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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva stanovenim polarnich pesticidi v povrchovych a odpadnich vodach.
V ramci prace byly sledovany analyty Mecoprop-P, MCPA, Dichlorprop-P, 2,4-D a MCPB
v ruzn€ zatizenych povrchovych vodach a ve vodach odpadnich. Vybrané herbicidy patfi do
skupiny urcené pro posouzeni environmentalni kvality. Navic u analyti 2,4-D a MCPA roc¢ni
spotieba v CR prevysuje 30 tun. Ke sledovani byly zvoleny tii feky v okoli mésta Jarom&f
(Labe, Upa, Metuje), jedna feka v okoli mésta Brna (Svratka) a dvé &istimy odpadnich vod
(COV Jaromét, COV Brno — Modiice). Vybér tok pro sledovani prob&hl na zakladd
pravdépodobnosti vyskytu konkrétnich herbicidi a pratoku zemédélsky obdélavanymi
oblastmi. Sledované latky byly z odebranych vzorki izolovany a zakoncentrovany technikou
SPE. K vlastnimu stanoveni byla pouzita metoda plynové chromatografie standemovou
hmotnostni spektrometrii (GC/MS/MS). Pred 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
Jaroméf (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 Jaroméi, WWTP
Brno — Modfice). 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, povrchova voda, odpadni
voda.
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Herbicides, phenoxycarboxylic acid, solid phase extraction, gas chromatography, mass
spectrometry, surface water, waste water.
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1 UvVOD

Od nepaméti lidstvo pouzivalo ptipravky k hubeni plevele a hmyzu, aby uchranili svoji
urodu pred Skidci a zabranili tak hladomoru a Sifeni chorob. Ztrata plodin a hladomor byly
vyznamnym podnétem pro vyvoj a aplikaci pesticidi. Prvni aplikované pfipravky byly
zivoc€isného nebo prirodniho ptvodu, jelikoz byly snadno dosazitelné. Se zvySovanim Zivotni
urovné rostly 1 naroky na kvalitu potravin atim padem i1 naroky na kvalitu a funkénost
pesticidu, a jejich pouzivani se stalo nezbytnosti.

Je vsak dulezité zminit, Ze tyto pfipravky, jejich rezidua a degrada¢ni produkty znecist'uji
zivotni prostiedi (zejména povrchové a pitné vody, pudu a ovzdusi) a maji nepfiznivy dopad
na necilové organismy. Tyto slouCeniny mohou byt v prostiedi vysoce perzistentni a mohou
do jisté miry negativné ovlivnit 1 zdravi ¢loveka.

Cilem této prace je stanoveni herbicidi na bazi fenoxykarboxylovych kyselin
v povrchovych a odpadnich vodach. Tyto herbicidy jsou v poslednich letech hojné¢ aplikovany
na zemédé€lské pudy. Patii mezi rustové herbicidy snizujici schopnost rostlin udrzet si
vyvazenou hladinu fytohormont. Dosud nebylo piesné 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 postuptt pro stanoveni pesticidi ve vodach je zalozena na precisténi
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 optimalizovana a nasledné€ pouzita na realné vzorky technika SPE. Pro
analyzu byla pouzita plynova chromatografie standemovou hmotnostni spektrometrii
(GC/MS/MS). Vzhledem k nizs§i tékavosti analytd, bylo nutné je pfed vlastni analyzou
derivatizovat.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Pesticidy

Pesticidy jsou latky urcené ke kontrole, prevenci, potladeni, odpuzeni nebo niceni
nezadoucich druht rostlin, mikroorganisma nebo zivocCichd. Patfi sem i regulatory rustu,
defolianty (zpusobuji opadani listl, pouzivaji se pred sklizni), desikanty (odstranéni vlhkosti),
inhibitory rastu alatky aplikované na potraviny pied transportem apo ném. Niceni
a potlaceni skodlivych Ciniteld je umoznéno schopnosti pesticida ovliviiovat zakladni procesy
v zivych organismech. PouzZiti je nezbytné, pokud vyskyt nezadoucich rostlin a skiidci muze
negativné naru$it vyrobu, zpracovani, skladovani, prepravovani a prodej potravin, krmiv,
zemédelskych komodit, dfeva a vyrobka z néj. V disledku nartstajicitho mnozstvi hmyzu
a parazitd dochazelo k Sifeni infekci a nakazy, coz ohrozovalo nejen sklizen, ale i Clovéka.
Z tohoto davodu je aplikace pesticidi nezbytna [1,2,9].

Je vSak dulezité zminit, Ze tyto slouCeniny a jejich rezidua zneCist'uji zemi, povrchové vody
a stravu. Mezi nejpouzivangjsi slouceniny patfi organochlorované slouceniny, organofosfaty
a karbamaty. Tyto slouCeniny se vyznacuji vysokou perzistenci v prostiedi atim mohou
ohrozit zdravi ¢lovéka [6,42].

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

2.1.1 Zakladni rozdéleni

Pesticidy lze rozdélit do vice nez 100 skupin (pf. triaziny, organofosfaty, fenoxyalkanové
pesticidy a dalsi). Dalsi mozné rozdéleni je dle biologickych u¢inkt, chemického slozeni,
zpusobu pusobeni na cilovy organismus a podle spektra G¢inka [1,22].

Dle biologickych ucinku:

o herbicidy — pouzivaji se k hubeni plevelu,

o fungicidy — pusobi proti chorobam, které vyvolavaji houby a plisn€, chrani jiz
vzrostlé rostliny,

o insekticidy — pusobi proti Skodlivému hmyzu a na jeho urcita vyvojova stadia,

o zoocidy — pusobi proti zivym organismum: bakteriim — baktericidy, Skodlivym
hlodavcim — rodenticidy, rozto¢um — akaricidy, Cervim — nematocidy, Skodlivym
mekkySum — moluskocidy, Skodlivym ptakiim — avicidy, sinicim a fasam — algicidy
[3.4].

Dle povahy ucinné latky (chemického slozeni):
Pesticidy na bazi:

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

0O O O O O
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triazinii a diazimi (cyanazin, atrazin, terbutryn,...),

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

glyfosfartu [2,38].

o O O O

Dle zpuisobu pusobeni na cilovy organismus:
o kontaktni — GCinna latka zistava na tom misté, na které byla aplikovana (nepronika
do tkané rostlin),
o systémové — do bun€k vstupuji kutikulou listi nebo pomoci kofent, pronikaji
cévnim systémem do celé rostliny, jsou nachylné;jsi ke vzniku rezistence,
o kombinované — kombinace kontaktni a systémové latky [2,29].

Dle spektra ucinku:
o totalni
o selektivni
o Sirokospektré [2].

2.1.2  Vyvoj pesticidu

Jiz v davnych dobach se lidé snazili si zajistit dostateCné mnozstvi potravy a tim zlepSovat
své zivotni podminky. Bojovali s chorobami a se Skudci, ktefi napadali urodu a zpasobovali
velké ztraty plodin a hladomor. To bylo vyraznym podnétem pro vyvoj pesticidd a jejich
aplikaci na hospodarské plodiny.

Prvni zaznamenané pouziti pesticidi je pfiblizné¢ 4500 let pf. n. 1., kdy Sumerové (lid
asijského piivodu) pouzili sirnatou smés k hubeni hmyzu. Cifiané asi pied 3200 lety pouzivali
rtut’ a arzenové smési pro hubeni vsi. Jelikoz v té dobé neexistoval chemicky pramysl, musely
byt vyrobky snadno dosazitelné a k dispozici. Pouzivaly se pfirodni anorganické slouCeniny
nebo latky zivoCisného puavodu. Naptiklad kouf byl pouzit proti plisnim a nakazam.
Principem bylo hofeni né€jakého materialu (slama, ryby, hngj). Ohen byl rozdélan na misté,
kde foukal vitr smérem do sadu nebo vinohradu a unaseny kouft ,,oSetfoval* plodiny [15].

Zacatkem 20. stoleti se zaCaly pouzivat syntetické anorganické pesticidy a po 2. svétové
valce byla zna¢na pozornost vénovana organickym pesticidim diky jejich vyborné ucinnosti.
Mezi prvnimi se zacaly pouzivat herbicidy ze skupiny fenoxykyselin, které pomohly zvysit
vynosy obilnin. Dale byly pouzivany syntetické insekticidy (organofosfaty, chlorované
uhlovodiky,...) afungicidy. Nejvétsi rozvoj fungicidnich u€innych latek nastal v 70. letech,
¢imz doslo k vyfeseni vétsiny probléml s houbovymi chorobami, které napadaly zemédélské
plodiny.

Problémy nastaly pii pouziti latek jako je DDT, lindan aj. z divodu jejich vedlejsich
negativnich ucinkd. Byl to nepfiznivy dopad na Zivotni prostiedi a necilové organismy,
vyskyt nebezpeénych rezidui a jejich distribuce nejen do pitné vody, pudy a vzduchu, ale i do
potravin. Mezi dalsi nezadouci UcCinky patfily otravy ryb.
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V soucasné dobé jsou kladeny vysoké naroky na vyrobu a pouzivani SetrnéjSich
pesticidnich piipravka. Cilem je najit takové ucinné latky, aby jejich vedlejsi negativni ucinky
byly co nejmens$i. V uvahu pfichazi i moznost volby alternativniho zptisobu ochrany
(ekologické zemédelstvi, pouziti ptirodnich latek) a vyhledavani ucinnéjSich latek, které maji
stejny efekt, jsou méné Skodlivé a 1ze je aplikovat v menSich davkach [8,13,14,16,17].

2.1.3 Osud pesticidu v zivotnim prostiedi

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

2.1.3.1 Vstup do ekosystému

Do zivotniho prostiedi se pesticidy mohou dostavat hlavné velkoploSnym postiikovanim
poli a lest, zamérnou aplikaci na vodni hladinu a z odpadnich vod vznikajicich pii vyrobé
pesticidia. Dale splachovanim z pad a erozi. Do vodniho prostiedi se pesticidy dostavaji
hlavné¢ vymyvanim zpid atmosférickymi srazkami, splachy ze zemeédélskych ploch,
vypousténim odpadnich vod a pfimou aplikaci. Aplikace pesticidi probiha dle zasad tzv.
spravné zemedélské praxe (GAP), ale 1 presto nelze vyloucit kontaminaci jednotlivych slozek
zivotniho prostiedi a dalSich necilovych organisma [2,3].

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

Rozpustnost ve vodé

o Pesticidy maji velice rozdilné chemické struktury a nejednotné slozeni. Diky tomuto
faktu je znacné rozdilna 1 jejich rozpustnost ve vode. Obecné plati, ze latky dobie
rozpustné jsou lépe biodegradovatelné (podléhaji hydrolyze, oxida¢nim reakcim,...)
apomérné dobfe se vymyvaji z povrchu rostlin. Snadno mohou prechazet do
vodnich tok(i nebo ido zdroju pitnych vod, odkud se ale diky nizsi té€kavosti
uvolfiyji jen obtizné [42].

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

Tlak nasycenych par

o Pouziva se pro hodnoceni mozného transportu rezidui atmosférou. Rezidua majici
hodnoty tlaku nasycenych par nad 1-107 mPa se nachazeji ve form& par, naopak
pod tuto hodnotu jsou transportovany spolu s pevnymi Casticemi [42].
Rozdélovaci koeficient Kow (n-oktanol — voda)

o Tento koeficient vyjadiuje afinitu rezidui k tukim. K,, je pomér koncentrace
chemické latky v n-oktanolu kjeho koncentraci ve vodé v rovnovazném stavu
dvoufazového systému.

o Cim ma latka vy$§ hodnotu K,,, tim snize se kumuluje v tukové tkani Zivych
organismu, kde se mohou ve zvySené mife projevit jeji biologické ucinky.
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Adsorpcni koeficient K4
o Vyjadfuje miru perzistence rezidua v pade a schopnost navazat se na ptdni ¢astice.
o Adsorpce do jisté miry zavisi na organickém podilu v sedimentu ¢i v pud€, proto se
nékdy hodnota K,; vztahuje na 1kg organického uhliku anazyva se pudni
adsorpéni koeficient Koc.
o Latky siln¢€ vazané (adsorbované nebo absorbované) maji hodnoty Koc vySssi a tim
padem jsou hiife biodegradovatelné, obtizné se vypartuji a velmi malo se uvoliuji do

vodného prostredi.
Biokoncentracni faktor (BCF)
o Tento faktor vyjadiuje pomér rovnovaznych koncentraci rezidua v organismu (ve
specifické tkani nebo celém téle) a ve vodé
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. poloc¢as rozpadu.

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

o Neperzistentni pesticidy — jejich polocas rozpadu je méné nez 30 dnl (pf. dicamba,
bipyridyly).

