢, mg/I 831,5 24,7
NL mg/I 263,9 12,0
N-NH, mg/I 34,4 0,68
N anorg. mg/I 35,6 4,26
Peelk. mg/I 8,26 1,9

Znecisténi na odtoku je pfiblizné 5x nizsi nez projektem predpokladané hodnoty.

Obriazek 9: COV Jaromét

2.4.22 COV Modfice

Modficka cistirna byla do provozu uvedena v roce 1961. Fungovala v rezimu klasické
dvoustupniové ¢istirny S anaerobni stabilizaci kalu. S rozvojem mésta doslo v 80. letech
k latkovému a hydraulickému pfetizeni a bylo nutno COV rozsitit. V 90. letech vzrostla
poptavka okolnich vesnic po napojeni na kanaliza¢ni systém mésta Brna a vzniklé ptetizeni
jiz nebylo mozné fesit dalsimi dil¢imi upravami, proto COV v roce 2003 prosla celkovou
rekonstrukci a rozsifenim. Nésledoval jednolety zkuSebni provoz a do trvalého provozu byla
uvedena 1. 1. 2005. V roce 2009 doslo k optimalizaci provozu a tim i K navyseni kapacity
0 vice nez 20 %.
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Aktualné je maximalni kapacita COV Modfice 515 000 EO. Celkovy podet obyvatel, ktefi
trvale bydli v obcich nebo v &astech obci odkanalizovanych na COV Modiice &inil
(k1.1.2014) 434282, ztoho bylo 421152 obyvatel piipojenych na kanalizaci. Pfi
pramémém  zne¢isténi 60 g BSKs-obyv.-den™ &ni polet piipojenych ekvivalentnich
obyvatel (EO) 429 998 [53,54].

Do Cdistirny odpadnich vod v Modrficich jsou systémem kanaliza¢nich stok (pfevlada
gravitacni zpisob odvadéni) pfivadény odpadni vody z mésta Brna, ale i z Sirokého okoli.
Konkrétné jsou na COV kromé Brna napojeny jesté mésta Kufim a Modfice a obce Ceska
U Brna, Slapanice, Slapanice-Bedfichovice, ZeleSice, Moravské Kninice, Ostopovice,
Liptivka, Ponétovice, Rozdrojovice a Podoli [53].

Pramémé mnozstvi vypousténych vod z COV ¢&ini 1950 I's, maximalni povolené
mnozstvi je 4 222 I'st. Za jeden kalendaini mésic dojde v priméru k vypusténi 5 127 tis. m
Recipientem je feka Svratka.

Z vody, kterd natéka na COV Brno-Modfice, jsou odebirdny vzorky, ze kterych je po
rozboru provedena bilance zne¢isténi na natoku na COV. Tato bilance slouzi ke stanoveni
vyuziti kapacity COV (Tabulka 19) [53,54].

Tabulka 19: Hodnoty zne¢isténi na piitoku COV a limity vypousténého zneéisténi v ramci trvalého
provozu COV Brno-Modfice [54]

Koncentrace na
Ukazatele Jednotka | P¥itok Odtok odtoku z COV
pripustnd | maximalni
Celkové mnozstvi odpadnich vod m*/den 102 380 - - -

o Splaskové vody m°*/den 46 512 - - -

o Primyslové a ostatni vody m*/den 22 085 - - -

o Srazkové a balastni vody m*/den 33783 - - -
BSKjs kg/den 25 800 431 15 mg/I 30 mg/I
CHSK, kg/den 66 547 2621 75 mg/I 125 mg/I
NL kg/den 32 045 884 20 mg/I 40 mg/I
Neelk. kg/den 5744 743 10 mg/I 20 mg/I
Peeik. kg/den 704 44 1 mg/l 3 mg/l

COV Modtice disponuje mechanicko-biologickym stupném ¢isténi. Blokové schéma je
uvedeno v Piiloze 1. Na Obrazku 10 je celkovy letecky pohled na COV.
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Obrazek 10: Celkovy pohled na COV Modtice [53]

2.5 Metody stanoveni

2.5.1 Preanalyticka tiprava vzorki

K uspésnému stanoveni rezidui pesticidt je nutno zvolit vhodnou techniku izolace analytu,
jelikoz vétSina realnych vzorkd obsahuje latky, které neni mozné stanovit piimo pomoci
chromatografickych technik. Uprava vzorkti pired vlastni analyzou je tedy nezbytna,
pfedev§im kvilli odstranéni nezadoucich latek, zakoncentrovani sledovaného analytu
z matrice, zlepSeni chromatografickych vlastnosti analytt amezi detekce. Mezi
nejpouzivanéjsi techniky izolace analyti z kapalnych matric patii extrakce tuhou fazi (SPE),
extrakce kapalina-kapalina (LLE) a mikroextrakce tuhou fazi (SPME) [63,66]. Tyto techniky
jsou popsany v nasledujicich kapitolach.

2.5.1.1 Extrakce tuhou fizi (SPE)

SPE je technika, ktera je stile vice vyuzivand k Gpravé vzorku pted vlastni analyzou.
Vyhodou je pouziti jen malého mnozstvi organickych rozpoustédel (Casto toxicka
anebezpetnd), ucinné zakoncentrovani analytu i1 vysokd vytéZnost. SPE je nejCastéji
vyuzivana k extrakci stiedné t€kavych nebo netékavych analyti z kapalnych vzorkd. Lze ji
pouzit i na vzorky pevné, musi vSak byt pfed vlastni extrakci rozpuStény ve vhodném
rozpoustédle.

Dalsi vyhodou SPE kolonek je piecisténi vzorku (odstranéni nezadoucich latek rusSicich
stanoveni) a selektivita k riznym druhtim sledovanych analyti. Na trhu je k dispozici velky
vybér riznych sorbentii a velikosti kolonek (LC-18, ENVI™-18, ENVI-Florisil,
ENVI-Carb, ...). Je totiz dulezité vybrat pro danou analyzu ten nejvhodné;si produkt [65].
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2.5.1.1.1 Princip

Prvnim krokem je tzv. kondicionace (nejcastéji promytim methanolem), kdy dojde
k aktivaci funk¢nich skupin sorbentu. Nasledné je kolonka pfipravena k pouziti.

V druhém kroku je postupné nanesen vzorek. Je velmi diilezité zvolit optimalni rychlost
prutoku vzorku kolonkou, kvili kvantitativnimu zachyceni analytu.

Dalsim krokem je eluce interferujicich latek rozpoustédlem, ve kterém sledovany analyt
neni eluovan. Pokud je analyt slabé sorbovan, mtize byt tento krok vynechan.

V posledni kroku je provedena eluce analytu pomoci rozpoustédla o vhodné eluc¢ni cile.
SPE miize byt realizovana manualné i automatizovan¢ [8,65].

1. Kondicionace 3. Vymyti interferujicich
SPE kolonky 2. Naneseni vzorku analytil 4. Eluce analytu
|

- “
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= =
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Obrazek 11: Princip SPE extrakce [65]
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2.5.1.2 Extrakce kapalina-kapalina (LLE)

Tato technika je zaloZend na rovnovazné distribuci latky mezi dvé vzijemné nemisitelné
faze (vodna a organickd). Cilem je pfevést co nejvetsi podil latky A do organické faze, ze
které mtze byt analyt izolovan nebo V ni mize byt stanoven. Rozpoustédlo se voli dle povahy
latky. Pro latky nepolarni se pouZiva i nepolarni rozpoustédlo. Plati zde pravidlo: ,,Podobné
V podobném se rozpousti.*

Herbicidy na bazi fenoxyalkanovych kyselin patii mezi vysoce polarni slouCeniny, které
jsou dobife rozpustné ve vode¢ a vodnych roztocich, ale mdalo rozpustné v polarnich
organickych rozpoustédlech (jsou v disociované formé¢). Pred vlastnim stanovenim téchto
herbicidil je vZdy nutné okyselit vodnou fazi, aby doslo k pfestupu nedisociovanych molekul
do organické faze. Jako vhodna rozpoustédla je mozné pouzit aceton nebo dichlormethan,
avSak vysledna vytéznost extrakce je mnohem mensi nez technika SPE [72].

2.5.1.3 Mikroextrakce tuhou fizi (SPME)

SPME (Solid Phase Microextraction) je Gi¢inna sorpcné/desorpcni technika izolace analytu
Z raznych matric. Vyhodou je jednoduchost pouziti (eliminace potieby pouziti organickych
rozpoustédel), operativnost (zZadné komplikované aparatury), snadnd reprodukovatelnost
a kratky ¢as potfebny pro izolaci analytu.
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Principem je sorpce vzorku na vhodné vlakno pokryté polymerem. Vlakno je ukryto v duté
ocelové jehle SPME drzaku. Vlastni sorpce analytu probihd do dosazeni rovnovazného stavu,
ktery je ovlivnén tloustkou a typem polymeru, jez pokryva kiemenné vldkno. Semivolatilni
latky se 1épe sorbuji na ten¢i vrstvu polymeru, t€kavé naopak na vrstvu silnéjsi. Tato metoda
je pouzitelna v kombinace s plynovou i kapalinovou chromatografii. Pfed vlastni analyzou je
nutné optimalizovat podminky izolace (typ vlakna, polarita vlakna, ptidavek soli a pH,
extrakéni mod,...).

Na trhu je v dnesni dobé dostupna piiblizn¢ desitka typu SPME vlaken s riznou sbérnou
fazi a tloustkou vrstvy. Analyty je mozné vzorkovat bud’ extrakci na vlakno z rovnovazné
plynné faze, nebo ponofenim vlakna ptimo do vzorku [63].