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

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

Obecné plati, ze latky, jejichz rezidualni ucinek je delSi nez 12 mésicu (pf. atrazin,
simazin), se nazyvaji vysoce perzistentni. Organizace FAO (Food and Agriculture
Organisation) definuje reziduum jako latku, ktera je pfitomna v riznych slozkach (rostlina,
krmivo, voda, puda, potravina) v dusledku pouzivani pesticidnich pfipravka. Pojem reziduum
zahrnuje: metabolity; zbytky pesticida, které jsou aktivni; reakéni produkty; produkty
degradace, transformace a dekompozice [27].

2.1.3.3 Distribuce v ekosystému

Vstup latky ajeji distribuce v zivotnim prostiedi pfimo souvisi s toxikologickymi uc¢inky
ajejich mechanismem pisobeni [7]. Je odhadovano, ze pokud pouzijeme pfipravek na
oSetfeni rostliny, 65 % zasahne listovou plochu, 25 % zasahne ptudu a 10 % se odpafi jiz
béhem aplikace do atmosféry. Molekuly pesticidi se ve vzduchu vazou na pevné Castice.
Adsorbované na pevné Castice nebo ve formé par mohou byt transportovany na kratsi 1 delsi
vzdalenosti [2].
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Distribuci a akumulaci pesticidi v zivotnim prostiedi neovliviiuji jen fyzikalné-chemické
vlastnosti pesticidnich latek, ale i dalsi faktory, mezi které patii okolni teplota, rychlost vétru,
slune¢ni svit, mnozstvi de§tovych srazek, druh pady, pfitomnost aktivni biomasy. Rezidua
polarnich pesticidi se mohou pisobenim 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 pfimo do pudy.
Obecné mezi potencialni kontaminanty podzemnich vod patii latky, které jsou méné
adsorbované na pudni Castice, 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 padach a pidach svysokym obsahem
organickych slozek, nejhife pak v padach pisCitych. Tékavé pesticidy jsou nejlépe
odstraniovany z pisCitych avlhkych pud. Vytékani napomaha 1iteplé avétrné 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 nebezpeci. Naopak z pavodné aplikovanych sloucenin se mohou stat toxictejsi
metabolity. Je proto velmi dialezité znat osud pesticidi v celém ekosystému. K degradaci
dochazi pasobenim biologickych (mikroorganismy), chemickych (redoxni reakce, hydrolyza)
a fyzikalnich vlivl (teplota, pasobeni svétla) [2,37].

Vliv mikroorganismu

Mikroorganismy v prostfedi zaji§tuji degradaci, detoxikaci a deaktivaci vstupuyjicich latek
pomoci dvou biotransformacnich fazi:

1. biotransformacni fdze

o probihd za enzymové katalyzy, dochazi k navazani polarné€jSich skupin (-NHa,
-OH, ...), pesticid ziska polarni charakter a stava se 1épe rozpustnym ve vode¢,
2. biotransformacni faze
o vysledkem je neaktivni produkt (je vyloucen) vznikly konjugaci polarniho
metabolitu s glutathionem nebo kyselinou glukuronovou [39,40].

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

Rada téchto biotransformaci vede v koneéné fazi k eliminaci pesticidd ze Zivotniho
prostfedi. Napfiklad bakterie rodu Methylosinus GCinné degraduje karbamatovy pesticid
aldicarb. K ucinné degradaci cizorodych latek musi mit mikroorganismy pro svou ¢innost
zaji§tény optimalni podminky (vhodné pH a teplota) [42].

Pudni sorpce
o Patii mezi nejdulezitéjsi faktor ovliviiujici degradaci pesticidu v prostiedi a jejich
sorpci na pudni koloidy. Stuperi sorpce je definovan adsorpénim koeficientem.
Pesticidy sorbované na pudni Castice jsou méné dostupné pro rostliny. Skoro
nepfistupné jsou mikrobialni degradaci a vyplavovani do hlubsich vrstev pady.
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o Utinné latky mohou mit charakter kationtl, aniontd, nebo mohou byt bez iontového
naboje. Tim, Ze jilové Castice a pidni organické latky maji zaporny naboj (sorpéni
komplex), tak dochazi fyzikalnimi silami k silné adsorpci kationti. Jako priklad
muze byt uveden herbicid glyfosfat, jehoz ucinna latka je amoniova baze. Naopak
anionty jsou v pudé€ sorbovany velmi malo (MCPA). Neutralni pesticidy jsou
zadrzovany v pudnich kapilarach pisobenim mechanickych sil [2,28,31].

Hydrolyza
o Miuze probihat jak ve vodé€, tak v pudé€. Je ovlivnéna hodnotou pH a kvalitou
organické hmoty. Ve vétSiné piipadi tvoii uhliky z pesticidi zbytkova rezidua
a rozklad az na volny CO; je ojedinély.
o Hydrolyzou degraduji naptiklad organofosfaty [28,31].

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

Vyluhovani

o Vyluhovani je zavislé zejména na rozpustnosti pesticidu ve vod€, na mnozstvi
gravitatni vody a podilu nekapilarnich péri. Pesticidy adsorbované na pudni
sorpéni komplex se vyluhuji snadno (napf. fenoxykyseliny). Naopak obtizné
rozpustné a tim padem velmi malo vyluhovatelné jsou napfiklad triaziny, které jsou
v pudé zadrzovany a vertikalné se pohybuji jen omezené. Tento fakt se nazyva
aspekt selektivity. Mechanicky zadrzovana rezidua pesticidd neovlivni semena
plodin, ktera jsou zaseta hluboko v pidé, ale ovlivni kli¢ici semena plevell, ktera se
nachazeji v povrchové vrstve pudy [28,31].

Vytékani, odparovani
o Vytékani z pudy se uplatiiuje pouze za zvySené teploty, ale nepusobi velké ztraty.
Poté, co je pesticid aplikovan, se mize Castecné odpafit, ale po zapracovani do pudy
tato moznost vymizi.
o VEtsi ztraty mohou nastat pii aplikaci postiikt. Zalezi vSak na okolnich podminkach
[28,31].
Obecné plati, ze anaerobni podminky, nepfitomnost organismi a nizka teplota vedou ke
snizené degradaci pesticid [28,31]. Osud pesticidi v ekosystému zobrazuje Obrazek 1.
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Obrazek 1: Osud pesticida v prostiedi [2]

2.1.3.5 Negativni ucinky na Zivé organismy a prunik pesticidu do organismu clovéka

Mezi zakladni kritérium, které posuzuje negativni vedlejsi ucinky, je stalost pesticidd.
Extrémné dlouhou dobu rozpadu maji chlorované insekticidy, které mohou v pudé setrvavat
az desitky let. Patfi i mezi nejnebezpecnéjsi, protoze pusobi na centralni nervovy systém,
mohou poskodit ledviny a jatra a zpusobit edém plic. Z herbicidd jsou nejstalejsi ty, které
patii do skupiny s-triazind. Jejich doba rozpadu je 1-2 roky. Méné stale jsou
fenoxykarboxylové kyseliny, které se rozpadaji v iadu mésici, anejméne stalé jsou
karbamaty, jejichz doba rozpadu se pohybuje v fadu tydnu.

Rezidua, produkty a meziprodukty degradace pesticidi jsou v dne$ni dobé intenzivné
sledovany, vzhledem ktomu, ze mohou pfechazet do potravy atim ohrozit Clovéka.
Environmentalni problémy (bioakumulace a globalni transport) zplisobuji pfevazné tékavé
nepolarni pesticidy. Nové (polarni) skupiny pesticidi jsou termolabilni, mén¢ t€kaveé, 1épe se
ve vodé rozpousti a méné se vazou na organicky material (nizsi bioakumulace) [7].

Do organismu ¢lovéka mohou pesticidy pronikat neékolika zptisoby. Mezi nejcastéjsi patii
pfijem rezidui z pitné vody nebo potravin. Pii pouzivani pesticidd v souladu s GAP jsou
stanoveny maximdlni limity rezidui (MLR), které predstavuji maximalni koncentraci rezidua
pesticidu (mg/kg), kterou je mozno v dané plodin€ ofekavat. Vyssi naroky jsou kladeny na
potraviny urcené pro détskou vyzivu, jelikoz zdravotni riziko dietarni expozice pesticidim je
u déti mnohem vyssi nez u dospélych.

Poté, co cizoroda latka pronikne do organismu, dojde k aktivaci obrannych biologickych
mechanismu, které v mnoha pfipadech vedou k degradaci daného rezidua. V ojedinélych
ptipadech muze dojit ke vzniku extrémné toxickych degradacnich produkti (napftiklad
desulfurace parathionu (organofosfat) vede ke vzniku paraoxonu — Obrazek 2.
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Biotransformace obvykle probiha ve dvou fazich, které jsou popsany v kapitole Degradace
v ekosystému. Pritomnost xenobiotika v organismu muze vyvolat urcita zdravotni rizika.
Popisovany jsou ucinky neurotoxické, imunotoxické, karcinogenni, poruchy reprodukce aj.
[41].
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Obrazek 2: Parathion a jeho degradacni produkty [41]

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

Parathion Paraoxon

oralné 2 me/k 1,8 meg/k

LD 50, potkan _ - s gxe
infravenozné 3,8 mg/kg 0,24 mg/kg

1lné 5 mg/k 0,76 mg/k
LD50, mys e 858 &8
intravendzné 13 mg/kg 0,53 mg/kg

LD50, kralik dermdlné 15 mg/kg 5 mg/kg
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2.1.4 Problematika vyskytu polarnich pesticidu ve vodnim ekosystému

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

Vodni organismy jsou bézné a kontinualné vystaveny velkému mnozstvi chemickych
stresord. Nepatrnou Cast téchto stresort tvofi tzv. regulované polutanty, coz jsou latky, pro
které jsou stanoveny nejvyssi pfipustné limity. Diky rozvoji analytické chemie a dostupnosti
citlivych metod, je v soucasné dobé mozné sledovat pfitomnost i téch polutantu, které diive
sledovany nebyly [37].

Pesticidy patfi do skupiny znecisStujicich latek, které jsou ve vodném prostfedi Casto
detekovatelné. VétSina pripravka je ve vod€ Spatné rozpustna nebo nerozpustna. Jen malé
mnozstvi tradi¢nich pesticidli zistava ve vodni fazi, vétSina se uklada v sedimentech nebo
plaveninach v zavislosti na mnozstvi organickych latek [3,14]. Aby bylo mozné pesticidy
aplikovat v pfijatelné formé, musi se jejich sloZeni upravit piidavkem emulgatorq,
dispergatorti nebo rozpoustédel. Aplikovany piipravek je poté smeési vlastni G¢inné latky
a dalsich prisad, které mohou byt potencialnim kontaminantem prostfedi spolecné s vlastni
aktivni latkou [30].

Polarni pesticidy (nékdy oznaCovany jako moderni) maji pfevazné stiedné 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
zneCiStujicimi zdroji jsou splachy ze zemédélskych ploch, transport vétrem pii leteckém
postiiku a v neposledni fadé i odpadni vody z osidlenych oblasti, kde se moderni pesticidy
hojné vyuzivaji k eliminaci nadmérného rozsiteni plevele (golfova hfisté, parky, zeleznice),
ke kontrole rastu plevele nebo ochrané zdravi (kontrola pfemnoZzeni hlodavci nebo hmyzu).

Polarni (moderni) pesticidy jsou mnohem méné Skodlivé, nez jejich predchtdci
(organochlorové pesticidy, DDT). Je vSak dulezité sledovat jejich obsah v akvatickych
ekosystémech, jelikoz je mohou v urCité mife negativné ovliviiovat. Napiiklad pouziti
karbamati a insekticidnich organofosfatovych pesticidi vede k inhibici aktivity nékterych
enzymu (zejména acetylcholinesterazy). V dusledku toho jsou tyto pfipravky neurotoxické
pro necilové organismy vcetné ryb [37].

Pfi manipulaci s pesticidy v blizkosti povrchovych zdroja pitné vody muze dojit k jejich
zasazeni. Pokud k zasazeni dojde, voda se stava nepouzitelnou pro vodarenské ucely, jelikoz

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

ato diky menSim sorpénim schopnostem pudy. Nelze vSak vyloucit prunik pesticidi do
spodnich vrstev pidy. Omezené pouziti ptipravki v , pasmech hygienické ochrany vodnich
zdroji (PHO)“ patfi mezi hlavni opatfeni, které zabrafiuje znehodnoceni vody. Dale je na
strankach UKZUZ (Ustfedni kontrolni a zkusebni ustav zemé&délsky) zvefejnén ,,Seznam
registrovanych prostiedkti na ochranu rostlin“ ve kterém jsou uvedeny latky, které nesmi byt
v konkrétnim PHO pouzity [5,28].
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Znecisténi vodnich zdroji rezidui pesticidt je v dnesni dobé jeden z vyznamnych podnéta
pro zachovani audrzitelnost zivotniho prostiedi. Problematika pesticidi ve vodnim
ekosystému je aktualni i z hlediska subletalni koncentrace pesticidi a jejich metabolitd, které
maji negativni vliv na ryby, vodni prostfedi a na potravni retézec. Nejhorsi dopady na vodni
prostiedi anecilové vodni organismy zpasobuji organofosfaty, triaziny, karbamaty,
chlorované uhlovodiky, slouceniny kovt a pyrethroidy [8,13]. V Tabulce 2 jsou uvedeny
jednotlivé typy pesticidi a ucinné latky, které jsou ve sladkovodnich ekosystémech casto
detekovatelné.