2.5.2 Derivatizace

Aby bylo mozné vzorky analyzovat s co nejvysSi presnosti, je nutné vybrat vhodnou
analytickou metodu. V této prace byla pouzita analyza pomoci GC-MS/MS. Kyselé herbicidy
nejsou tékavé, proto je nutné jejich tékavost pred vlastni GC analyzou zvysit, a to pomoci
derivatizace.

Derivatizace se obvykle provadi aZ po zakoncentrovani a preciSténi vzorku. Cilem je zvysit
tékavost, termostabilitu a analytickou odezvu analytii. Dle povahy sledovaného analytu je
nutné zvolit vhodnou derivatizacni techniku a ¢inidlo. Derivatiza¢ni ¢inidlo je tvoieno ze
dvou ¢asti. Organicka ¢ast urcuje vlastnosti vysledného produktu a reaktivni skupina zajistuje
navazani organického fetézce na analyt.

Kyselé herbicidy byvaji z vody nejéastéji extrahovany organickymi rozpoustédly a teprve
potom derivatizovany. Nej€astéji se pfi analyze téchto slouc¢enin pomoci GC pozZivaji tyto
derivatizacni reakce: silylace, acylace, alkylace a esterifikace [68].

2.5.2.1 Silylace

Principem je nahrazeni kyselého vodiku —OH, —SH nebo —NH skupiny silyl derivatem.
Tento druh reakce se vyuziva pro polarni analyty o nizké tékavosti (napt. analyty s fenolovou
skupinou). Vysledkem jsou teplotné stalé, méné polarni a t€kavé derivaty. Zavedeni silylové
skupiny do struktury polarnich analytti zlepSuje ptesnost, reprodukovatelnost, citlivost
arozliSeni analyzy. Volba silylacniho ¢inidla zavisi na jeho reaktivité, selektivité ke
konkrétnim analytiim a stabilité derivati.

Nize zminéna reakce (2-1) naznacCuje nukleofilni atak silyl donorové skupiny na atom
kysliku.

analyt—OH + R,Si— X —vzorek—O—-Si—R, + HX (2-1)

Silylové derivaty jsou velmi citlivé na pfitomnost vlhkosti ve vzorku. Pfi kontaktu s vodou
dochdzi krozpadu TMS ¢inidla i derivatu. Tyto problémy je moZno minimalizovat
nadbytkem rozpoustédla nebo derivatiza¢niho ¢inidla.

Doba derivatizace je zavisld na konkrétni sloucenin€, kterda ma byt derivatizovana. Aby
byla derivatizace co nejefektivngjsi, je nutno zajistit vhodné podminky derivatizace. Mezi
parametry, které je nutno optimalizovat, patii: spravny vybér a objem derivatiza¢niho cCinidla,
vhodné rozpoustédlo, teplota a reakéni doba derivatizace [69].
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2.5.2.1.1 MTBSTFA (N-terc-butyldimethylsilyl-N-methyl trifluoroacetamid)

Derivatiza¢ni ¢inidlo MTBSTFA (Obrazek 12) produkuje pfi reakci s kyselym vodikem
analytu stabilni t-BDMS (terc-butyldimethylsilyl) derivaty. Pouziva se k derivatizaci
primarnich a sekundarnich amini a sloucenin, které maji —-OH, —COOH nebo —SH skupinu.
Derivaty MTBSTFA jsou vice nez 100x stabilnéjsi a odolné&jsi proti vlhkosti nez derivaty
TMS [69].

)J\ CH3

N Sl—t-Bu
H3C CH3

Obrazek 12: Strukturni vzorec MTBSTFA [69]

2.5.2.1.2 BSTFA, BSA, BSTFA + TMCS (99:1)

BSTFA (N,O-Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid) (Obrazek 13) spolecné s BSA
(N,O-Bis(trimethylsilyl) acetamid) jsou Siroce pouzivana derivatiza¢ni ¢inidla. Pfi jejich
reakci s analytem dochazi k navazani TMS (trimethylsilyl) skupiny na misto kyselého vodiku.
PouZzivaji se samostatné nebo v pfitomnosti katalyzatoru TMCS (trimethylchlorsilan), TFA
(trifluoroacetamid), pyridinu nebo piperidinu [69].

Obrazek 13: Strukturni vzorec BSTFA [69]

2.5.2.1.3 MSTFA (N-methyl-N-trimethylsilyl)trifluoroacetamid)

Struktura MSTFA (Obrazek 14) je povazovana za derivat trifluoroacetamidu, kde jsou dva
vodikové atomy v —-NH; skupiné nahrazeny methylovou a trimethylsilylovou skupinou. Ma
podobnou silylacni silu jako BSTFA a BSA, jen je mnohem vice tékavy. Pouziva se
k priprave tekavych a tepelné stalych derivatu v GC i MS analyze [69].

Obrazek 14: Struktura MSTFA [69]
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2.5.2.2 Acylace

Acylace je reakce, pfi které dochdzi k preméné slouCenin obsahujici aktivni vodik (—-OH,
—SH a —NH skupiny) na estery, thioestery a amidy. Patii mezi dulezité derivatiza¢ni techniky.
Acyla¢ni ¢inidla 1ze rozdélit do dvou skupin, ato anhydridy fluorokyselin
a fluoroacylimidazoly. Fluoroacylimidazoly velmi rychle reaguji s hydroxylovou skupinou,
sekundarnimi a tercialnimi aminy a vytvafi acylderivaty. Anhydridy jsou tékavé&jsi a mohou
se snadno vyparovat. Stejn¢ jako silylace se acylace pouziva ke zvySeni tékavosti a stability
analyti. Mezi nejcastéjsi aplikace patii zavedeni perfluoroacyl- skupiny do struktury analytu,
¢imz dochézi pti GC analyze ke zvySeni odezvy na ECD (electron capture detector) detektoru
[69].

2.5.2.3 Alkylace

Pii alkylaci dochézi k nahrazeni aktivniho vodiku alifatickou nebo aromatickou (benzyl)
skupinou. Pouziva se pro modifikaci sloucenin obsahujici kysely vodik (karboxylové
kyseliny, fenoly). Principem je pifeména organickych kyselin na estery, které jsou Iépe
stanovitelné nez jejich volné kyseliny. Cim je vodik méné kysely, tim siln&jsi alkyla¢ni
¢inidlo je nutné pouzit. Vyhodou oproti silylaci je to, Ze alkyl derivaty je mozné uchovavat
neomezené dlouho, kdezto TMS derivaty jsou jen omezené stalé [69].

2.5.2.4 Esterifikace

Esterifikace byla pouzita jako prvni derivatizacni technika pfi analyze pomoci GC.
Principem je reakce karboxylové kyseliny nebo jejiho derivatu s alkoholem za vzniku esteru
a vody [69].

2.6 Plynova chromatografie (GC)

Plynova chromatografie je separacni metoda, jejimZ principem je rovnovazné rozdéleni
analytu mezi fazi staciondarni (tuha latka nebo kapalina) a fazi mobilni (nosny plyn). Nosny
plyn zajistuje pouze pienos analytll kolonou a neucastni se separaniho procesu. Nej€astéji se
vyuZzivaji permanentni plyny jako je Ny, He, H, Ar. Aby byl zajistén optimalni pritok plynu
kolonou, je nutné, aby tlak na zacatku kolony byl vyssi nez na konci.

Interakce mezi stacionarni fazi a molekulou plynu je déna piisobenim intermolekularnich
sil (adsorpce, rozpousténi) a difuzi. Aby mohl byt vzorek pomoci plynové chromatografie
analyzovan, mé&l by byt stabilni a t€kavy. V ptipadé¢ méné t€kavych analytl je mozné t€kavost
zvysit pomoci derivatizace (viz. kapitola 2.5.2) [59,64].

2.6.1 Instrumentace v GC

Obrazek 15 znazornuje zakladni schéma plynového chromatografu. Mezi zakladni Césti
patii: tlakova lahev (zdroj nosného plynu), zafizeni slouZici k méreni a regulaci pritoku
plynu, injektor, kde dochazi k nastiiku vzorku, chromatografickd kolona, ktera je stejné jako
detektor ainjektor umisténa v termostatu, a pocita¢ slouzici k fizeni chromatografického
systému a k ukladani a vyhodnoceni naméfenych dat [64].
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Obrazek 15: Plynovy chromatograf (pfelozeno z [75])

V dnes$ni dob€ se pouzivaji nejcastéji kapilarni kolony. Tyto tenkosténné kolony jsou
vyrabény zvelmi Cistétho SiO;, ktery je potazeny vrstvou polyimidu (zabranéni
oxidaci — kfehnuti SiO;). Uvnitt kolony je chemicky navazana a imobilizovana stacionarni
faze. Pro nepolarni latky se pouzivad staciondrni faze na bazi polydimethylsiloxani nebo
silarylenti, pro polarni latky pak polyethylenglykoly.

Hlavnim ukolem detektoru je poskytnout odlisny signdl pifi prichodu nosného plynu
obsahujiciho eluovanou slozku a samotného nosného plynu. Detektor by mél poskytovat
Mezi zakladni typy detektori patii plamenovy ioniza¢ni detektor (FID), detektor
elektronového zachytu (ECD), plamenovy fotometricky detektor (FPD), fotoionza¢ni detektor
(PID), termoionizacni detektor (AFID) a hmotnostni spektrometr (MS) [64].