Tabulka 2: Typy Casto detekovatelnych pesticidu 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 - o -
Herbicidy glyfosfat a jeho metabolity AMPA

Kvarterni amoniové soli Herbicidy chlormequat, diquat, paraquat
Derivaty kyseliny .

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

2.1.5 Spotreba pesticida

V celosvétovém méfitku je k dispozici vice nez 800 ucinnych latek pesticidd, z toho se
v Ceské republice kazdy rok pouzije piiblizné 250 druhd uéinnych latek. Nejvétsi vyznam
maji herbicidy — tvoti 70 % celosvétové produkce, dale insekticidy (20 %) a fungicidy (10 %)
[2,29].

Spotfeba ucinnych latek se v poslednich letech pohybuje okolo 5,3 tisice tun za rok, coz je
oproti roku 2000, kdy byla spotifeba 4,3 tisice tun mirny narast (Graf 1). Je nutné zminit, ze
spotieba pesticidi v aktualnim roce je ovlivnéna vyskytem Skidct plodin a chorob, coz se
meéni dle mnozstvi srazek a teploty béhem celého roku.

Od roku 2012 dochazi k pozvolnému poklesu spotieby pfipravka na ochranu rostlin, a to
diky snaze chranit zivotni prostiedi a snizovat negativni vlivy vzniklé v disledku pouzivani
pesticidi. Snizeni mohlo byt zapfic¢inéno i obdobim sucha v mésicich, kdy dochazelo k ristu
plodin ajejich nasledné sklizni. V roce 2014 &inila v Ceské republice celkova spotieba
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 pripravkd na ochranu rostlin (2010 — 2014,
CR), ktera je piepottena na jednotku kilogram nebo litr G¢inné latky na hektar zemédélské
pudy (kg/ha). Tato jednotka se pouziva pro porovnani spotieby piipravka [5].

Tabulka 3: Spoticba pfipravki 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 druhii pesticidd. Spotieba je
uvedena v aplikovaném mnozstvi (kg, 1) na 1 hektar zemédélské pudy. V roce 2014 bylo
aplikovano 0,551 kg/ha herbicidi a desikant coz je oproti roku 2013, kdy bylo aplikovano
0,620 kg/ha snizeni o 11,1 % [5]. Jak bylo zminéno vySe, spotieba zavisi ina pocasi
v prubéhu roku. Mirné snizeni spotieby pesticidnich ptipravka je vSak pozitivni fakt v ohledu
na zivotni prostredi.
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Graf 2: Spotieba piipravki na ochranu rostlin v letech 2010-2014, Ceska republika [35,29]
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V nasledujicich tabulkach (Tabulka 4 a 5) je uvedeno vzdy 15 pesticidu, které byly v roce
2014 nejpouzivangjsi v Jihomoravském a Kralovehradeckém kraji. Dale jsou v tabulce
uvedena spotifebovana mnozstvi sledovanych analyti za rok 2014. Pro nazornost je uvedena
i spotieba ucinné latky v kg (1) za 1 rok. Je zfeymé, 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 . Skupina
(kg, l/rok) ucinnost
1. Glyfosfat 95518,6 herbicid organofosfat
2. Sim 48 945.0 fungicid anorganickd
sloucenina
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 19 593,5 fungicid konazol
9. Metazachlor 14 114,1 herbicid anilid
10.  Pendimethalin 9 906,5 herbicid dinitroanilin
11.  Dimethenamid-P 8 877,8 herbicid amid
12.  Fosetyl-al 82943 fungicid fosfat
13. Mankozeb 7 182,0 fungicid dithiokarbamat
14. 24D 7157,7 herbicid Jenoxyoctovd
kyselina
15.  Metamitron 6 985,7 fungicid triazinon
MCPA 2 890,5
Dichlorprop-P 541,3 L fenoxyoctovd
herbicid )
Mecoprop-P 342,3 kyselina
MCPB 105,0

* .. ’ . S v /.
Pesticidy sledované v této prdaci jsou oznaceny kurzivou.
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Tabulka 5: Spotieby nejvice pouzivanych pesticidi v Kralovehradeckém kraji v roce 2014 [5]

Utinna latka Spotfeba Biologicka Skupina
(kg, l/rok) udinnost
1. Glyfosfat 60112,9 herbicid organofosfat
3 Chlomekvét 40 880.2 reg:ﬂétor kva.rtel?li 0
chlorid rastu amoniova sul
3. Tebukonazol 12 159,2 fungicid konazol
4. Metamitron 11 994,7 fungicid triazinon
5. Prochloraz 11987, 1 fungicid amid
6. Chlortoluron 116144 herbicid TOCOVIIONY
herbicid
7. Chlorpyrifos 8 871,3 insekticid organofosfat
8. Metazachlor 7 326,6 herbicid anilid
9. Pendimethalin 70129 herbicid dinitroanilin
10.  Chloridazon 69074 herbicid pyridazon
11.  Terbuthylazin 6 052,9 herbicid triazin
12, Kaptan 5169.1 herbicid, fralimid
fungicid
13. Mankozeb 51389 fungicid dithiokarbamat
14.  Fenmedifam 47580 herbicid karbamat
15.  Ethomufesat 4705,1 herbicid benzofuranyl
mesylat
MCPA 35793
2,4-D 27588 )
Mecoprop-P 855,74 herbicid” | Tenooctova
Dichlorprop-P 185,5 kyselina
MCPB 23,41

* .. ’ . S v /.
Pesticidy sledované v této prdci jsou oznaceny kurzivou.

2.1.6 Slozeni a oznaceni pesticidu

Pesticidy obsahuji ucinné latky, které je mozno formulovat do tzv. pfipravku na ochranu
rostlin. Pripravek na ochranu rostlin je tvofen zjedné ivice biologicky aktivnich latek.
Soucasti jsou jeSté inertni piisady, které zlepSuji manipulaci a zesiluji pusobeni ucinnych
latek. Tato smés tvoti snadno aplikovatelnou formu a jeji pouziti je bezpecné.

Kazdy pesticidni pfipravek ma svij obchodni néazev, pod kterym je zaregistrovan
a nasledng distribuovan. V Ceské republice je mozno pouZivat a prodavat pouze ty pesticidni
pfipravky, které jsou uvedeny v ,Registru piipravkli na ochranu rostlin“. Tento registr
spravuje a vydava Ustfedni kontrolni a zkusebni Gstav zemé&d&lsky — UKZUZ.
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Cinnosti v oblasti ,,pfipravkd na ochranu rostlin“ vykonava Odbor piipravké na ochranu
rostlin. Mezi tyto Cinnosti patfi posouzeni, zda jsou splnéna kritéria pro povoleni pfipravku
a dalSich prostfedkti na ochranu rostlin, zajistovani hodnoceni ucinnych latek dle nafizeni
Evropské komise, zajistovani kontrol spoleéné s utvary UKZUZ pii uvadéni piipravku na trh,
spravovani ufedniho registru piipravki 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 pesticidi v ohledu na cilové organismy, zivotni prostiedi a lidské zdravi. Zabyva se
slozenim pesticidd, druhem a intenzitou pouziti a posuzuje, zda miize byt pfipravek pouzit, ¢i
bude vyfazen. Spolecnost, ktera chce zaregistrovat pfipravek, musi predlozit informace
o zdravotnich rizicich pesticidi vcCetné karcinogennich, reprodukénich, neurologickych
efektd, akutnich a chronickych acinkt. Zaregistrované pesticidy jsou z hlediska bezpecnosti
pravidelné kontrolovany [18].

Aby bylo pouziti pesticidi ucinné a bezpecné pro osoby, zvifata i zivotni prostiedi, je nutné
dodrzovat informace uvedené na stitku obalu. Na stitku je zaroven uvedeno i registracni Cislo.

Registrac¢ni Cislo maji pouze ty pesticidy, které jsou schvalené avyhovuji predepsanym
normam. Dale §titek obsahuje informace, k jakému ucelu je pfipravek schvélen, pro koho je

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

prostiedi afauny (napf. thyn ryb). Pfi pouziti pfipravki a dodrzovani vySe uvedenych
informaci by nemélo dojit ke zdravotnim problémtum. Pokud ano, je dulezité vyhledat l1ékate
a sdélit mu registracni Cislo, nazev vyrobku a u¢innou slozku [10,31].

Svétova zdravotnickd organizace WHO (World Health Organization) klasifikuje pesticidni
latky na zakladé 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
Cloveéka dana tzv. letalni davkou (LD50). LD50 udava mnozstvi pfijatého toxikantu (mg/kg
hmotnosti testovaného jedince), pii jehoz poziti uhyne 50 % testovanych jedinc. 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: Rozd¢leni pesticidnich latek dle jejich nebezpecnosti [34]

LDS50 pro laboratorniho potkana [mg/kg]
Slovni hodnoceni latek — .
Oraln¢ Dermalné
Extrémné nebezpecné <5 <50
Vysoce nebezpecné 5-50 50-200
Stfedné nebezpecné 50-2000 200-2000
Malo nebezpeéné >2000 >2000
Pravdépodobn¢ bezpecné >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 plevelt [43,45]. Zasahuji do
fyziologickych procesti probihajicich v rostlin€ a prerusuji nebo zpomaluji normalni vyvoj
a rust. Biochemismus fyziologickych funkci rostlin fidi rostlinné hormony (auxiny, giberliny).
Maji za ukol regulovat rast rostlin, tvorbu a opadavani lista [45].

Zakladni rozdéleni:
o Selektivni (vybérové) — vykazuji Skodlivy ucinek jen na urcity druh rostlin,

pouzivaji se k hubeni plevelt v zahradnictvi a zemédélstvi.
o Totdlni (neselektivni) — slouzi k uplné likvidaci vSech druhi rostlin, pouzivaji se
k hubeni nezadouci vegetace na nezemédélskych plochach [45].

Aplikace herbicidnich pfipravkl je méné nakladna nez ostatni moznosti eliminace rostlin
a pomérné nenarocna na lidskou praci. Je vSak nezbytné nutné spravné volit dobu aplikace,
dodrzovat doporucené davkovani a brat v uvahu i meteorologické podminky. Pfi nevhodném
pouzivani se mohou vyskytnout rizika spojenad 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 herbicida je dualezité znat
jejich mechanizmus pusobeni [43,45].

2.2.1 Herbicidy na bazi fenoxyalkanovych kyselin

Vramci 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 podrobn€ji popsany v kapitole 2.2.1.2. Viastnosti
a mechanismus piisobeni vybranych herbicidii. Tyto herbicidy se pouzivaji k u¢innému
hubeni dvoudéloznych pleveld, hefmanku, lopuchu, pampelisek, merliku, $toviku a pchace.
V CR se jich ro¢né aplikuje v praiméru kolem 200 tun. Nejéastéji se pouZivaji k oSetieni
obilovin, pastvin ak apravé okoli sinic. Pisobi systémové a maji Sirokospektralni ucinek.
Naru$uji latkovou vyménu, zpomaluji rast podzemnich inadzemnich Casti rostlin atim
rostlina postupné uhyne. Castym projevem jsou rtizné deformace rostlin, jako je krouceni
lodyh a listd [2,74].

Z pohledu chemického slozeni, jsou tyto herbicidy pevné latky s nizkou tekavosti.
V zemédélstvi se aplikuji ve formé soli (pfevazné Na* nebo K*) nebo amind rozpustnych ve
vodé. Pro pouziti v lesnictvi jsou prevedeny na estery rozpustné v podobném rozpoustédle
nebo petroleji [42].
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Nejcasteji 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. B€hem poslednich deseti
let spotieba pesticid mirné klesla (Graf 3). Nejvétsi pokles €ini u piipravku MCPA.

Graf 3: Spotieba vybranych pesticidia v CR, 2004-2014 [5]
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Z grafu je ziejmé, Ze v roce 2009 byla u vySe zminénych pesticidi spotieba vyrazné nizsi
nez v roce 2008. Tento fakt mohl byt zptsoben tim, ze od 1. zafi 2008 byla aplikovana nova
pravidla (narizeni ¢. 396/2005/ES), ktera méla za cil zvysit bezpecnost potravin v celé EU.
V ramci bezpeCnosti vSech skupin spotiebiteld (napt. kojenct, déti, vegetariani) byla
vypracovana databaze, ktera umoziiuje vyhledat MLR (maximalni limit rezidui — horni
hranice koncentrace rezidui pesticidd legalné pfitomnych v potraviné nebo v krmivu)
jakéhokoli pesticidu v kterékoli plodiné [35]. Druhym méné vyraznym aspektem mohl byt
pokles zpusobeny pocasim, které se z¢asti v daném roce podili na mnozstvi aplikovanych
pesticidnich pfipravki.
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2.2.1.1 Vyvoj herbicidi

Se zvySujici se intenzitou zemedélstvi byla v minulych letech vénovana znacnad pozornost
problematice v oblasti regulace pleveld. Re$enim mélo byt zavedeni chemickych latek
oznaCovanych jako herbicidy. Jako prvni chemicka latka (1896) pouzita k regulaci plevelt
v obilninadch byla modra skalice (siran médnaty). V dal§ich 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, l1épe degradovatelny organicky herbicid patiilo dusikaté vapno, které se pouzivalo
soucCasné 1 jako hnojivo. V 30. letech 20. stoleti byl objeven dinitro-o-kresol, ktery ovSem
vykazoval silné toxické ucinky na zivé organismy [43,44].

Velky obrat nastal na zacatku 40. let 20. stoleti, kdy byly objeveny herbicidni tcinky
syntetickych auxind 2,4-D, MCPA a 2,3,5-T. Auxiny patii do skupiny rostlinnych hormont,
které jiz v malych koncentracich podporuji prodluzovani bunék. Velky podil na vyvoji téchto
latek méla 2. svétova valka, jelikoz tyto ptipravky byly vyvinuty tajné, jako mozné chemické
zbrané. 2,4-D byla totiz jednou zingredienci 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 Evropé je jejich pouzivani postupné
omezovano a zakazovano zdivodu =zatizeni prostfedi ajejich vysoké perzistence
v 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 duvodu vysokého zatizeni podzemnich vod [43,44].

Vyvoj novych pesticidi je finanén€ 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 financni
navratnosti béhem tak kratké doby (10-12 let) je pouze v piipadé Sirsitho, nejlépe
celosvétového uplatnéni pesticidu na trhu [43,44].

2.2.1.2 Vlastnosti a mechanismus pitsobeni vybranych herbicidi

Vramci této prace maji byt sledovany polarni pesticidy v povrchovych a odpadnich
vodach. Jako cilova sledovana skupina byly vybrany herbicidy na béazi fenoxykalkanovych
kyselin a to z toho divodu, Ze vybrané latky maji urCeny hodnoty NEK a jsou v povrchovych
vodach sledovany. V potaz byla brana i doba odbéru vzorku (jaro 2016), coz je doba, kdy jsou
sledované herbicidy aplikovany na zemédélskou pudu (od bifezna), tim padem by se mély
v povrchovych a odpadnich vodach vyskytovat ve zvySenych koncentracich.

Sledované analyty patii mezi rastové herbicidy, které jsou vyrabény synteticky a funguji
jako rostlinné hormony auxoidni povahy. Tyto syntetické auxiny jsou na rozdil od auxina
ptirodniho ptavodu v rostlinach spatné degradovany a zptsobuji, ze rostliny nejsou schopny
udrzet vyvazenou fytohormonalni hladinu. Dosud neni pfesné popsano, jak tyto herbicidy
pusobi. Predpoklad je vSak takovy, Ze nepusobi pouze v jednom miste, ale ovliviiuji zaroven
nékolik biochemickych procest, které probihaji v rostlinnych burikach.
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Poskozeni rostliny probiha ve tfech po sobé& jdoucich fazich:

1. Po aplikaci dochazi ke stimulaci fotosyntézy a v diisledku zvySeni koncentrace K™ ionti
dojde k otevieni pruduchl, zvysi se aktivita RNA polymerazy, syntéza proteinu
a mRNA.

2. Tyden po aplikaci dochazi k nekontrolovanému bunéénému déleni a ristu (rast
postrannich vyhonk a kofend, srastani). Objevuji se deformace stonku a listu.

3. Do deseti dni po aplikaci herbicidu dochazi vlivem destrukce bunécnych membran
k nekrézam, ucpavani vodivych pletiv a rostlina postupné odumira [74].

Vybrané herbicidy mohou negativné ovliviiovat necilové druhy rostlin a organismu jiz
v malych koncentracich. Napfiklad Siroce vyuzivany 2,4-D putsobi cytotoxicky, poSkozuje
strukturu DNA, preruSuje syntézu peptidi a spoleéné s 2.4,5-T vykazuji karcinogenni
a teratogenni ucinky. Jsou dobfe rozpustné ve vodé a pomérné rychle se vymyvaji z pudy.
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 analyti 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]

Trividlni ndzev 2,4-D Chemicky vzorec

Chemicky ndzev

2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina

CHeCl,0;

Cislo CAS 94-75-7 Strukturni vzorec
Pouziti obiloviny, travy, ovocné stromy
Ucinek herbicid, regulator rustu

Rozpustnost ve vodé

27 600 mg/l (25°C)

pKa

2,9

Henryho konstanta

1,3-10” Pa-m’/mol (25°C)

Polocas rozpadu

v pudé (dny)

34

KOC

46

Z1

&

O0—~CH,—C

N,

1 H

Obdobi pouZiti latky 2,4-D

I

& & & &

¢ €& & & & & & 0

Metabolit

2,4-dichlorfenol

27




Tabulka 8: Obecné a fyzikalné-chemicke vlastnosti herbicidu Dichlorprop-P [32,46,56]

Trivialni ndzev Dichlorprop-P

Chemicky vzorec

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

Chemicky ndzev ] . CyHsCl1,05
propanova kyselina
Cislo CAS 15165-67-0 Strukturni vzorec
Pouziti obiloviny, travy
Ucinek herbicid 1
Rozpustnost ve vodé | 130 000 mg/1 (25°C) cH
pKa 2,91 3 fD
Henryho konstanta 5,6:10”° Pa-m’/mol (25 °C) O el
3 A
Polocas rozpadu 14 c1 IL OH
v pudé (dny)
Obdobi pouiiti latky dichlorprop-P Metabolity
L_l-L 2’4_diCh10rfen01
SR B TR T T S S 2,4-dichloranisol
Tabulka 9: Obecné a fyzikalné-chemické vlastnosti herbicidu MCPA [32,46,56]
Trivialni ndzev MCPA Chemicky vzorec
o (4-chloro-2-methylfenoxy)octova
Chemicky ndzev . CoHyClO4
kyselina
Cislo CAS 94-74-6 Strukturni vzorec
o obiloviny, travy, ovocné stromy,
Pouziti L . . .
vinna réva, luskoviny, Zeleznice
Ucinek herbicid, regulator rustu Cl
Rozpustnost ve vodé | 29 390 mg/1 (25°C)
pKa 3,09 &
-5 3 o D_CHE_C
Henryho konstanta 5,510 Pa-m’/mol (25 °C) \,
Polocas rozpadu 5 CH, CH
v pudé (dny)
Koc 74
Obdobi pousiti latky MCPA Metabolit

m I

¢ ¢ e F F o e S D

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

Trivialni nazev

MCPB

Chemicky vzorec

4-(4-chloro-2-

Chemicky ndzev ) ) C,1H5Cl0O;
methylfenoxy)butanova kyselina
Cislo CAS 94-81-5 Strukturni vzorec
Pouziti luskoviny, jetel, jeCmen
Ucinek herbicid
Rozpustnost ve vodé | 4 400 mg/l (25°C) ¢l
pKa 4,82 ;ﬁo
Henryho konstanta 3,0-107° Pa-m*/mol (25 °C) D—CHz—CHz—CHz—C\
Polocas rozpadu ; CH, OH
v pudé (dny)
Koc 108
Obdobi pouiti latky MCPB Metabolity
LJ- . MCPA — 4-chlor-2-methylfenol
: L 4-chlor-2-methylfenol
& ¢ ¢ F & F & & & &
MCPB methyl ester, HMCPA*
*4-chloro-2-hydroxymetylfenoxyoctova kyselina
Tabulka 11: Obecné a fyzikalné-chemické vlastnosti herbicidu Mecoprop-P [32,46,56]

Trividlni ndzev Mecoprop-P (MCPP-P) Chemicky vzorec

o, (R)-2-(4-chloro-2-
Chemicky ndzev ] . C,0H;,ClO;

methylfenoxy)propanova kyselina
Cislo CAS 16484-77-8 Strukturni vzorec
Pouziti obiloviny, picniny, cukrova fepa
Ucinek herbicid 1
Rozpustnost ve vodé 869 mg/l (25°C) cH
pKa 3,44 3 J”O
Henryho konstanta 5,7-10° Pa-m*/mol (25 °C) i Ty g
3 A
Polocas rozpadu 20 CH, IL OH
v pudé (dny)
Koc 119
Obdobi pouziti latky MCPP-P (mecoprop-P) Metabolit
L_.:-AL 4_Ch10r_2_methylfen01
& & & F & & & & & & 0
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Tabulka 12: Toxikologické vlastnosti vybranych herbicidu [32,46,56]

. . ) Kontaminant
e Zarazeni dle Vyhlaska ) Endokrinni .
U¢inna latka . Karcinogen ] podzemnich
WHO ¢. 232/2004 Sb. disruptor
vod
mirng Xn (zdravi .
2,4-D L . (Z, ,V mozny podezieni potencialni
nebezpedny skodlivy)
) malo Xn (zdravi L o o
Dichlorprop-P L, . . mozny neevidovano potencialni
nebezpedny skodlivy)
malo Xn (zdravi L, ) ; ) ,
MCPA L . o mozny neevidovano | neevidovano
nebezpedny skodlivy)
malo L o o
MCPB L neuvedeno mozny neevidovano neevidovano
nebezpedny
Mecoprop-P malo L . ) o
L neuvedeno mozny neevidovano potencialni
(MCPP-P) nebezpecny

Z hlediska ekotoxikologického, byly pfi

peroralnim podani pfipravku 2.4-D savcum,

pozorovany priznaky zavazné otravy, jako je svalova slabost, kfecCe, poruchy koordinace
vedouci k ochrnuti, ato zejména zadnich koncetin. Vysoké davky mohou ptisobit na CNS,
zpomalit dychani, nasledné¢ koéma 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 herbicida [52]

Utinna latka

LDSO0 (potkan, oralné)

LD50 (potkan, dermalné¢)

[mg/kg] [mg/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 metabolitu [32,56]

Chemicky ndzev 2,4-dichlorfenol Strukturni vzorec
Chemicky vzorec CcH,Cl,O OH
Cislo CAS 120-83-2 Cl
Rozpustnost ve vodé 4500 mg/1
LD50 LD50
Toxicita (mys, oraln¢) (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/1 c H3
LD50 LD50
Toxicita (mys, intraven6zng) (mys, oralng)
56 mg/kg 1320 mg/ke Cl
Chemicky ndzev 2,4-dichloranisol Strukturni vzorec
(zhemicky vzorec C,H(,ClL,O O C H 3
Cislo CAS 553-82-2
Rozpustnost ve vodé 1288 mg/1
Toxicita - Cl Cl
Chemicky nazev. | MCPB methyl ester Strukturni vzorec
Chemicky vzorec | C13H7ClO;
Cislo CAS 10443-70-6 cl
Rozpvustnost ve 10 mg/l /Q/
vodé < OW 0
LD50 LD50
Toxicita (mys, oralng) (potkan, oraln¢) ©
1160 mg/kg 1420 mg/kg
Chemicky ndzev HMCPA Strukturni vzorec
Chemicky vzorec CyHyC10O, ) o
Cislo CAS 6386-63-6 JK/C’
Rozpustnost ve vodé - HO
Toxicita - q
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2.2.1.3 Adsorpce a desorpce vybranych herbicidi

Adsorpce a desorpce patii mezi kliCové procesy, které ovliviuji retenci pesticidi a jejich
transport skrze pudni profil do podzemni vody. Ve vlhké pade, v zavislosti na jeji pH, dochazi
k hydrolyze soli a esterd fenoxyalkanovych kyselin za vzniku anionti a neutralnich molekul.
Prikladem 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 neutralni 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 % neutralni molekula a 83 % ve formée aniontu
apti pH=7je 100 % slouceniny zastoupeno ve formé aniontu. Z téchto hodnot vyplyva, ze
zmeény pH mohou ovliviiovat miru sorpce a rychlost degradace téchto herbicidi.