2.6.2 Spojeni GC a MS

Mezi nejcastéj$i metody stanoveni pesticidii ve vodach patii kombinace kapalinové nebo
plynové chromatografie s vhodnym detektorem. Spojeni GC a MS ma vysokou separacni
ucinnost a analyzy jsou rychlé. Podminkou vSak je, aby analyzované latky byly tékavé a pfi
vypafovani se nerozkladaly. Pokud tato podminka neni splnéna, je nutné analyty vhodnym
zpiisobem derivatizovat (viz. kapitola 2.5.2). Pesticidy na bazi fenoxykarboxylovych kyselin
patii do skupiny pesticidi, které nelze analyzovat ptimo (doslo by k rozkladu pfi nastiiku) a je
nutné je pievést na tékavejsi derivaty.
provadi identifikace neznamych slozek, je mozné pro kazdou tuto slozku ziskat hmotnostni
spektrum, které nam umozni jednotlivé slozky identifikovat a porovnat s knihovnou spekter
[4,59].

Ke spojeni plynového chromatografu s hmotnostnim spektrometrem se nejcastéji pouziva
pfimé spojeni (Direct Interface) zndzornéné na Obrazku 16. Kapilarni kolona je protaZend az
do iontového zdroje hmotnostniho spektrometru. Jako detektor se pouziva nejcastéji 3-D
iontova past, pruletovy nebo kvadrupdlovy analyzator [76].
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— primé spojeni (Direct Interface)

Vritfni sténa
Hmotnostni plynového chromatografu
spektrometr | |
Vakuum | |
Konec CGC !
koIoTy | GC kolona

0

jonfovy | trubice

|
Vodici |  Matice
zdroj | !

Obrazek 16: Spojeni GC a MS — ptimé spojeni [76]

2.7 Hmotnostni spektrometrie (MS)

Hmotnostni spektrometrie je metoda zalozena na interakci iontl a poli (elektrického
a magnetického). Vystupem je tzv. hmotnostni spektrum, coz je zaznam, ktery popisuje
zavislost intenzitu signalu (osa y) na poméru m/z (hmotnost/naboj) [60].

2.7.1 Princip a instrumentace v MS

Mezi zakladni ¢asti hmotnostniho spektrometru patii iontovy zdroj, analyzator, detektor
a vakuovy systéem. V iontovém zdroji dochdzi k pfevedeni neutrdlnich molekul analytu na
ionty (nabité castice), které prochdzi iontovou optikou (tvotfena elektrickymi poli) do
analyzatoru, kde jsou ve vakuu separovany dle poméru hmotnosti a naboje (m/z). lonty
0 specifickém m/z dopadaji na detektor (fotonasobic, elektronasobic), ktery pievede intenzitu
iontového toku na méfitelny signal [60].

2.7.1.1 lontovy zdroj

V zavislosti na pouZité ionizacni technice se liSi konstrukce iontového zdroje. Vhodna
ioniza¢ni technika je volena podle vlastnosti analytl (t€kavost, molekulova hmotnost, polarita
a tepelna stabilita). Ve spojeni s GC se nejcastéji pouziva technika elektronové ionizace (EI)
nebo chemické ionizace (CI).

Elektronova ionizace patfi mezi tvrdé ioniza¢ni techniky. Molekule analytu je dodan
piebytek vnitini energie (70 eV), coz ma za nasledek ionizaci molekuly za wvzniku
molekulovych iontt (radikalkationtd M*"), které nesou informaci o molekulové hmotnosti
dané slouceniny. Piebytek energie zplsobi naslednou fragmentaci radikalkationtu (nejslabsi
vazby ve struktufe prasknou) a vznik fragmentd (F"), ve kterych je skryta strukturni

informace, a neutralnich ztrat (N,"), které ve spektru nevidime (2-2). Tato ioniza¢ni technika

produkuje pouze kationty (M"). Je nutné pracovat ve vakuu (10° — 10° Pa), vyhodou je
moznost tvorby knihoven hmotnostnich spekter [60].
M+e  5>M™ +2e

M* - F +N; 2-2)
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Chemicka ionizace je oznaCovana jako mekka ionizacni technika, pii které nedochazi k tak
rozsahlé fragmentaci jako u EI. K ionizaci se pouziva tzv. reak¢éni plyn (CH4). CI probiha
dvoustupniovym mechanismem. Nejprve dochazi k interakci reakéniho plynu s elektrony
za vzniku reaktivnich spécii (CH., C,H, ), které nasledn¢ ionizuji molekuly analytu. Pfi této
technice nevznika ptimo molekularni iont, ale struktura o jednotku tézs$i nebo lehéi (nez je
ptvodni iont) tzv. kvazimolekuldrni iont [M+H]", [M-H], ktery nese informaci o molekulové
hmotnosti analytu. Nelze tvofit knihovny spekter, jelikoz standardizace podminek chemické
ionizace je obtizna a prakticky nemozna [60].

CH,+e ->CH; +2¢ =CH;" >CH; +H°

CH, +CH, -»|CH. |+ CH,
CH,; +CH, > C,H:|+H,
M+CH; >MH"+CH,
M+C,H, >MH" +C,H,

(2-3)

2.71.1.2 Kvadrupdlovy analyzdtor

Kvadrupélovy analyzator je tzv. ,laditelny hmotnostni filtr“. Je tvofen Ctyfmi tyCemi
kruhového prifezu (vzdy 2 a 2 protilehlé jsou vodivé spojeny), mezi které vlétaji ionty. Na
tyCe se vklada stiidavé napéti a k nému je pfidavéana stejnosméernd slozka. Ionty z iontového
zdroje vlétnou mezi tyée a zacnou opisovat trajektorie. Velikosti amplitudy stfidavého
a stejnosmérného napéti se urcuje, které prolétnou a které ne [61].

2.7.1.3 Tandemovad hmotnostni spektrometrie (MS/MS)

Tandemovéa hmotnostni spektrometrie (MS/MS) je v podstaté spojeni sil dvou analyzatora.
Hlavnim pfinosem je sniZeni nebo odstranéni chemického Sumu a podstatné niz§i meze
stanovitelnosti a meze detekce. Pfi MS/MS je mezi dva analyzatory vloZena tzv. reak¢ni
oblast, kde je iontim dodavana energie (nejéastéji srazkami s molekulami kolizniho plynu
tzv. kolizn¢ indukovana disociace, CID), ktera vyvola jejich fragmentaci. Produkty
fragmentace jsou nasledné zpracovany druhym analyzatorem [76]. V této praci byl pouzit
jako analyzator trojity kvadrupol (Obrazek 17).

Kolizni plyn (Ar)

D T
D =] M

D U @ )

Iontovy zdroj ! : |
ontovy zdroj Kvadrupol ! Kolizni cela § Kvadrupol 5 Detektor

Q Q3

Produkt 2

: Q1 :
Prekurzor
‘H ‘ l g ‘ g g Produkt 3 P'|°d“]“1

Obrizek 17:Tandemové hmotnostni spekfrometrie - schéma trojitého kvadrupolu (pfeloieno
z[71])
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Mezi zakladni MS/MS experimenty patii:
o Sken produktu
- Analyzator 1. stupné vybira prekurzor, kterému je v reakéni oblasti dodana
energie (kolizi s teréovym plynem — Argon) a sleduji (=skenuji) se produkty
fragmentace.
o Sken prekurzoru
- Druhy analyzator je pevné nastaveny a sleduje jen urcity iont, prvni analyzator
skenuje.
o Sken neutralnich ztrat
- Oba analyzatory skenuji, ale s konstantnim rozdilem.
o SRM (Selected reaction monitoring)
- Sledovani vybrané reakce. Oba analyzatory jsou nastavené na urCit¢ m/z
a neskenuji. Probiha pouze 1 fragmentace. V tomto modu je mozné dosahnout
velice nizkych mezi detekce a je vhodny pro cilenou, stopovou
a ultrastopovou analyzu.
o MRM (Multiple reaction monitoring)
- Probiha vice fragmentaci, pouziva se pro kvantifikaci a ultrastopovou analyzu

[76].

2.7.1.4 Detekce

Nejcastéji se k zesileni signalu pouziva elektronasobi¢. lonty dopadnou na konverzni
dynodu a vyrazi zni elektron, ktery je nasledné pfitazen k protilehlé dynod¢, ta vyrazi
2 elektrony atd. Data jsou zpracovana pomoci vykonného pocitace [61].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Sledované analyty

Sledované analyty byly vybrany dle pozadavkl nafizeni vlady €. 23/2011. Natizeni je
informace o vypousténi odpadnich vod, které obsahuji prioritni latky [23,24]. Konkrétné
Mecoprop navic dle Smérnice Evropského parlamentu a Rady 2008/105 podléhd prezkumu
pro ptipadnou identifikaci jako prioritni latka nebo prioritni nebezpecna latka [20]. Informace
o vybéru sledovanych analyta jsou shrnuty v Tabulce 20.

Tabulka 20: Vybrané analyty

3 . Registrované k pouZziti
Analyt Divod vybéru v
V CR (leden 2016)
2,4-dichlorfenoxyoctova NEK (nafizeni €. 23/2011) ano
kyselina roéni spotieba v CR (vice neZ 30 tun)
Dichlorprop-P NEK (nafizeni ¢. 23/2011) ano
NEK (nafizeni €. 23/2011)
MCPA - ) N . 5 ano
ro¢ni spotieba v CR (vice nez 30 tun)
MCPB NEK (nafizeni ¢. 23/2011) ano
NEK (nafizeni ¢. 23/2011)
Mecoprop-P Smérnice 2008/105 (prezkoumani jako ano
mozna prioritni latka)

3.2 Pouzité pristroje a pomucky
o plynovy chromatograf Bruker EVOQ™ GC Triple Quadrupole (TQ) s MS detekci
a autosamplerem CP-8400
kolona SLB™ - 5 ms (60 m x0,25 mmx0,25 um), (Supelco, USA)
o technické plyny:
o Helium ¢istoty 6.0 (SIAD Czech, s.r.0.) —nosny plyn
o Argon Cistoty 5.0 (SIAD Czech, s.r.o0.) — kolizni (ter¢ovy) plyn
o Dusik ¢istoty 4.7 (SIAD Czech, s.r.0.)
o SPE kolonky:
o Supelclean ENVI-18, 1 g, 6 ml (Supelco, USA)
o OASIS HLB, 60 mg, 3 ml (Waters, USA)
o stiikackové filtry:
o Cronus filter, primér 13 mm, velikost port: 0,45 um
o pfistroj pro suseni pod dusikem EVATERM (Labicom s.r.o0., CR)

3.3 Pouzité chemikalie
o aceton pro chromatografii, kvality LiCHroSolv, cistota > 99,8 %, CAS: 67-64-1
(Merck, Némecko)
o methanol, Chromasolv® for HPLC, ¢&istota >99,7 %, CAS: 67-56-1 (Sigma-
Aldrich®, Francie)
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o acetonitril, Chromasolv® for HPLC, &istota >99,7 %, CAS: 75-05-8 (Sigma-
Aldrich®, Francie)

o ethylacetat, Chromasolv® for HPLC, &istota > 99,7 %, CAS: 9002-89-5 (Sigma-
Aldrich®, Francie)

o kyselina chlorovodikova 35 %, kvalita p. a., CAS: 7647-01-0, (Penta, Chrudim —
CR)

o Milli-Q voda, Millipore

Standardy:

o 2,4-D Pestanal®, My = 221,04 g/mol, ¢islo produktu: 31518, CAS: 94-75-7
(Sigma-Aldrich®, Francie)

o MCPA Pestanal®, My = 200,62 g/mol, ¢islo produktu: 45555, CAS: 94-74-6
(Sigma-Aldrich®, Francie)

o Dichlorprop-P  Pestanal®, M, =235,06 g/mol, &slo  produktu: 31237,
CAS: 15165-67-0 (Sigma-Aldrich®, Francie)

o MCPB Pestanal®, M, = 228,67 g/mol, ¢islo produktu: 36145, CAS: 94-81-5
(Sigma-Aldrich®, Francie)

o Mecoprop-P  Pestanal®, M, =214,65 g/mol,  &slo  produktu: 36773,
CAS: 16484-77-8 (Sigma-Aldrich®, Francie)

Vnitini standard:
o MCPA-(methyl-ds), My, = 203,64 g/mol, ¢islo produktu: 68405, (Sigma-AIdriCh®,
Francie)

Derivatizacni ¢inidla:

o MTBSTFA, N-tert-butyldimethylsilyl-N-methyltrifluoro-acetamid,
CAS: 77377-52-7 (Sigma-Aldrich®, Francie)

o BSTFA, N,O-Bis(trimethylsilyltrifluoroacetamid, CAS: 25561-30-2
(Sigma-Aldrich®, Francie)

o MSTFA,  N-methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoroacetamid, = CAS:  24589-78-4
(Sigma-Aldrich®, Francie)

o BSTFA+TMCS (trimethylchlorsilan) (99:1), CAS BSTFA: 25561-30-2, CAS
TMCS: 75-77-4, (Sigma-Aldrich®, Francie)

3.4 Priprava roztoku standardu

3.4.1 Piiprava zasobnich roztoka analyta (¢ = 500 pg/ml)

Na analytickych vahach bylo navaZeno s pfesnosti na Ctyfi desetinnd mista 0,00509
analytu. Nasledné bylo navazené mnozstvi pievedeno do 10 ml odmérné banky a doplnéno
acetonem po rysku. Obsah odmérné banky byl dikladné promichan. Postup byl zopakovan
pro vSechny analyty.
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3.4.2 Priprava zasobniho a pracovniho roztoku deuterovaného MCPA

Obsah zéasobni lahvicky (10 mg) byl pfeveden do 10 ml odmérné banky a doplnén
acetonem po rysku. Z tohoto zasobniho roztoku o koncentraci 1000 pg/ml bylo pipetovano
2,5 ml do 5ml odmérné banky, aby byl po doplnéni po rysku acetonem vytvoien pracovni
roztok o koncentraci 500 pg/ml.

3.4.3 Priprava smésného standardu (¢ =5 pg/ml)

Na piipravu smésného standardu o koncentraci 5 pg/ml bylo tfeba do 10 ml odmérné banky
napipetovat 100 ul kazdého analytu. Banka byla doplnéna acetonem po rysku a obsah byl
dikladné promichan.

3.4.4 Piiprava pracovniho roztoku (c = 1 pg/ml) a kalibra¢nich roztoku

Pracovni roztok byl pfipraven napipetovanim 2 ml smésného standardu do 10ml odmérné
bariky, kterd byla nasledn¢ doplnéna acetonem po rysku a dikladn€ promichéana.

Jednotlivé kalibracni roztoky byly pfipravovany postupnym fedénim pracovniho roztoku
0 koncentraci 1 ug/ml. Byly pfipraveny kalibra¢ni roztoky 250; 100; 20; 1; 0,2; 0,1 ng/ml.

3.5 Odbérova mista

Na kazdé z tek byla vytipovana dvé odbérova mista (most, pochtizna lavka). Konkrétné
Labe bylo vzorkovano v Brodu nad Labem a v Hefmanicich, kde byl odebran bodovy vzorek
ze stfedu proudnice, Upa ve Zvoli a u Zelezného mostu, Metuje v Sestajovicich a pod
Rychnovkem. Dale byly odebrany vzorky za soutokem Labe a Upy, Labe a Metuje a na
ptitoku a odtoku z COV Jaromé&t. Odbérova mista jsou vyznaéena na souhrnném Obrazku 18.

Podrobngjsi mapky jsou uvedeny v Priloze 2. Odbéry byly provedeny celkem dvakrat,
Vv tydennim intervalu (11. a 18. dubna 2016).
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Obrazek 18: Odbérova mista v okoli Jarométe [67]
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Vzorky z teky Svratky byly odebrany pfiblizné 1 km pied a1 km pod COV Modiice
soucasné s odtokem z COV Modfice. Piitok na COV byl odebran vzdy den pied témito
odbéry. Odbérova mista jsou znadzornény na Obrazku 19. Vzorky byly odebrany v terminech
uvedenych v Tabulce 21.

Tabulka 21: Terminy odbért

1. den sledovani 2. den sledovani
piitok utery 19. 4. 2016 crvrtek 21. 4. 2016
odtok, pied a pod COV streda 20. 4 2016 patek 22. 4. 2016
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Obrazek 19: Odbérova mista na fece Svratce [67]

3.6 Preanalyticka dprava vzorku

3.6.1 Filtrace, Gprava a uchovani vzorku

Vzorky povrchové a odpadni vody byly ihned po dopraveni do laboratoie zfiltrovany pies
papirovy filtr pro kvantitativni analyzu KA4. Po ptefiltrovani byly upraveny pomoci HCI
(0,1 M) na hodnotu pH = 2 a uchovany v lednici pii 4 °C az do dalsiho zpracovani.
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3.6.2 Zakoncentrovani pomoci SPE extrakce

V ramci optimalizace SPE byly vyzkouSeny dva rizné typy kolonek a nékolik typi
extrakce sriznymi objemy atypy kondiciona¢nich a elucnich cinidel. Jako optimalni pro
analyzu realnych vzorkli byla vybrdna extrakce na kolonkach Supelclean ENVI-18
(g, 6ml) skondicionaci methanolem, Milli-Q vodou opH=2 aecluci acetonem
a acetonitrilem kvality pro chromatografii.

Tabulka 22: Optimalizované podminky SPE extrakce

2x2 ml methanolu

2x3 ml Milli-Q vody okyselené na pH = 2 (pomoci HCI)
200 ml prefiltrované povrchové a odpadni vody okyselené
na pH = 2 (pomoci HCI)

kondicionace

naneseni vzorku

suSeni 30 min vzduchem

3 ml acetonu
eluce o

3 ml acetonitrilu
odpareni do sucha, pod dusikem
rozpusténi odparku 1 ml acetonu

Obrazek 20: Zatizeni pro SPE extrakci Supelco
3.7 GC/MS/MS analyza

3.7.1 Chromatografické podminky
K vlastnimu méfeni byl pouzit pfistroj Bruker EVOQ™ GC Triple Quadrupole (TQ) s MS
detekci, autosamplerem CP-8400 a kolona SLB™ - 5 ms (60 m x0,25 mmx0,25 um).
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Tabulka 23: Podminky analyzy

nastiik 1l
pritok kolonou 1 ml/min

50°C, izoterma 1 min
teplotni program do 280°C po 15°C/min

280°C, izoterma 5 minut

dobra trvani analyzy 26,33 minut

Pfi podminkach analyzy uvedenych v Tabulce 23 tvoii MCPA a MCPA-d; spole¢ny pik,
coz piti MS detekci nevadi, jelikoz pfi vyhodnoceni je mozné vybrat jen konkrétni hmotu.
Podminky byly C¢éastecné prevzaty zclanku o stanoveni herbicidi na  bazi
fenoxykarboxylovych kyselin ve vodach [73].

3.7.2 Hmotnostné spektrometricka detekce

Vsech pét sledovanych analytli bylo stanoveno pomoci MS/MS detekce. Nejprve byl
proméien kazdy analyt zvlast. Na zédkladé hmotnostniho spektra byl vybran vhodny prekurzor
anasledn¢ produkt fragmentace. Konkrétni vybrané prekurzory a produkty spole¢né
s retenénimi ¢asy jsou uvedeny v Tabulce 24. Stejnou metodou byl proméfen smésny roztok,
kde byly uspésné identifikovany vsechny sledované analyty.