Na zéakladé Henryho konstanty je mozné urcit rychlost vypafovani dané sloucCeniny. Tyto
konstanty jsou pro sledované herbicidy nizké (Tabulky 7-11), tim padem jsou jen slabé
tékavé. V zivotnim prostiedi mohou byt perzistentni tyden az mésic. Jejich degradace zavisi,
jak jiz bylo zminéno vySe, hlavné na pH prostfedi. 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 primamé biologicky proces.
Bylo pozorovano, Ze ve sterilizovanych pudach degradace probihala minimalné nebo vubec.
Rychlost degradace zavisi na druhu a mnozstvi mikroorganismu v pudé, obsahu organickych
latek, na obsahu Zivin a vody, na teploté, vlhkosti a pH. V kyselych pudach se herbicidy
degraduji pomaleji. Je to zpusobeno tim, ze kyselé pudy obsahuji méné mikroorganismu
(neptiznivé podminky pro zivot).

Mikrobialni degradace probiha v prvnim kroku rozstépenim etherové vazby za vzniku
degradacnich meziproduktt 2.4-dichlorfenolu nebo 4-chlor-2-methylfenolu (Obrazek 3) [56].

2,4-D MCPA

(R)-Dichlorprop / (R)-Mecoprop

\OH OH/
Plea=auy

¢l cl \ (S)-Mecoprop

2,4-DB MCPB

(S)-Dichlorprop

Obrazek 3: Vznik degradacnich meziproduktu v disledku rozstépeni etherové vazby [56]
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Nasledujici kroky mikrobialni degradace meziproduktd jsou znazornény na Obrazku 4.
V mnoha pfipadech muze byt vyslednym produktem CO, [56].

OH COOH

R chlorfenol
_hydroxyliza OH ll(azteg-hol . COOH dichlormukonat 0C% o
ﬂ | cvkloizomeraza == ~—0
———
~ —
cl R cl R
R
2,4-d1chlorfen01 2.4-dichlorkatechol 2.4-dichlormukunova kyselina cis-2-chlordienlakton
4-chlor-2-methylfenol ‘4-chlor-2-meﬂ1ylkatechol 4-chlor-2-methylmukonova kyselina cis-2-methyldienlakton
karboxymethylen
butenolidaza
COOH COCH
maleylacetat COOH
" COOH reduktaza
Citratovy cyklus —-—
~ ~
o] R o} R

2-chlormaleylacetat

3-chlor-5-oxo oktanova kyselina
2-methylmaleylacetat

3-methyl-5-oxo oktanova kyselina
Obrazek 4: Mikrobialni degradace meziprodukta (pfelozeno z [56])

2.2.1.5 Legislativa

V ramci pouzivani pesticidnich pfipravki je nutné dodrzovat kromé spravné zemédélské
praxe (GAP) i pfisné predpisy, které maji za cil chranit jak ekosystémy, tak lidské zdravi.

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

Dichlorprop-P byl uveden na trh 1. Cervna 2007 Smérnici komise 2006/74/ES. Pted timto
datem byla pouzivana latka Dichlorprop (obsahuje chiralni uhlik). Tato latka obsahovala
racemat, tzn. levotoCivy i pravotoCivy enantiomer chiralni slouceniny. Bylo zjiSt€no, ze
herbicidni u€inky mé pouze R-enantiomer (Dichlorprop-P) a S-enantiomer (Dichlorprop) je
neaktivni. Strukturni rozdil téchto dvou pfipravki je uveden na Obrazek 5. Pripravek je
mozné pouzivat pouze jako herbicid a to do 31. kvétna 2017 [49,50].

@%

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

+

O

Cl

Obrazek 5: Strukturni vzorce Dichlorpropu a Dichlorpropu-P [52]
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Mecoprop je piipravek pouzivany od 21. zafi 1995. Do roku 2011 byl tento pfipravek
pouzivan stejné jako Dichlorprop ve formé racematu (levoto€ivy i pravoto€ivy enantiomer).
Od roku 2012 se pouziva jiz jen R-enantiomer (Mecoprop-P), jelikoz bylo zjisténo, ze pravé
tato forma ma herbicidni ucinky [47,51]. Na Obrazku 6 jsou znazornény struktury téchto dvou
ptipravk. Mecoprop byl Smérnici evropského parlamentu a rady 2008/105/ES zatazen mezi
latky podléhajicimu prezkumu pro pfipadnou identifikaci jako prioritni latka nebo prioritni
nebezpecna latka [20].

CH, H,C 0
HBC/,///I o) O
' 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 viddy ¢ 23/2011 urCeny Normy
environmentalni kvality pro znecistujici latky. Mezi né patfi i sledované herbicidy. Konkrétni
hodnoty NEK jsou uvedeny v Tabulce 15 [24].

V ramci Evropské unie se tyto herbicidy pouzivaji hlavné k ochrané obilovin a obvykle se
aplikuji v mnozstvi od 0,8 do 1,8 kg aktivni slozky na hektar zemédelské pad [56].

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

Y Norma environmentalni
Ukazatel Cislo CAS Jednotka ]
kvality (NEK-RP¥*)
2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina 94-75-7 ng/l 0,1
Dichlorprop-P 15165-67-0 ng/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

*Priimérnd hodnota je rocni aritmeticky primeér
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2.3 Pravni predpisy tykajici se rezidui pesticidu 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 Rdmcovou smérnici 2000/60/ES Evropského
parlamentu a Rady (novelizovana smérnicemi 2013/39/EU a 2008/105/ES), kterou stanovuje
ramec Cinnosti SpoleCenstvi v oblasti vodni politiky. Touto smérnici jsou stanovena ,, Opatieni
proti zneci§tovani vod jednotlivymi znecistujicimi latkami nebo jejich skupinami, které
predstavuji vyznamné riziko pro vodni prostfedi nebo jeho prostifednictvim, a to véetné rizik
pro vody vyuzivané k odbéru pitné vody [19]“. Dale je zde upfesnéna strategie k predchazeni
a omezovani zneci§téni podzemnich vod, kde je cilem dosazeni dobrého chemického stavu.
Clenské staty Evropské Unie jsou povinny viechna nezbytna opatieni, ktera vedou ke sniZeni
znecCisténi vod, dodrzovat [19].

Smérnice Evropského parlamentu a Rady 2008/105/ES (nabyla platnost 16. prosince 2008)
pojednava o ucincich na vodni prostiedi, jako je naptiklad akumulace v ekosystému,
bezprostiedni a dlouhodoba toxicita pro vodni organismy, ubytek biologické rozmanitosti
a ohrozeni lidského zdravi. Ze smérnice vyplyva, ze je nutnosti zajistit pfi¢iny znecisténi
a feSit problematiku emisi pfimo u zdroje, a to ekologicky a ekonomicky nejucinnéjsim
zpusobem. V pfiloze €. 1 této smemice je uveden seznam 33 prioritnich ldatek nebo skupin
latek, u kterych je nutné pfijimat opatfeni. Z toho 20 ldtek bylo oznaleno za prioritni
nebezpecné latky, pticemz je zadouci, aby Clenské staty provedly nezbytna opatfeni s cilem
postupné zastavit a odstranit jejich vypousténi, emise a tniky [20].

Pro vSech 33 prioritnich latek jsou uréeny Normy environmentdlni kvality (NEK), které
udavaji 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 roc¢ni primémé NEK (RP-NEK) z divodu
ochrany lidského zdravi a zivotniho prostfedi pfi dlouhodobé expozici, nebo jako nejvyssi
piipustna koncentrace NEK (NPK-NEK) z divodu ochrany pii kratkodobé expozici. Vybrané
pesticidni latky z pFilohy ¢. 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 [pg/] NPK-NEK [ug/]
Alachlor 15972-60-8 0,3 0,7
Atrazin 1912-24-9 0,6 2,0
Chlorfenvinfos 470-90-6 0,1 0,3
Chl if

4 OTPYIHOS 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
Hexachlorcyklohexan

10 608-73-1 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
také proti kratkodobym maximdlnim znecisténim v pripadé trvalych unikil, nebot jsou vyrazné nizsi neZ hodnoty
odvozené na zdkladé bezprostiedni 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 (pFevzato 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 nékterymi latkami vypousSténymi do vodniho
prostfedi SpolecCenstvi. Smérnice stanovuje dva seznamy latek. Seznam I byl urCen na zaklade
toxicity, bioakumulace a perzistence vybranych latek ve vod€. Vyjimku tvori latky, které jsou
biologicky neskodné, anebo se v tyto latky rychle preménuji. V Seznamu II jsou uvedeny
latky, které maji Skodlivy ucinek na vodni prostiedi s tim, Ze tento GCinek muze byt omezen
jen na urcitou oblast a mize zaviset na misté vyskytu a vlastnostech vod, do nichz je latka
vpusténa [22].

Seznam 1 1 II jsou v ramci Ceské legislativy obsazeny v priloze ¢. I zdkona ¢. 254/2001Sb.
O vodedch (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 nebezpeéné latky“
a latky spadajici do Seznamu II jako ,prioritni latky*“. Ukazatele a hodnoty piipustného
zneCisténi prioritnich a prioritnich nebezpecnych latek jsou uvedeny v ,,narizeni vidady (nabylo
platnost 22. prosince 2010) ¢. 23/2011 Sb. 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 Sb.“ Toto nafizeni je soucasti vodniho zakona (¢. 254/2001) [23,24].
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Jakost pitnych a teplych vod v CR fidi Smérnice Rady 98/83/ES (nabyla platnost
3. listopadu 1998) o jakosti vody urcené k lidské spotiebé. Cilem je ochrana lidského zdravi
pred negativnimi ucinky znecisténych vod, zajisténi zdravotné nezavadné a Cisté vody urcené
k lidské spotieb&. V Casti B této smérmice jsou mezi chemickymi ukazateli uvedeny i limity
pro pesticidy (Tabulka 17) [25].

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

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

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

Aby v ramci EU dochazelo k fungovani vnitfniho trhu a nebyly kladeny ptfekazky obchodu
s produkty vramci Clenskych statd, 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. Gnora 2005) o maximalnich limitech
rezidui pesticidd v potravinach a krmivech rostlinného a Zzivoc¢isného pivodu a na jejich
povrchu a o zméné smérnice Rady 91/414/EHS®. Smérnice Rady 91/414/FEHS (nabyla platnost
15. Cervence 1991) uvadi, ze by méla byt dana prednost verejnému zdravi pfed pouzitim
ptipravkil na ochranu rostlin. Je tedy nutné zajistit, aby rezidua predstavujici nepfijatelné
riziko pro ¢loveéka nebo zvifata nebyla v plodinach pfitomna. 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 pesticidu ve vodach

V této praci byla pro analyzu povrchové vody pouzita voda z fek Kralovéhradeckého
a Jihomoravského kraje. Konkrétné byly odbéry provedeny v okoli mésta Jaromer, které lezi
na soutoku tii fek: Upy, Metuje aLabe. Dale byla analyzovana povrchova voda z feky
Svratky pied a pod COV Modiice. Odb&rové mapky a podrobnéjsi popisy mista odb&ru jsou
uvedeny v kapitole 3.5.

Pro analyzu odpadni vody byly pouzity vzorky z COV Jaromé&i a COV Brno.

2.4.1 Meésto Jaromér

Jaromér se nachazi v Kralovehradeckém kraji, pfiblizné 20 km od krajského mésta Hradec
Kralové (okres Nachod) v nadmotské vySce 255 m. n. m. Soucasné zde zije piiblizné
13 000 obyvatel. Mé&stem protéka feka Labe, do které se vléva nejprve feka Upa, naslednd
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, konkrétnd v Upavské raseliné pod Snézkou.
Z Krkono§ 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 sm&rem k Jarom&fi a na fiénim 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 Adr§pachu v blizkosti hranic s Polskem. Odtud tede na jih
pres 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 rek Labe a Metuje

38



2.4.2 Problematika polutanti na COV

Jak jiz bylo feCeno v kapitole 2.1.3.1, pesticidy mohou do prostfedi vstupovat riznymi
cestami. Nicméné mezi vyznamné zdroje pesticidi ve vodnim prostiedi patii vypousténé
odpadni vody. Na COV piitékaji nejrizn&jsi smési latek ze zdravotnictvi, pramyslu,
domacnosti, zem&dé&lstvi atd. Hlavnim problémem je, e soudasné COV nebyly ve své dobé
konstruovany na odstranovani novych typa polutantd. Jejich ucinnost je proto v mnoha
ptipadech nedostatecna. Bylo prokazano, ze béhem procesu CiSténi jsou ruzné latky
odbouravani s velkymi rozdily. Neékteré mohou byt odbouravany s Gcinnosti bez mala par
procent, jiné naopak s ucinnosti az 99 %.