Pii méfeni bylo vychézeno z nastavenych vychozich podminek analyzy, konkrétné kolizni
tlak ter€ového plynu byl nastaven na 0,1 mTorr. Pfi tomto tlaku byly postupné zvySovany
kolizni energie jednotlivych analyti. Bylo zjisténo, Ze tento tlak byl nedostatecny
(nedostate¢na fragmentace), proto doslo k jeho zvySeni na 1,5 mTorr. Optimalizované kolizni
energie pro jednotlivé analyty jsou uvedeny v Tabulce 24.

Tabulka 24: Parametry MRM

x Reten¢ni ¢as
Sledovany analyt M, (g/mol) . MRM Kolizni E
(min)
MCPP-P 327,6 17,2 271—225 15eV
MCPA 313,6 17,5 257—211 10 eV
MCPA-d; 316,6 17,5 260—214 10 eV
DP-P 348,1 17,7 291—245 10eV
2,4-D 334,0 18,1 277—213 10eV
MCPB 341,6 19,4 199—125 15 eV

"Molekulové hmotnost terc-butyldimethylsilyl derivatu.

Tabulka 25: Dalsi parametry MS

mod MRM, pozitivni polarita
kolizni (terovy) plyn argon 5.0

nosny plyn helium 6.0
optimalizovany kolizni tlak 1,5 mTorr

rozsah skenovanych hmot (m/z) 100 — 400
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Obrazek 21: Piistroj Bruker EVOQ™ GC Triple Quadrupole (TQ) s MS detekci a autosamplerem
CP-8400

3.8 Optimalizace podminek derivatizace

Aby bylo mozné sledované analyty stanovit pomoci GC, bylo nutné je prevést na tékavejsi
derivaty a to pomoci derivatizace. V ramci optimalizace derivatizace bylo nejprve vybrano
vhodné derivatizacni ¢inidlo, nasledn€¢ byla proméfena riznd doba pusobeni,
objem derivatiza¢niho Cinidla a teplota, pfi které je nejvhodné;si derivatizaci provadeét.

Vybér vhodného derivatizacniho cinidla

Byla ovéfena Ctyfi rizna derivatizaéni Cinidla, konkrétné MTBSTFA, BSTFA,
BSTFA+TMCS (99:1) a MSTFA. Do vialky s obsahem 1 ml smé&sného standardniho roztoku
bylo pfidano 20 pl derivatiza¢niho ¢inidla. Nasledovala analyza pomoci GC/MS. Postup byl
zopakovan pro vSechna derivatizac¢ni ¢inidla.

Viiv doby piisobeni derivatizacniho cinidla

Doba piisobeni byla testovana pro derivatiza¢ni ¢inidlo MTBSTFA. V ¢asech to =5 min,
t;= 30 min, t,=4 hod at3=24 hod byl proméfen standardni roztok o objemu 1 ml
s pfidavkem 20 pl derivatizaéniho ¢inidla MTBSTFA. Dale byly v ¢ase t; =4 hod
at3=24 hod proméfena izbyla tii derivatizacni ¢inidla, aby byl vylouCen fakt, zZe
derivatiza¢ni reakce s analyty probiha pomaleji.

Viiv pridaného mnozstvi derivatizacniho cinidla

Byl proméfen 1 ml standardniho roztoku s Sesti rtiznymi ptidavky derivatizacniho c¢inidla
MTBSTFA, a to 20, 40, 60, 80 a 100 pl.
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Teplota derivatizace

Po ptfidani 80 pl derivatizacniho ¢inidla MTBSTFA k 1 ml standardniho roztoku byla
vialka protfepana a ponechana 30 min pfi konkrétni teploté (23, 40, 60 a 70°C). Nasledn¢ byl
roztok analyzovan pomoci GC/MS.

Vsechny ziskané vysledky jsou interpretovany V kapitole 4.3. Optimalizace podminek
derivatizace.

58



4 VYSLEDKY A DISKUZE
4.1 Optimalizace SPE

Optimalizace extrakce na tuhé fazi byla provadéna na uméle kontaminované Milli-Q vodé
okyselené na pH =2. Do 200 ml okyselené¢ Milli-Q vody bylo ptidano 100 pl smésného
roztoku o koncentraci 100 ng/ml. Vysledny eluat byl pod dusikem odpaien do sucha
a odparek byl rozpustén v 1000 ul acetonu. Teoreticka koncentrace vSech analyti v roztoku
¢inila 10 ng/ml.

Naméfena koncentrace byla piepocitana na vytéznost (%) a dle vyslednych hodnot byla
vybrana optimalni extrakce. Vychozi podminky SPE extrakce byly ¢aste¢né pievzaty z ¢lanku
o stanoveni herbicidl na bazi fenoxykarboxylovych kyselin ve vodach [73].

Tabulka 26: Vychozi podminky SPE extrakce

3 ml ethylacetatu
kondicionace 3 ml methanolu
3 ml Milli-Q vody okyselené na pH = 2

200 ml piefiltrované povrchové a odpadni vody

naneseni vzorku ] .
okyselené na pH = 2 (pomoci HCI)

suseni 30 min vzduchem
eluce 3 ml methanolu
odpaieni do sucha, pod dusikem
rozpusténi odparku 1000 pl ethylacetatu

Vyse uvedena SPE extrakce byla vyzkouSena na kolonkach Supelclean ENVI-18 (1 g,
6 ml) a OASIS HLB (60 mg, 3 ml). Bylo zjisténo, ze vytéznosti na obou kolonkach jsou
pomérné malé (Graf 4), proto bylo nezbytné tuto extrakci dale optimalizovat. Vytéznost byla
vyssi na kolonkach Supelclean ENVI-18 (1 g, 6 ml), proto byly pouzity k dal§im krokim
optimalizace SPE.

Graf 4: Porovnani SPE kolonek

Porovnani SPE kolonek
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Jako dalsi byl optimalizovan kondicionac¢ni krok. V Tabulce 27 jsou shrnuta testovana
kondiciona¢ni ¢inidla a jejich objemy.

Tabulka 27: Optimalizace kondicionace

Extrakce 1

Extrakce 2

Extrakce 3

Extrakce 4

kondicionace

1 ml ethylacetatu
1 ml methanolu

3 ml Milli-Q vody
(PH=2)

1 ml acetonu
1 ml methanolu
3 ml Milli-Q vody

(pH=2)

1 ml acetonitrilu
1 ml methanolu
3 ml Milli-Q vody

(pH=2)

2 ml methanolu
3 ml Milli-Q vody

(PH=2)

objem 200ml,pH=2 |200ml,pH=2 |200ml,pH=2 |200ml, pH=2
vzorku

suSeni 30 min vzduchem | 30 min vzduchem | 30 min vzduchem | 30 min vzduchem
eluce 3 ml methanolu 3 ml methanolu 3 ml methanolu 3 ml methanolu
odpafieni do sucha, pod N, | do sucha, pod N, | do sucha, pod N, | do sucha, pod N,
rozpusténi 1000 pl 1000 pl 1000 pl 1000 pl

odparku ethylacetatu ethylacetatu ethylacetatu ethylacetatu

Graf 5: Porovnani vytéznosti pii pouziti riznych kondicionaénich ¢inidel
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Z Grafu 5 vyplyva, ze pro dalsi stanoveni je nejvhodnéjsi Extrakce 4. Nicmén¢ pro analyt
MCPB byla vhodnéjsi Extrakce 2, kde byl krom¢ methanolu ke kondicionaci pouZit 1 aceton.
V dalsim kroku byla vyzkouSena riznd elucni Ccinidla. Konkrétné¢ methanol, aceton,
acetonitril, kombinace acetonu a acetonitrilu a kombinace methanolu a acetonu. V nasledujici
Tabulce 28 jsou shrnuty konkrétni pouzita ¢inidla a objemy. Jako optimalni kondiciona¢ni
krok bylo pouzito 2 ml methanolu a 3 ml Milli-Q (pH = 2). Navic bylo zménéno
rozpoustédlo, ve kterém byl po odpateni odparek rozpustén, jelikoz na vialce ulpivaly zbytky
analyti. Odparek byl rozpustén v 1 ml acetonu.

Tabulka 28: Optimalizace elu¢niho ¢inidla

Extrakce 5 Extrakce 6 Extrake 7 Extrakce 8 Extrakce 9
2 ml methanolu | 2 ml methanolu | 2 ml methanolu | 2 ml methanolu | 2 ml methanolu
kondicionace | 3 ml Milli-Q 3 ml Milli-Q 3 ml Milli-Q 3 ml Milli-Q 3 ml Milli-Q
(pH=2) (pH=2) (pH=2) (pH=2) (PH=2)
objem
200ml,pH=2 |200ml,pH=2 [200ml,pH=2 |200ml,pH=2 |200ml,pH=2
vzorku
.. 30 min 30 min 30 min 30 min 30 min
susent vzduchem vzduchem vzduchem vzduchem vzduchem
2x3 ml 2x3 ml 3 ml acetonu 3 ml methanolu
eluce 2x3 ml acetonu . L.
methanolu acetonitrilu 3 ml acetonitrilu | 3 ml acetonu
dpaten do sucha, do sucha, do sucha, do sucha, do sucha,
ren
odparent pod N, pod N, pod N, pod N, pod N,
rozpusténi
odparku 1000 pl acetonu | 1000 pl acetonu | 1000 ul acetonu | 1000 ul acetonu | 1000 ul acetonu

Graf 6: Porovnani eluénich ¢inidel
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Jako nejlepsi byla zvolena Extrakce 8, kde bylo dosazeno u ¢ty analytd nejvyssi
vytéznosti. V Tabulce 29 jsou shrnuty optimalizované podminky SPE extrakce, které byly
pouzity pro méteni redlnych vzorku povrchové a odpadni vody.

Tabulka 29: Optimalizované podminky SPE extrakce

2x2 ml methanolu
2x3 ml Milli-Q vody (pH = 2)
200 ml ptefiltrované povrchové a odpadni vody

kondicionace

naneseni vzorku , .
okyselené na pH = 2 (pomoci HCI)

suseni 30 min vzduchem
3 ml acetonu
eluce .
3 ml acetonitrilu
odpafeni do sucha, pod N,
rozpusténi odparku 1000 pl acetonu

4.2 Optimalizace GC/MS/MS analyzy

Podminky MS/MS analyzy, konkrétné kolizni energie atlak kolizniho plynu, byly
optimalizovany. Na Obrazku 22 je naméteny celkovy proud (TIC) pii optimalizovaném MRM
méfeni smésného roztoku a vybrané jednotlivé produkty fragmentace. V Tabulce 30 jsou
uvedeny udaje z hmotnostnich spekter. V Pfiloze 3 jsou uvedena hmotnostni spektra
a fragmentace jednotlivych analyta.

Tabulka 30: Retencni ¢asy a udaje z MS spekter

Sledovany M., ) Reten¢ni MRM Zakladni pik (m/z) Fragmentové piky
analyt (g/mol) ¢as Kvantifika¢ni ionty (m/2)
MCPP-P 327,6 17,2 2715225 271-273 225-227
MCPA 313,6 17,5 257—-211 257-259 229-231, 211-213
MCPA-d; 316,6 17,5 260—214 260-262 213-215
DP-P 348,1 17,7 291245 291-293 245-247, 129
2,4-D 334,0 18,1 277213 277-279 249-251, 213-215
MCPB 341,6 19,4 199—-125 199-201 285-287, 243-245, 125

"Molekulové hmotnost terc-butyldimethylsilyl derivatu.
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4.3 Optimalizace podminek derivatizace

4.3.1 Vybér vhodného derivatiza¢niho ¢inidla
V Grafu 7 jsou uvedeny namétené plochy pikti pro jednotliva testovana derivatizaéni Cinidla.
Je zfejmé, ze jako nejvhodngjsi se jevi derivatiza¢ni ¢inidlo MTBSTFA.

Graf 7: Porovnani jednotlivych derivatizacnich ¢inidel
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4.3.2 Vliv doby pusobeni derivatiza¢niho ¢inidla

DalSim optimalizovanym parametrem byla doba plsobeni derivatizacniho Ccinidla. Je
dilezité zjistit, jak dlouho reakce trva, aby bylo dosaZeno co nejpiesnéjSich vysledka pfi
méfeni. V nasledujicich Grafech (8-11) je pro kazdé derivatiza¢ni Cinidlo optimalizovana
doba piisobeni. Byly prométeny tfi riizné ¢asy pro vSechna derivatizacni ¢inidla, aby nedoslo
K tomu, Zze néjaké derivatizacni Cinidlo za¢ne pusobit az za delsi ¢as. Pro MTBSTFA byly
proméfeny ¢asy Ctyfi.

Graf 8: Optimalizace doby pusobeni — MTBSTFA

Vliv doby pusobeni derivatiza¢niho ¢inidla MTBSTFA
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Graf 9: Optimalizace doby piisobeni — BSTFA

Vliv doby pusobeni derivatiza¢niho ¢inidla BSTFA
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Graf 10: Optimalizace doby pisobeni — BSTFA+TMCS (99:1)

Vliv doby pusobeni derivatiza¢niho ¢inidla BSTFA+TMCS (99:1)
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Graf 11: Optimalizace doby ptisobeni — MSTFA

Vliv doby pusobeni derivatiza¢niho ¢inidla MSTFA
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Nejlepsi vysledky byly dosazeny pii pouziti derivatizaéniho ¢inidla MTBSTFA a pii
5 minutach derivatizace.

4.3.3 Vliv pridaného mnoZstvi derivatiza¢niho ¢inidla

Predposlednim optimalizovanym parametrem derivatizace bylo mnozstvi derivatiza¢niho
¢inidla. K smé&snému roztoku bylo pfidano 20, 40, 60, 80 a 100 pl derivatiza¢niho c¢inidla
MTBSTFA a jednotlivé vzorky byly proméieny. Z Grafu 12 vyplyva, ze pro analyt MCPP-P,
MCPB a DP-P nema vliv vétsi mnozstvi ¢inidla nez 80 ul. U analyti MCPA a 2,4-D doslo ke
zvétSeni plochy piku v zavislosti na vyS§im piidavku c¢inidla. Nicméné pro dal$i métfeni bylo
brano 80 pl jako optimalni.

Graf 12: Optimalizace pfidaného mnozstvi derivatiza¢niho ¢inidla MTBSTFA

Vliv ptidaného mnozZstvi derivatiza¢niho ¢inidla
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4.3.4 Teplota derivatizace

Nakonec byl proméfen smésny roztok s piidavkem 80 pl derivatizaéniho Ccinidla
MTBSTFA pti laboratorni teploté a déle pti 40 °C, 60 °C a 70 °C. Bylo zjisténo, ze nejlepsi je
derivatizovat pfi teploté laboratote (Graf 13).

Graf 13: Optimalizace teploty derivatizace

Vliv teploty pii derivatizaci
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V Tabulce 31 jsou shrnuty vSechny optimalizované parametry, které byly nasledné pouzity
pfi analyze realnych vzork.

Tabulka 31: Optimalizované podminky derivatizace

derivatiza¢ni Cinidlo MTBSTFA
doba plisobeni 5 minut
mnozstvi ¢inidla 80 pl

teplota derivatizace pokojova teplota

4.4 Vyhodnoceni a kvantifikace sledovanych herbicida

Pro stanoveni redlnych vzorkd herbicidi v povrchovych a odpadnich vodach byly
sestrojeny kalibra¢ni grafy zavislosti plochy piku na koncentraci analytu. Jednotlivé
kalibra¢ni roztoky byly pfipraveny fedénim pracovniho roztoku (kapitola 3. 4. 4). Konkrétné
byly pfipraveny roztoky o koncentracich 250; 100; 20; 1; 0,2; 0,1 ng/l. Kalibra¢ni zavislosti
jednotlivych analytl, rovnice regrese a koeficient R? jsou uvedeny Vv nasledujicich
Grafech 14 —19. Na Obrazku 23 je znazornén chromatogram kalibra¢niho roztoku
0 koncentraci 0,1 ng/ml.
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Graf 14: Kalibra¢ni zavislost plochy piku na koncentraci — MCPP-P
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Graf 15: Kalibra¢ni zavislost plochy piku na koncentraci — MCPA
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Graf 16: Kalibraéni zavislost plochy piku na koncentraci — MCPA-d;

Kalibra¢ni kiivka MCPA (methyl-d,)
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Graf 17: Kalibra¢ni zavislost plochy piku na koncentraci — DP-P
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Graf 18: Kalibra¢ni zavislost plochy piku na koncentraci — 2,4-D
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Graf 19: Kalibra¢ni zavislost plochy piku na koncentraci — MCPB
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Dale byla stanovena pro kazdy sledovany analyt mez stanovitelnosti (LOQ — Limit od
Quantification) a mez detekce (LOD — Limit of Detection). Tyto hodnoty (Tabulka 32) byly
vypocteny dle vztaht (4-1) a (4—2). Veli¢iny se stanovuji ode¢tenim vysky piku kazdého

fv v

(N = prameér) [78]. Hodnoty S/N byly vypoéteny vyhodnocovacim programem.

LOQ = 10-c
S (4-1)
N

Lop =3¢ 2
S
N

Tabulka 32: Limity detekce a kvantifikace pro sledované analyty

LOD [ng/l] LOQ [ng/l]
MCPP-P 0,465 8 1,552 8
MCPA 0,038 9 0,1295
MCPA-d; 0,105 6 0,3521
DP-P 1,098 9 3,663 0
2,4-D 0,168 9 0,563 0
MCPB 0,2111 0,703 7

4.5 Realné vzorky

Vtéto praci byly sledovany herbicidy na bazi fenoxyalkanovych kyselin, ato
v povrchovych vodach z ek v okoli mésta Jaromét, dale odpadni vody z pfitoku a odtoku
dvou COV, konkrétng COV Jaromét a COV Modtice. V ramci sledovani na COV Modtice
byla odebrana povrchova voda z feky Svratky, kterd je recipientem, ve vzdalenosti cca 1 km
pied a pod COV.

Vzorky odpadni vody byly odebirany pracovniky COV jako 24hodinové slévané. Po
dopraveni do laboratofe byla odpadni i povrchova voda zfiltrovana. Po filtraci bylo upraveno
pH na hodnotu 2 a vzorky byly ponechany Vv lednici az do zapoceti SPE. Vzorky byly
zpracovany pomoci optimalizované metody SPE, nasledné derivatizovany a analyzovany
pomoci optimalizované metody GC/MS/MS.

4.5.1 Vliv matrice

Vypoctem matri¢niho efektu byl zjistén vliv matrice na sledované herbicidy. Matri¢ni efekt
se vypocitd porovnanim plochy piku sledované¢ho analytu u realného vzorku s plochou piku
analytu z modelového stanoveni (4—3) [78].
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ME% — plocha piku (realny vzorek)
plocha piku (modelové stanoveni)

-100 % (4-3)

Matri¢ni efekt byl zjistén nejprve pro vodu povrchovou a nasledné pro vodu odpadni, ptitok
a odtok zvlast. Do vzorku odpadni a povrchové vody byl pfidan smésny roztok o koncentraci
20 pg/ml, stejné tak i do Milli-Q vody (modelové stanoveni). V pifipad¢, Ze neni zjiStén zadny
matri¢ni efekt, hodnota ME je rovna 100 %.