Bylo pozorovano, ze néktera 1éCiva (diklofenak, erytromycin) a pesticidy (diazinon,
atrazin) jsou na COV odbouravany jen velmi malo (méné& nez 40 %). V ramci &istirenského
procesu mohou z pivodnich polutanti vznikat metabolity nebo mize dochazet ke Stépeni
konjugovanych metabolitt, které jsou z organismu vylouceny, a tim padem dojde k uvolnéni
puvodni latky.

To, v jaké mife jsou polutanty na COV odbouravany, zavisi na fyzikalné-chemickych
vlastnostech (polarita, stabilita, rozpustnost, biodostupnost,...), struktufe latky a na kapacite,
parametrech a konkrétnich technologii pouzivanych na COV. Miru odbouravani polutant(
ovliviiuje 1 stari kalu, rocni obdobi, teplota a ptfitomnost dal§ich latek. Proces odbouravani je
zpravidla G&inngj§i, pokud jsou na COV zafazeny pokrogilé metody do¢isténi odpadnich vod.
Prikladem muze byt sorpce na aktivni uhli, membranové procesy, ozonace, reverzni osmoza
a nanofiltrace nebo pouziti bioreaktora [37,58].

Pfi vypousténi precisténé odpadni vody do akvatického ekosystému velmi zalezi na poméru
objemu odtokovych vod k objemu vody (pratoku) v recipientu, tedy na mife nafedéni.
U mensich tokdi je vliv zbytkového =zneciSténi na organismy vyS$S§i. Muze dochazet
i k sezonnim rozdilim. Napfiklad v zimnim obdobi muze byt koncentrace v povrchovych
vodach odlisna nez v 1été. V dusledku nizsich teplot jsou biodegradacni pochody pomalejsi.
Roli zde hraje i srazkovy uhrn. V obdobi sucha muaze dojit ke zvySeni koncentrace polutantd
v dasledku snizeni prutoku v recipientech odpadnich vod [37].

2.4.2.1 COV Jaromé¥

Provozovatelem COV Jaromé&f (Obrazek 9) je spole¢nost Méstské vodovody a kanalizace
s.r.0. Jaromeét. V letech 1993-1996 zapocala samotna vystavba a do trvalého provozu byla
COV uvedena vroce 1996. Na COV jsou jednotnou kanalizaci piivadény pramyslové,
splaskové, destové abalastni vody. Nejvétsim znecistovatelem je provozovna KSK Bono
v Hefmanicich, ktera se zabyva vyrobou krmiv pro psy. Odpadni vody z této provozovny
predstavuji polovinu celkového zatizeni, pfiCemz jejich zneCi§téni je vétSi nez zneciSténi
v odpadnich vodach pfivedenych z mésta, ale je lehce biologicky odbouratelné.

COV Jaroméf je fesena jako mechanicko-biologicka s dlouhodobou aktivaci a s &aste¢nou
stabilizaci kalu. Hygienizace kalu je provadéna hydratem véapenatym, coz v podstaté
nahrazuje uplnou stabilizaci kalu.

Celkovy pocet obyvatel pfipojenych na kanalizaci ¢ini 12 848, z toho 12 035 je piipojenych
na COV. Aktualné je COV Jarom&f dimenzovana na 35 000 EO. V soucasné dobé je na COV
pfivadéno do 200 t BSKs/rok, coz odpovida 9 000 EO.
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Mnozstvi vypousténych odpadnich vod do recipientu (feka Labe) nepresahuje
2 000 000 m*/rok. Primémé mnozstvi vypou§ténych vod z COV &ni 69,5 1's™
povolené mnozstvi je 134 I's™ [77].

maximalni

2

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

Ukazatele Jednotka Pritok Odtok
BSK; (s potla¢. nitrifikaci) mg/l 297,1 2,69
CHSK¢, mg/1 831,5 24,7
NL mg/1 2639 12,0
N-NH, mg/1 344 0,68
N anorg. mg/l 35,6 4,26
Peen. mg/l 8,26 1,9

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

Obriazek 9: COV Jarom&i

2.4.2.2 COV Modyice

Modrticka cistirna byla do provozu uvedena v roce 1961. Fungovala v rezimu klasické
dvoustupriové Cistirny s anaerobni stabilizaci kalu. S rozvojem meésta doslo v 80. letech
k latkovému a hydraulickému pfetizeni a bylo nutno COV rozsifit. V 90. letech vzrostla
poptavka okolnich vesnic po napojeni na kanaliza¢ni systém mésta Brna a vzniklé pretizeni
jiz nebylo mozné fesit dal§imi dil¢imi upravami, proto COV v roce 2003 prosla celkovou
rekonstrukci a rozsifenim. Nasledoval jednolety zkuSebni provoz a do trvalého provozu byla
uvedena 1. 1. 2005. V roce 2009 doslo k optimalizaci provozu a tim 1k navySeni kapacity
o vice nez 20 %.
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Aktualn& je maximalni kapacita COV Modfice 515 000 EO. Celkovy podet obyvatel, kteii
trvale bydli vobcich nebo v &astech obci odkanalizovanych na COV Modfice &inil
(k1. 1.2014) 434282, ztoho bylo 421 152 obyvatel piipojenych na kanalizaci. Pfi
primémém zne&isténi 60 g BSKs-obyv.':den” &ni podet pripojenych ekvivalentnich
obyvatel (EO) 429 998 [53,54].

Do (istirny odpadnich vod v Modficich jsou systémem kanaliza¢nich stok (pfevlada
gravitaéni zpusob odvadéni) pfivadény odpadni vody z mésta Brna, ale i z Sirokého okoli.
Konkrétné jsou na COV krom& Brna napojeny jesté mésta Kufim a Modfice a obce Ceska
u Brna, élapanice, glapanice—Bedﬁchovice, Zeleice, Moravské Kninice, Ostopovice,
Liptvka, Ponétovice, Rozdrojovice a Podoli [53].

Primérné mnozstvi vypousténych vod z COV &ini 1950 1-s”, maximalni povolené
mnozstvi je 4 222 1's”". Za jeden kalendaini mésic dojde v priméru k vypusténi 5 127 tis. m’
Recipientem je feka Svratka.

Z vody, ktera natéka na COV Brno-Modfice, jsou odebirany 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 znecisténi na pfitoku COV a limity vypousténého znegisténi v ramei trvalého
provozu COV Brmo-Modfice [54]

Koncentrace na
Ukazatele Jednotka | Pitok | Odtok odtoku z COV
pripustna | maximalni
Celkové mnozstvi odpadnich vod m’/den 102 380 - - -

o Splaskové vody m’/den 46 512 - - -

o Prumyslové a ostatni vody m’/den 22 085 - - -

o Srazkové a balastni vody m’/den 33783 - - -
BSKj5 kg/den 25 800 431 15 mg/l 30 mg/1
CHSK, kg/den 66 547 2621 75 mg/l 125 mg/1
NL kg/den 32 045 884 20 mg/l 40 mg/l
Neeik. kg/den 5744 743 10 mg/l 20 mg/l
Peox kg/den 704 44 1 mg/l 3 mg/l

COV Modfice 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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Obrizek 10: Celkovy pohled na COV Modiice [53]
2.5 Metody stanoveni

2.5.1 Preanalyticka aprava vzorku

K uspésnému stanoveni rezidui pesticidd je nutno zvolit vhodnou techniku izolace analytu,
jelikoz vétSina realnych vzorkl obsahuje latky, které neni mozné stanovit piimo pomoci
chromatografickych technik. Uprava vzorkG pied vlastni analyzou je tedy nezbytna,
predevsim kvuli odstranéni nezadoucich latek, zakoncentrovani sledovaného analytu
z matrice, zlepSeni chromatografickych vlastnosti analyti amezi detekce. Mezi
nejpouzivanéjsi techniky izolace analytl 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 fazi (SPE)

SPE je technika, kterd je stale vice vyuzivana k upravé vzorku pied vlastni analyzou.
Vyhodou je pouziti jen malého mnozstvi organickych rozpoustédel (Casto toxicka
a nebezpecnd), ucCinné zakoncentrovani analytu i vysokd vytéznost. SPE je nejcastéji
vyuzivana k extrakci stfedné t€kavych nebo netékavych analyti z kapalnych vzorka. Lze ji
pouzit 1 na vzorky pevné, musi vSak byt pfed vlastni extrakci rozpustény ve vhodném
rozpoustédle.

Dalsi vyhodou SPE kolonek je ptecisténi vzorku (odstranéni nezadoucich latek ruSicich
stanoveni) a selektivita k riznym druhim sledovanych analytd. Na trhu je k dispozici velky
vybér raznych sorbentd a velikosti kolonek (LC-18, ENVI™.18, ENVI-Florisil,
ENVI-Carb, ...). Je totiz dtlezité vybrat pro danou analyzu ten nejvhodnéjsi 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¢énich skupin sorbentu. Nasledné je kolonka ptipravena k pouziti.

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

Dal§im krokem je eluce interferujicich latek rozpoustédlem, ve kterém sledovany analyt
neni eluovan. Pokud je analyt slabé sorbovan, miize byt tento krok vynechan.

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

1. Kondicion: 3. Vymyti interferujicich
SI{:E 11211{:)];}:; 2. Naneseni vzorku analytil 4. Eluce analytu
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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 vzajemné nemisitelné
faze (vodna a organicka). Cilem je pfevést co nejvétsi podil latky A do organické faze, ze
které mize 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 patfi mezi vysoce polarni slouceniny, které
jsou dobie rozpustné ve vodé a vodnych roztocich, ale mélo rozpustné v polarnich
organickych rozpoustédlech (jsou v disociované formé¢). Pred vlastnim stanovenim téchto
herbicidua 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 fazi (SPME)

SPME (Solid Phase Microextraction) je ucinna sorpéné/desorpéni technika izolace analytu
z riznych matric. Vyhodou je jednoduchost pouziti (eliminace potieby pouziti organickych
rozpoustédel), operativnost (zadné komplikované aparatury), snadna reprodukovatelnost
a kratky Cas potfebny pro izolaci analytu.
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Principem je sorpce vzorku na vhodné vlakno pokryté polymerem. Vldkno je ukryto v duté
ocelové jehle SPME drzaku. Vlastni sorpce analytu probiha do dosazeni rovnovazného stavu,
ktery je ovlivnén tloustkou a typem polymeru, jez pokryva kiemenné vldkno. Semivolatilni
latky se 1épe sorbuji na tenci vrstvu polymeru, t€kavé naopak na vrstvu siln€jsi. Tato metoda
je pouzitelna v kombinace s plynovou 1 kapalinovou chromatografii. Pfed vlastni analyzou je
nutné optimalizovat podminky izolace (typ vladkna, polarita vlakna, ptidavek soli a pH,
extrakéni mod,...).

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

2.5.2 Derivatizace

Aby bylo mozné vzorky analyzovat s co nejvysS§i 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 analyti. Dle povahy sledovaného analytu je
nutné zvolit vhodnou derivatizacni techniku a ¢inidlo. Derivatizaéni ¢inidlo je tvofeno ze
dvou casti. Organicka ¢ast urcuje vlastnosti vysledného produktu a reaktivni skupina zajistuje
navazani organického fetézce na analyt.

Kyselé herbicidy byvaji z vody nej¢asteji extrahovany organickymi rozpoustédly a teprve
potom derivatizovany. NejCasteji se pii analyze téchto slou¢enin pomoci GC pozivaji 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 (napf. analyty s fenolovou
skupinou). Vysledkem jsou teplotné stalé, méné polarni a tékavé derivaty. Zavedeni silylové
skupiny do struktury polarnich analytd zlepSuje pfesnost, reprodukovatelnost, citlivost
arozliSeni analyzy. Volba silylacniho ¢inidla zavisi na jeho reaktivité, selektivit¢ ke
konkrétnim analytim a stabilité derivatu.

Nize zminéna reakce (2—1) naznaCuje 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 pritomnost vlhkosti ve vzorku. Pfi kontaktu s vodou
dochazi krozpadu TMS ¢inidla 1 derivatu. Tyto problémy je mozno minimalizovat
nadbytkem rozpoustédla nebo derivatizacniho ¢inidla.

Doba derivatizace je zavisla na konkrétni sloucening, ktera ma byt derivatizovana. Aby
byla derivatizace co nejefektivnéjsi, je nutno zajistit vhodné podminky derivatizace. Mezi
parametry, které je nutno optimalizovat, patii: spravny vybér a objem derivatizac¢niho ¢inidla,
vhodné rozpoustédlo, teplota a reakcni doba derivatizace [69].
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2.5.2.1.1 MTBSTFA (N-terc-butyldimethylsilyl-N-methyl trifluoroacetamid)

Derivatizacni ¢inidlo MTBSTFA (Obrazek 12) produkuje pfi reakci s kyselym vodikem
analytu stabilni 7~-BDMS (ferc-butyldimethylsilyl) derivaty. Pouziva se k derivatizaci
primarnich a sekundarnich amint a sloucenin, které maji —-OH, -COOH nebo —SH skupinu.
Derivaty MTBSTFA jsou vice nez 100x stabilnéj§i a odolnéj§i 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 derivatizacni cCinidla. Pfi jejich
reakci s analytem dochazi k navazani TMS (trimethylsilyl) skupiny na misto kyselého vodiku.
Pouzivaji se samostatné nebo v pfitomnosti katalyzatoru TMCS (trimethylchlorsilan), TFA
(trifluoroacetamid), pyridinu nebo piperidinu [69].

s
O—\‘T,i—CH3
F3C4\<N CH3
H3C\ /
/SI\
H3C CH3

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, skupin€ nahrazeny methylovou a trimethylsilylovou skupinou. Ma
podobnou silylacni silu jako BSTFA a BSA, jen je mnohem vice tékavy. Pouziva se
k pfiprave tékavych 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, pii které dochazi k preméné sloucenin obsahujici aktivni vodik (—OH,
—SH a —NH skupiny) na estery, thioestery a amidy. Patii mezi dulezité derivatizacni techniky.
Acylaéni  Cinidla lze rozdelit do dvou skupin, ato anhydridy fluorokyselin
a fluoroacylimidazoly. Fluoroacylimidazoly velmi rychle reaguji s hydroxylovou skupinou,
sekundarnimi a tercialnimi aminy a vytvaii acylderivaty. Anhydridy jsou tékavéj§i a mohou
se snadno vyparovat. Stejn¢ jako silylace se acylace pouziva ke zvySeni tékavosti a stability
analytl. Mezi nejcCast€jsi aplikace patii zavedeni perfluoroacyl- skupiny do struktury analytu,
¢imz dochazi pii GC analyze ke zvySeni odezvy na ECD (electron capture detector) detektoru
[69].

2.5.2.3 Alkylace

Pfi alkylaci dochazi k nahrazeni aktivniho vodiku alifatickou nebo aromatickou (benzyl)
skupinou. Pouziva se pro modifikaci sloucenin obsahujici kysely vodik (karboxylové
kyseliny, fenoly). Principem je pfeména organickych kyselin na estery, které jsou lépe
stanovitelné nez jejich volné kyseliny. Cim je vodik mén& kysely, tim siln&jsi alkylaéni
¢inidlo je nutné pouzit. Vyhodou oproti silylaci je to, ze alkyl derivaty je mozné uchovavat
neomezené dlouho, kdezto TMS derivaty jsou jen omezen¢ 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 analyti kolonou a netcastni se separacniho procesu. Nejcasteji se
vyuzivaji permanentni plyny jako je N, He, H,, Ar. Aby byl zajistén optimalni pritok plynu
kolonou, je nutné, aby tlak na zac¢atku kolony byl vyssi nez na konci.

Interakce mezi stacionarni fazi a molekulou plynu je dana plisobenim 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 analyti je mozné tékavost
zvySsit pomoci derivatizace (viz. kapitola 2.5.2) [59,64].

2.6.1 Instrumentace v GC

Obrazek 15 znazoriiuje zakladni schéma plynového chromatografu. Mezi zékladni ¢asti
patti: tlakova lahev (zdroj nosného plynu), zafizeni slouzici k méreni a regulaci pritoku
plynu, injektor, kde dochazi k nastiiku vzorku, chromatografickda kolona, které je stejné jako
detektor ainjektor umisténa v termostatu, a pocitac¢ slouzici k fizeni chromatografického
systému a k ukladani a vyhodnoceni namétfenych dat [64].
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Obrazek 15: Plynovy chromatograf (pfeloZeno z [75])

V dnesni dobé se pouzivaji nejCastéji kapilarni kolony. Tyto tenkosténné kolony jsou
vyrabény zvelmi Cistého SiO,, ktery je potazeny vrstvou polyimidu (zabranéni
oxidaci — kfehnuti SiO). Uvnitf kolony je chemicky navazana a imobilizovana stacionarni
faze. Pro nepolarni latky se pouziva stacionarni faze na bazi polydimethylsiloxanii nebo
silarylenti, pro polarni latky pak polyethylenglykoly.

Hlavnim ukolem detektoru je poskytnout odlisSny signal pifi priachodu nosného plynu
obsahujiciho eluovanou slozku a samotného nosného plynu. Detektor by mél poskytovat
maximalni rychlost odezvy, stabilni signal, co nejnizs§i meze detekce, selektivitu a citlivost.
Mezi zakladni typy detektori patii plamenovy ionizacni detektor (FID), detektor
elektronového zachytu (ECD), plamenovy fotometricky detektor (FPD), fotoionzacni detektor
(PID), termoionizacni detektor (AFID) a hmotnostni spektrometr (MS) [64].

2.6.2 Spojeni GC a MS

Mezi nejcastej$i metody stanoveni pesticidii ve vodach patfi 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 pii
vyparovani se nerozkladaly. Pokud tato podminka neni splnéna, je nutné analyty vhodnym
zpusobem derivatizovat (viz. kapitola 2.5.2). Pesticidy na bazi fenoxykarboxylovych kyselin
patii do skupiny pesticidi, které nelze analyzovat pfimo (doslo by k rozkladu pfi nastfiku) a je
nutné je prevést na tekavejsi derivaty.

Vyhodou spojeni GC/MS a GC/MS/MS je, Ze pii analyze slozitésich vzorka, kde se
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) znazornéné na Obrazku 16. Kapilarni kolona je protazena az
do iontového zdroje hmotnostniho spektrometru. Jako detektor se pouziva nejcastéji 3-D
iontova past, praletovy nebo kvadrupélovy analyzator [76].
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Obrazek 16: Spojeni GC a MS - pfimé spojeni [76]

2.7 Hmotnostni spektrometrie (MS)

Hmotnostni spektrometrie je metoda zaloZena na interakci ionti 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, analyzdtor, detektor
a vakuovy systém. V iontovém zdroji dochéazi k prevedeni neutralnich molekul analytu na
ionty (nabité castice), které prochdzi iontovou optikou (tvorena elektrickymi poli) do
analyzatoru, kde jsou ve vakuu separovany dle poméru hmotnosti a naboje (m/z). lonty
o specifickém m/z dopadaji na detektor (fotonasobic, elektronasobic), ktery prevede intenzitu
iontového toku na meéfitelny signal [60].

2.7.1.1 Iontovy zdroj

V zvislosti na pouzité ionizacni technice se li§i konstrukce iontového zdroje. Vhodna
ionizacni technika je volena podle vlastnosti analytt (t€kavost, molekulova hmotnost, polarita
a tepelna stabilita). Ve spojeni s GC se nejCastéji pouziva technika elektronové ionizace (EI)
nebo chemickeé ionizace (CI).

Elektronova ionizace patifi mezi tvrdé ionizacni techniky. Molekule analytu je dodan
prebytek vnitini energie (70 eV), coz méa za nasledek ionizaci molekuly za vzniku
molekulovych iontd (radikalkationtd M *"), které nesou informaci o molekulové hmotnosti
dané slouCeniny. Prebytek energie zpusobi 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 >M™ +2e”

M*™ > F'+N: (2-2)

48



Chemicka ionizace je oznaCovana jako mekka ionizacni technika, pii které nedochazi k tak
rozsahlé fragmentaci jako u EI. K ionizaci se pouziva tzv. reakéni plyn (CHy4). CI probiha
dvoustupriovym mechanismem. Nejprve dochazi k interakci reakéniho plynu s elektrony
za vzniku reaktivnich spécii (CH.', C,H. ), které nasledné ionizuji molekuly analytu. Pfi této
technice nevznika pfimo molekularni iont, ale struktura o jednotku tézsi nebo leh¢i (nez je
puvodni iont) tzv. kvazimolekularni iont [M+H]", [M-H], ktery nese informaci o molekulové
hmotnosti analytu. Nelze tvorfit 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,

(2-3)

M+CH; ->MH" +CH,
M +C,H —>MH" +C,H,

2.7.1.2 Kvadrupdlovy analyzdtor

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

2.7.1.3 Tandemova hmotnostni spektrometrie (MS/MS)

Tandemova hmotnostni spektrometrie (MS/MS) je v podstaté spojeni sil dvou analyzatort.
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. reakcni
oblast, kde je iontim dodavana energie (nejcastéji 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).

Kelizni plyn (Ar)

N — N0l
D B o

——m \ o) —

Tontovy zdroj : 1 :
ontovy zdroj Kvadrupol . Kolizni cela 3 Kvadrupol : Detektor

Q Q3

Produkt 2

: Q .
Prekurzor
‘H ‘ I g ‘ g g Produkt 3 P“|°d“l“1

Obrizek 17:Tandemova hmotnostni spekfrometn'e - schéma trojitého kvadrupolu (pfeloieno
z [71])
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Mezi zakladni MS/MS experimenty patfi:
o Sken produktii
- Analyzator 1. stupné vybira prekurzor, kterému je v reakcéni oblasti dodana
energie (kolizi s ter€ovym plynem — Argon) a sleduji (=skenuji) se produkty
fragmentace.
o Sken prekurzorii
- 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 urcité 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

Nejcasteji se k zesileni signalu pouziva elektrondsobi¢. Ionty 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 pozadavki nafizeni vlady ¢. 23/2011. Nafizeni je
soucasti vodniho zakona ¢. 254/2001 a patii mezi nejdulezitéjsi provadéci predpisy zahrnujici
informace o vypousténi odpadnich vod, které obsahuji prioritni latky [23,24]. Konkrétné
Mecoprop navic dle Smérnice Evropského parlamentu a Rady 2008/105 podléha prezkumu
pro piipadnou identifikaci jako prioritni latka nebo prioritni nebezpecna latka [20]. Informace
o vybéru sledovanych analyta jsou shrnuty v Tabulce 20.

Tabulka 20: Vybrané analyty

. . Registrované k pouziti
Analyt Diivod vybéru ¥
v CR (leden 2016)
2,4-dichlorfenoxyoctova NEK (nafizeni ¢. 23/2011)
. ano
kyselina ro¢ni spotieba v CR (vice nez 30 tun)
Dichlorprop-P NEK (nafizeni €. 23/2011) ano
NEK (nafizeni ¢. 23/2011)
MCPA L . 9 . . 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 (pfezkoumani 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 pum), (Supelco, USA)
o technické plyny:
o Helium distoty 6.0 (SIAD Czech, s.r.0.) —nosny plyn
o Argon Cistoty 5.0 (SIAD Czech, s.r.0.) — kolizni (ter€ovy) plyn
o Dusik cistoty 4.7 (STAD 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 piistroj pro suseni pod dusikem EVATERM (Labicom s.r.0., 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, Ccistota >99,7 %, CAS: 67-56-1 (Sigma-
Aldrich®, Francie)
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o acetonitril, Chromasolv® for HPLC, Ccistota >99,7 %, CAS: 75-05-8 (Sigma-
Aldrich®, Francie)

o ethylacetat, Chromasolv® for HPLC, Ccistota > 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 24-D Pestanal®, M, = 221,04 g/mol, ¢islo produktu: 31518, CAS: 94-75-7
(Sigma—Aldrich®, Francie)

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

o Dichlorprop-P  Pestanal®, M, =235,06 g/mol, <&islo  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, Cislo  produktu: 36773,

CAS: 16484-77-8 (Sigma-Aldrich®, Francie)

Vnitrni standard:

o

MCPA-(methyl-ds), M, = 203,64 g/mol, &islo produktu: 68405, (Sigma-Aldrich®,
Francie)

Derivatiza¢ni ¢inidla:

o

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

BSTFA, N, O-Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid, CAS: 25561-30-2
(Sigma—Aldrich®, Francie)

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

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

3.4 Priprava roztoku standardi

3.4.1 Priprava zasobnich roztoku analytu (¢ = 500 pg/ml)
Na analytickych vahach bylo navazeno s pfesnosti na Ctyfi desetinna mista 0,0050 g

analytu. Nasledné bylo navazené mnozstvi pfevedeno do 10 ml odmérné barky a doplnéno

acetonem po rysku. Obsah odmérné barky byl dikladné promichan. Postup byl zopakovan
pro vSechny analyty.

52



3.4.2 Priprava zasobniho a pracovniho roztoku deuterovaného MCPA

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

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

Na pripravu smésného standardu o koncentraci 5 pg/ml bylo tfeba do 10 ml odmeérné baiky
napipetovat 100 pl kazdého analytu. Baiika byla doplnéna acetonem po rysku a obsah byl
dikladné promichan.