V Tabulce 33 jsou uvedeny primérné hodnoty matri¢nich efektd pro sledované analyty.
Byl zjistén rozdilny vliv matrice v povrchové a odpadni vodé a taky na pfitoku a odtoku
z COV. U povrchové vody byl zjistén nizky vliv matrice u vSech sledovanych analyti.
Naopak na piitoku do COV byl naméfen stfedni vliv matrice. Na odtoku z COV byl vyssi vliv
matrice pouze u analytu 2,4-D. U ostatnich byl stiedni az nizky.

Tabulka 33: Primérné hodnoty matri¢nich efektti pro sledované herbicidy

Povrchova voda Piitok COV Odtok COV
MCPP-P 76,8 % 57,8 % 67,6 %
MCPA 77,1 % 51,0 % 71,7 %
DP-P 87,9 % 66,6 % 68,6 %
2,4-D 77,7 % 55,2 % 40,5 %
MCPB 75,7 % 62,5 % 58,0 %

45.2 Vytéznost SPE extrakce
V Tabulce 34 je uvedena primérna vytéznost SPE extrakce. Tyto hodnoty byly ziskany na
zakladé 6 shodnych méfeni za pouziti Milli-Q vody s pfidavkem sledovanych analytu.

Tabulka 34: Vytéznost SPE extrakce

1 2 3 4 5 6 priumér
MCPP-P 808% | 77,1% | 833% | 796% | 80,7% | 798% | 80,2%
MCPA 89,8% | 853% | 88,7% | 908% | 886% | 89,4% | 88,8 %
DP-P 850% | 798% | 84,7% | 847% | 843% | 826% | 835%
2,4-D 932% | 870% | 930% | 934% | 912% | 924% | 91,7%
MCPB 82,1% | 786% | 81,7% | 815% | 81,2% | 80,7% | 81,0%
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453 COV Jaromé¥, Feky Labe, Upa, Metuje; COV Brno — Mod¥ice a Feka Svratka

Koncentrace sledovanych analytli v realnych vzorcich povrchové a odpadni vody byla

vyhodnocena na zéklad¢ kalibracnich zavislosti.

Tabulka 35: Stanovené koncentrace v realnych vzorcich povrchové a odpadni vody (11. 4. 2016)

11. 4. 2016 - pondéli

Koncentrace analyti (ng/l)

MCPP-P MCPA DP-P 2,4-D MCPB

Labe

e Brodn/L 5,55 20,87 6,61 96,8 <LOD

e Hefmanice 13,94 21,55 5,38 87,84 0,53
Upa

e Zvole 9,94 16,16 3,39 76,87 1,01

e Zelezny most 8,53 15,22 4,56 65,62 1,29
Metuje

e Sestajovice 0,72 13,07 1,73 11,71 <LOD

e Pod Rychnovkem 2,47 16,79 5,04 17,21 0,46
Soutok Labe-Upa 11,82 23,24 13,12 98,19 0,54
Soutok Labe-Metuje 9,60 21,50 5,80 88,90 1,20
COV Jaromér

e priitok - - - - -

e odtok 4,93 24,81 5,16 14,75 0,22

Tabulka 36: Stanovené koncentrace v realnych vzorcich povrchové a odpadni vody (18. 4. 2016)

18. 4. 2016 - pondéli

Koncentrace analyti (ng/l)

MCPP-P MCPA DP-P 2,4-D MCPB

Labe

e Brodn/L 3,76 17,53 4,03 85,89 0,24

e Heimanice 11,49 18,84 4,18 72,19 0,62
Upa

e Zvole 1,23 11,53 4,75 63,40 0,48

e Zelezny most 3,39 13,94 9,04 42,92 0,34
Metuje

e Sestajovice 0,48 15,71 1,34 10,25 <LOD

e Pod Rychnovkem 1,27 13,46 3,91 20,14 0,37
Soutok Labe-Upa 12,56 22,55 10,97 58,09 1,05
Soutok Labe-Metuje 14,02 22,62 6,69 30,51 0,84
COV Jaromér

e piitok 15,49 49,28 17,93 34,76 0,84

e odtok 9,35 27,80 6,08 19,13 0,73
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Tabulka 37: Stanovené koncentrace v realnych vzorcich povrchové a odpadni vody

1. sledovani Koncentrace analyti (ng/l)
(19. 4. —20. 4. 2016) MCPP-P MCPA DP-P 2,4-D MCPB
COV Modfrice
e piitok (19. 4.) 6,27 22,18 6,34 24,56 2,52
e odtok (20. 4.) 3,50 8,54 3,48 13,10 0,47
e pied COV (20.4.) 10,05 26,44 9,09 30,65 1,76
e pod COV (20.4.) 11,03 28,51 7,02 27,42 2,28
2. sledovani Koncentrace analytt (ng/l)
(21. 4.-22. 4.2016) MCPP-P MCPA DP-P 2,4-D MCPB
COV Modfrice
e piitok (19.4.) 3,54 17,82 3,96 16,92 1,06
e odtok (20. 4.) 0,76 13,10 2,26 12,75 <LOD
e pied COV (20.4.) 4,04 9,25 4,57 18,99 1,13
e pod COV (20.4.) 6,36 22,45 7,17 22,89 1,34

V Tabulkéch 35 — 37 jsou uvedeny vysledné koncentrace jednotlivych analytd. Namétené
koncentrace se pro jednotlivé toky rizni. Nelze s urcitosti fict, Zze by n€jaky tok byl ovlivnén
vice ¢i méné zeméde€lsky obdélavanou pudou. Zvysené koncentrace analyti (MCPA, 2,4-D)
v fekach v okoli Jarométe mohly byt zplisobeny faktem, Ze v dob& odbért i pred nimi
intenzivné prselo a doslo ke splachim z poli.

V nizkych koncentracich byly ve vzorcich kvantifikoviny MCPP-P, DP-P a MCPB.
V nejvyssi koncentraci (98,19 ng/l) byl stanoven 2,4-D 11.4.2016 ve vzorku, ktery byl
odebrany za soutokem Labe a Upy, V nejnizsi koncentraci (0,22 ng/l) MCPB na odtoku
z COV Jaroméf. V Labi byly analyty prokazany v nejvyssich koncentracich, v Metuji naopak

cv v
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Graf 20: Vysledné koncentrace; feky v okoli Jaroméfe, 11. 4. 2016
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Graf 21: Vysledné koncentrace; feky v okoli Jarométe, 18. 4. 2016
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Na piitoku a odtoku COV Jaromét byly zaznamenany vyssi koncentrace nez na COV
Brno — Modfice. Vzhledem k deStivym dnim, kdy byly vzorky odebirany, mohlo dojit
K vymyti vétstho mnozstvi aplikovanych pripravki. Z grafa 22 — 24 je zfejmé, ze v ramci
procesu ¢isténi doslo k ¢astecnému odstranéni a jen mala ¢ast byla vypusténa do recipientu.
K Uplnému odstranéni nedoslo zfejmé diky tomu, ze sledovana skupina patii mezi latky, které
nepiechédzi do kalu a maji velmi dobrou rozpustnost ve vod¢. Jak vyplyva z vysledka, vSechny
sledované analyty byly v odpadni vodé¢ detekovany v nizSich koncentracich, nez jaké byly
prokéazany ve vzorcich povrchové vody odebiranych pied a pod COV. Vyjimkou je analyt
MCPA, ktery byl na odtoku z COV JaroméF detekovan 18. 4. 2016 ve vyssi koncentraci nez
byla koncentrace povrchové vody. Neuplné vycisténa voda nema tedy zasadni vliv na
zvySeni kontaminace povrchovych vod.

Graf 22: COV Jaromét, sledovani 11. 4. 2016
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Graf 23: COV Jaromét, sledovani 18. 4. 2016
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Graf

24: COV Brno - Modtice, 1. sledovani (19. — 20. 4. 2016)
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Graf 25: COV Brno - Modfice, 2. sledovani (21. — 22. 4. 2016)
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4.5.4 Porovnani vysledki s udaji publikovanymi v literatui‘e

Literatura zabyvajici se stanovenim herbicidi v povrchovych vodach je vétSinou zamétena
na sledovani vice skupin s rozdilnym chemickym slozenim. Byl dohledan ¢lanek, kde byly
stanovovany 2,4-D, MCPA, 2,4-DP, MCPB, MCPP a 2,4,5,-T ve vzorcich vody metodou
GC/MS [73]. Sledovani bylo zaméfeno na feky a uméla jezera ve mésté Santiago de
Compostela (Spanélsko). Publikované tdaje jsou relativné porovnatelné s idaji v této praci.
V tekach a jezerech byly kvantifikovany vSechny analyty v koncentraénim rozpéti
79,2 - 122 ng/l.

Dalsi praci zaméfenou na analyzu herbicidi v povrchovych vodach je dizertaéni prace
Ing. Jitky BureSové [4]. V praci byly kromé 1é¢iv stanovovany i vybrané pesticidy, konkrétné
Mecoprop, MCPA, Dichlorprop, MCPB a 2,4-D. Analyty byly sledovany po dobu 2 let na
vybranych profilech v oblasti povodi Moravy. Vzorky byly odebirany jednou mési¢né. V roce
2012 byl v fece Svratce stanoven Mecoprop Vv koncentracnim rozpéti 5,7 — 19 ng/l, MCPA
6,2 — 31,8 ng/l, Dichlorprop <5 ng/l, MCPB 5 — 10 ng/l a 2,4-D 5,2 — 15,9 ng/l. V roce 2013
Mecoprop 6,2 — 20,7 ng/l, MCPA 5,2 — 729 ng/l, Dichlorprop 10,1 — 16,3 ng/l. MCPB <5 ng/I
a 2,4-D 10,1-15,9 ng/l.

Martyna Rompa a kol. [68] ve své praci publikuji vysledky ziskané analyzou vzorkt vody
Vv polské zatoce Gdansk (Gdynia, Gdansk, Kiezmark, Vistula estuary). Publikovana data jsou
v Tabulce 38.

Tabulka 38: Publikované vysledky, pievzato z [68]

Sampl‘ipg Brzezno ‘ Gdynia Orlowo ‘ Vistula estuary Kiezmark
Herbicide e Analyte content [pg/l]
MCPP 0.12 0.13 0.09 0.05
MCPA 0.05 0.16 0.11 0.02
24-D <0.02 0.16 0.17 <0.02
PCP <0.02 0.10 <0.02 <0.02
245-T 0.07 022 0.14 0.088
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5 ZAVER

Diplomovéa prace je zaméfena na stanoveni polarnich pesticid v rtizné zatizenych
povrchovych a odpadnich vodach. Pesticidy jsou latky hojné vyuzivané k hubeni plevele
a hmyzu. Lidé je od nepaméti pouzivali, aby uchranili svoji tirodu pied Skidci, a zabranili tak
hladomoru a Sifeni ndkaz. S rozvojem priimyslu a zvysujicimi se naroky na kvalitu pesticidu,
zaCaly byt misto pfipravki Zivoc¢isného a pfirodniho piivodu aplikovany latky syntetické.
Pouzivani ptipravku ve velké mife ma za nésledek prinik rezidui do Zivotniho prostiedi,
(zejména do povrchové a pitné vody, pudy a ovzdusi) a v neposledni fad€ negativni dopad na
necilové organismy.

Cilem prace bylo vybrat skupinu analyti ke sledovani, optimalizovat vhodny postup pro
stanoveni vybranych herbicidi ze skupiny fenoxyalkanovych kyselin (Mecoprop-P, MCPA,
Dichlorprop-P, 2,4-D a MCPB) a postup aplikovat na realné vzorky povrchové a odpadni
vody. Pro izolaci konkrétnich analytl byla pouzita metoda SPE (extrakce tuhou fazi), pro
identifikaci a kvantifikaci plynova chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii.

Vzorky povrchové vody byly odebirany ze tfi tokii v okoli Jarométe (Labe, Upa, Metuje)
a z jednoho toku v okoli Brna (Svratka). Vzorky odpadni vody byly odebrany z COV Jaromét
a COV Brno — Modfice jako 24 hodinové slévané vzorky, vzdy na pfitoku a odtoku z COV.
Vzorky povrchové vody byly odebrany jako jednorazové bodové ze stiedu toku.

Naméfené koncentrace se V povrchovych vodach pohybovaly v rozmezi 0,24 — 98,19 ng/l,
v odpadnich vodach v rozmezi 0,22 — 49,28 ng/ml. Nejvyssich koncentraci v povrchovych
i odpadnich vodach dosahovaly 2,4-D a MCPA.. V ramci sledovani tii fek Kralovehradeckého
kraje bylo zjisténo, Ze nejvyssi koncentrace herbicidi byly nalezeny v Labi (98,19 ng/l)
COV Brno — Modtice (COV JaroméF) bylo zjistovano, zda odpadni voda, ktera je vypousténa
do feky Svratky (do Labe), tuto vodu kontaminuje. Z vysledkt vyplyva, ze vSechny analyty
krom& MCPA byly v odpadni vodé na odtoku z COV detekovany v nizsich koncentracich,
nez jaké byly prokazany ve vzorcich povrchové vody odebrané pred a za COV. Voda
vypousténa z COV tedy nema zasadni vliv na zvyseni kontaminace povrchovych vod.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

Zkratka Vyznam

2,4-D Kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova

BAF Bioakumulacni faktor

BCF Biokoncentracni faktor

cov Cistirna odpadnich vod

DDT Dichlordifenyltrichlorethan

DP-P Dichlorprop-P, kyselina (2R)-2-(2,4-dichlorfenoxy)propanova

FAO Food and Agriculture Organisation

GAP Spravna zemédélska praxe (Good Agriculture Practice)

HCB Hexachlorbenzen

HCH 1,2,3,4,5,6-hexachlorcyklohexan

HMCPA Kyselina 4-chloro-2-hydroxymetylfenoxyoctova

GC Plynova chromatografie

MCPA Kyselina (4-chloro-2-methylfenoxy)octova

MCPB Kyselina 4-(4-chloro-2-methylfenoxy)butanova

MCPP-P Mecoprop-P, kyselina 2-(4-chloro-2-methylfenoxy)propanova

MLR Maximalni limit rezidui - horni hranice koncentrace rezidui pesticidll
legalné pfitomna v potravin€ nebo v krmivu

MS Hmotnostni spektrometrie

NPK-NEK Nejvyssi ptipustna koncentrace — norma environmentalni kvality

PHO Pé4smo hygienické ochrany vodnich zdroji

POPs Perzistentni organické polutanty

RP-NEK Roc¢ni primér — norma environmentalni kvality

US EPA Agentura pro ochranu Zivotniho prostfedi Spojenych statl americkych
(United States Environmental Protection Agency)

UKzUZ Usttedni kontrolni a zkusebni ustav zemédélsky

VOCs Tékavé organické latky

WHO Svétova zdravotnickd organizace
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Ptiloha 1: COV Modf¥ice

BLOKOVE SCHEMA COV USAZOVACI NADRZE
O g—————€—0 0
F _>—|
DMYCHARNA PRO —
SNEKOVA &S LAPAK PisKU ROZDELOVACI OBJEKT | o
NA STOCE F ] NA USAZ.NADRZE
DEE;OVA {
z CESLOVNA . ! °
> } SNEKOVA ) {
= i — CERPARNA | CERPACI STANICE
= > y PRIMARNIHO KALU
ROZDELOVACI — o
£ OBJEKT -~ LAPAK PISKU B 3
l =]
| o
DMYCHARNA AKTIVACNI DOSAZOVACIH
5 i NADRZE NADRZE
g ’i | - - e e e > T T |
wed [T | —‘—°—_,_:[ |
g% 1 VYHNIVACI | USKLADNOVACI ODVODNENI I o 1 _F .
3] | NADRZE | NADRZE A SUSENI KALU j ! 1 ¥ T3
J;)- 000—] |—oco0->— = = < DAVKOK\lel s
I . 1 \F CHEMIKALI "
| 1 —oco < oo0 ) I MEZICERPACI | )4 s L
0 1 _—
! 3 2.2:32 STANICE Y = t } DOSAZOVACI
o 1
L2351 | 1 NADRZE
; 00—| 2 +]
& OI s S e e E AKTIVACNI
1 't 8 000 | OO { NADRZE -
il ¥ ]
| b | LEGENDA
! i o — .. e VRATNY KAL —o0o—  SMES-PRIMARNI A PREBYTEGNY KAL
L}—OOC - 0 Q0 > 'JOO—)j Q - —) v
i +CS PREPADU  zAHUSTOVACI | FLOTAGNI O  PREBYTECNYKAL - Soliusudi S LY
1 ¢ FLOTACE NADRZ JEDNOTKA —%—  PLOVOUCI KAL -—>-  VZDUCH
L et e o < _T —0o—  PRIMARNI KAL —>——  ODPADNI VODA =
«s—  KALOVA VODA —*—  ODTOK-ODLEHGENI g
—=*—  DAVKOVANI CHEMIKALII =
o

Obrazek 25: Blokové schéma COV Brno — Modfice [53]
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Priloha 2: Odbérova mista na jednotlivych tocich
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Obrazek 26: Odbérova mista - feka Labe [67]
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Obrazek 28: Odbérova mista - feka Metuje [67]
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Soutok Labe, Upa
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Obrizek 29: Odbérové misto - soutok Labe a Upy [67]
Soutok Labe, Metuje, COV Jaromér
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Obrizek 30: Odbérovéa mista - soutok Labe a Metuje, COV Jaroméi [67]
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Priloha 3: Hmotnostni spektra

Fragmentace MCPP-P

Spectrum 1A
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Obrazek 31: Mecoprop-P MS (271)
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Spectrum 1A 17197 min, Scan: 2358, Merged|o
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Obriazek 32: Mecoprop-P MS? (271—225), El (15 eV; 1,5 mTorr)
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Fragmentace MCPA

Spectrum 1A

17.535 min, Scan: 4146, Merged|o
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Obrazek 33: MCPA MS (257)
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Spectrum 2A

17.548 min, Scan: 2559, Merged|o
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Obrizek 34: MCPA MS? (257—211), EI (10 eV; 1,5 mTorr)
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Fragmentace Dichlorpropu-P

Spectrum 1A 17.708 min, Scan: 4200, Merged|o
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Obrazek 35: Dichlorprop-P MS (291)
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Spectrum 3A 17 717 _min, Scan: 26565 Merged|o
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Obrizek 36: Dichlorprop-P MS? (291—245), EI (10 eV; 1,5 mTorr)
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Fragmentace 2,4-D

Spectrum 1A

15.084 min, Scan: 4324, Merged|o
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Obrizek 37: 2,4-D MS (277)
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Spectrum 4A 16.097 min, Scan: 2677, Merged|o
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Obrazek 38: 2,4-D MS? (277—213), EI (10 eV; 1,5 mTorr)

? Struktura neobjasnéna
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Fragmentace MCPB

Spectrum 1A 19 428 min, Scan: 4771, Merged|o
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Obriazek 39: MCPB MS (199)
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Spectrum 3A 19.440 min, Scan: 3638, Merged|o
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? Struktura neobjasnéna

Obrizek 40: MCPB MS? (199—125), EI (15 eV; 1,5 mTorr)
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