3.4.4 Priprava pracovniho roztoku (c = 1 pg/ml) a kalibracnich roztoku

Pracovni roztok byl pfipraven napipetovanim 2 ml smésného standardu do 10ml odmérné
barnky, ktera byla nasledn€ doplnéna acetonem po rysku a dikladné€ promichana.

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

3.5 Odbérova mista

Na kazdé z ek byla vytipovana dvé odbérova mista (most, pochiizna 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&f. Odb&rova mista jsou vyznalena na souhrnném Obrazku 18.

Podrobngjsi mapky jsou uvedeny v Priloze 2. Odbéry byly provedeny celkem dvakrat,
v tydennim intervalu (11. a 18. dubna 2016).
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Obrazek 18: Odbérova mista v okoli Jaromére [67]
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Vzorky z feky Svratky byly odebrany piiblizné 1 km pied a 1 km pod COV Modfice
soutasné s odtokem z COV Modfice. Piitok na COV byl odebran vzdy den pred témito
odbéry. Odbérova mista jsou znazornény na Obrazku 19. Vzorky byly odebrany v terminech

uvedenych v Tabulce 21.

Tabulka 21: Terminy odbéra

1. den sledovani 2. den sledovani
pritok 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 uprava vzorki

3.6.1 Filtrace, uprava a uchovani vzorku
Vzorky povrchové a odpadni vody byly ihned po dopraveni do laboratofe zfiltrovany pies

papirovy filtr pro kvantitativni analyzu KA4. Po pftefiltrovani byly upraveny pomoci HCI
(0,1 M) na hodnotu pH = 2 a uchovany v lednici pti 4 °C az do dalsiho zpracovani.
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3.6.2 Zakoncentrovani pomoci SPE extrakce

V ramci optimalizace SPE byly vyzkouseny dva ruzné typy kolonek a nékolik typut
extrakce s riznymi objemy atypy kondicionacnich a elucnich Cinidel. Jako optimalni pro
analyzu realnych vzorkii byla vybrana extrakce na kolonkach Supelclean ENVI-18
(1g, 6ml) skondicionaci methanolem, Milli-Q vodou opH=2 aeluci 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
rozpus$téni 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

nastrik 1ul

pratok 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; spolecny pik,
coz pii MS detekci nevadi, jelikoz pfi vyhodnoceni je mozné vybrat jen konkrétni hmotu.
Podminky byly Castené pievzaty zClanku o stanoveni herbicidi na bazi
fenoxykarboxylovych kyselin ve vodach [73].

3.7.2 Hmotnostné spektrometricka detekce

Vsech pét sledovanych analytd bylo stanoveno pomoci MS/MS detekce. Nejprve byl
proméfen kazdy analyt zvlast. Na zakladé hmotnostniho spektra byl vybran vhodny prekurzor
anasledné¢ produkt fragmentace. Konkrétni vybrané prekurzory a produkty spolecné
s retenCnimi Casy jsou uvedeny v Tabulce 24. Stejnou metodou byl proméfen smesny roztok,
kde byly uspésné identifikovany vSechny sledované analyty.

Pii méfeni bylo vychazeno z nastavenych vychozich podminek analyzy, konkrétné kolizni
tlak terového plynu byl nastaven na 0,1 mTorr. Pfi tomto tlaku byly postupné zvySovany
kolizni energie jednotlivych analyti. Bylo zjisténo, Ze tento tlak byl nedostateny
(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

Sledovany analyt M,, (g/mol)’ Reten é.ni as MRM Kolizni E
(min)
MCPP-P 327,6 17,2 271—-225 15eV
MCPA 313,6 17,5 257—211 10eV
MCPA-d; 316,6 17,5 260—214 10eV
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 15eV

"Molekulovd hmotnost terc-butyldimethylsilyl derivatu.

Tabulka 25: Dalsi parametry MS

mod MRM, pozitivni polarita
kolizni (ter€ovy) 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: Pristroj 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 pfevést na tékavejsi
derivaty a to pomoci derivatizace. V ramci optimalizace derivatizace bylo nejprve vybrano
vhodné derivatizacni  Cinidlo, nasledné byla proméfena rizna doba puasobeni,
objem derivatiza¢niho cCinidla a teplota, pii které je nejvhodné}si derivatizaci provadét.

Vybér vhodného derivatizacniho Cinidla

Byla ovéfena Ctyfi ruzna derivatizani Cinidla, konkrétné MTBSTFA, BSTFA,
BSTFA+TMCS (99:1) a MSTFA. Do vialky s obsahem 1 ml smésného standardniho roztoku
bylo pridano 20 pl derivatizacniho ¢inidla. Nasledovala analyza pomoci GC/MS. Postup byl
zopakovan pro vSechna derivatizacni ¢inidla.

Viiv doby pusobeni derivatizacniho cinidla

Doba pusobeni byla testovana pro derivatizacni ¢inidlo MTBSTFA. V Casech to =5 min,
t;= 30 min, t,=4 hod at;=24 hod byl proméfen standardni roztok o objemu 1 ml
s ptidavkem 20 pl derivatizaéniho ¢inidla MTBSTFA. Dale byly vcase t; =4 hod
at3=24hod proméfena izbyld tfi derivatizacni cinidla, aby byl wvyloucen fakt, ze
derivatizacni reakce s analyty probihd pomaleji.

Viiv pridaného mnozZstvi derivatizacniho cinidla

Byl proméfen 1 ml standardniho roztoku s Sesti riznymi piidavky derivatizacniho cCinidla
MTBSTFA, a to 20, 40, 60, 80 a 100 pl.
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Teplota derivatizace

Po pridani 80 pl derivatizaéniho ¢&inidla MTBSTFA k 1 ml standardniho roztoku byla
vialka protiepana a ponechana 30 min pii konkrétni teploté (23, 40, 60 a 70°C). Nasledné€ byl
roztok analyzovan pomoci GC/MS.

Vsechny ziskané vysledky jsou interpretovany v kapitole 4.3. Optimalizace podminek
derivatizace.
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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 pifidano 100 pl smésného
roztoku o koncentraci 100 ng/ml. Vysledny eluat byl pod dusikem odpafen do sucha
a odparek byl rozpustén v 1000 ul acetonu. Teoreticka koncentrace vSech analyti v roztoku
Cinila 10 ng/ml.

Naméfena koncentrace byla prepocitana na vytéznost (%) a dle vyslednych hodnot byla
vybrana optimalni extrakce. Vychozi podminky SPE extrakce byly ¢astecné prevzaty z clanku
o stanoveni herbicid 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 prefiltrované povrchové a odpadni vody

naneseni vzorku
okyselené na pH = 2 (pomoci HCI)

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

Vyse uvedend SPE extrakce byla vyzkousSena na kolonkach Supelclean ENVI-18 (1 g,
6 ml) a OASIS HLB (60 mg, 3 ml). Bylo zjisténo, ze vytéznosti na obou kolonkach jsou
pomeérné 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
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Jako dalsi byl optimalizovan kondicionacni krok. V Tabulce 27 jsou shrnuta testovana
kondicionacni Cinidla a jejich objemy.

Tabulka 27: Optimalizace kondicionace

Extrakce 1 Extrakce 2 Extrakce 3 Extrakce 4
I ml ethylacetatu | 1 ml acetonu 1 ml acetonitrilu
2 ml methanolu
1 ml methanolu 1 ml methanolu 1 ml methanolu o
kondicionace o o o 3 ml Milli-Q vody
3 ml Milli-Q vody | 3 ml Milli-Q vody | 3 ml Milli-Q vody (pH=2)
p =
(pH=2) (pH=2) (pH=2)
objem
200 ml, pH=2 200 ml, pH=2 200 ml, pH =2 200 ml, 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
odpareni do sucha, pod N, do sucha, pod N, do sucha, pod N, do sucha, pod N,
rozpusténi 1000 ul 1000 ul 1000 ul 1000 pl
odparku cthylacetatu cthylacetatu ethylacetatu cthylacetatu

Graf 5: Porovnani vytéznosti pii pouziti riznych kondicionacnich ¢inidel
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Z Grafu 5 vyplyva, ze pro dalsi stanoveni je nejvhodnéjsi Extrakce 4. Nicméné pro analyt
MCPB byla vhodnéjsi Extrakce 2, kde byl kromé methanolu ke kondicionaci pouzit i aceton.
V dalsim kroku byla vyzkouSena rizna elucni cCinidla. Konkrétné methanol, aceton,

acetonitril, kombinace acetonu a acetonitrilu a kombinace methanolu a acetonu. V nésledujici
Tabulce 28 jsou shrnuty konkrétni pouzita Cinidla a objemy. Jako optimalni kondicionacni
krok bylo pouzito 2 ml methanolu a 3 ml Milli-Q (pH = 2). Navic bylo zménéno
rozpoustédlo, ve kterém byl po odpafeni odparek rozpusten, jelikoz na vialce ulpivaly zbytky
analytt. 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
200 ml, pH =2 200 ml,pH=2 |200 ml, pH=2 200 ml,pH=2 | 200 ml, pH=2
vzorku
. 30 min 30 min 30 min 30 min 30 min
n
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
L. do sucha, do sucha, do sucha, do sucha, do sucha,
odpareni
pod N, pod N, pod N, pod N, pod N,
rozpusténi
doark 1000 pl acetonu | 1000 pl acetonu | 1000 ul acetonu | 1000 pl acetonu | 1000 pl acetonu
odparku

Graf 6: Porovnani eluc¢nich éinidel
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Jako nejlepsi byla zvolena Extrakce 8, kde bylo dosazeno u Ctyf analyti nejvyssi
vytéznosti. V Tabulce 29 jsou shrnuty optimalizované podminky SPE extrakce, které byly
pouzity pro méfeni realnych vzorku povrchové a odpadni vody.

Tabulka 29: Optimalizované podminky SPE extrakce

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

kondicionace

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

suSeni 30 min vzduchem
3 ml acetonu
eluce i
3 ml acetonitrilu
odpareni 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 naméfeny celkovy proud (TIC) pii optimalizovaném MRM
meéfeni 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 Casy a uidaje z MS spekter

Sledovany M,, ) Reten¢ni MRM Zakladni pik (m/z) Fragmentové piky
analyt (g/mol) Cas Kvantifika¢ni ionty (m/z)

MCPP-P 327,6 17,2 271225 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 17,7 291—245 291-293 245-247, 129
2,4-D 334,0 18,1 277—-213 277-279 249-251, 213-215
MCPB 341,6 19,4 199—125 199-201 285-287, 243-245, 125

"Molekulovd 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 naméfené plochy pikt pro jednotliva testovana derivatizacni Cinidla.
Je ztejmé, ze jako nejvhodnéjsi se jevi derivatizacni ¢inidlo MTBSTFA.

Graf 7: Porovnani jednotlivych derivatiza¢nich ¢inidel
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4.3.2 Vliv doby pusobeni derivatizacniho ¢inidla

Dalsim optimalizovanym parametrem byla doba pusobeni derivatizacniho Cinidla. Je
dilezité zjistit, jak dlouho reakce trva, aby bylo dosazeno co nejptesnéjsich vysledki pii
meéfeni. V nasledujicich Grafech (8-11) je pro kazdé derivatizacni Cinidlo optimalizovana
doba pusobeni. Byly proméfeny tfi rizné Casy pro vSechna derivatizacni ¢inidla, aby nedoslo
k tomu, ze néjaké derivatizacni Cinidlo zacne pusobit az za delsi ¢as. Pro MTBSTFA byly
promeéteny Casy Ctyfi.

Graf 8: Optimalizace doby ptisobeni — MTBSTFA

Vliv doby pusobeni derivatizacniho ¢inidla MTBSTFA
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Graf 9: Optimalizace doby ptuisobeni — BSTFA

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

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

Vliv doby pusobeni derivatizac¢niho ¢inidla MSTFA
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Nejlepsi vysledky byly dosazeny pii pouziti derivatizacniho c¢inidla MTBSTFA a pii
5 minutach derivatizace.

4.3.3 Vliv pridaného mnozstvi derivatiza¢niho ¢inidla

Predposlednim optimalizovanym parametrem derivatizace bylo mnozstvi derivatizaniho
¢inidla. K smésnému roztoku bylo pfidano 20, 40, 60, 80 a 100 ul derivatiza¢niho ¢inidla
MTBSTFA a jednotlivé vzorky byly proméfeny. Z Grafu 12 vyplyva, ze pro analyt MCPP-P,
MCPB a DP-P nema vliv vétsi mnozstvi Cinidla nez 80 pl. U analyti MCPA a 2,4-D doslo ke
zvétseni plochy piku v zavislosti na vyssim pridavku Cinidla. Nicméné pro dalsi méfeni bylo
brano 80 pl jako optimalni.

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

Vliv piidaného mnozstvi derivatizacniho ¢inidla
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4.3.4 Teplota derivatizace

Nakonec byl proméfen smésny roztok s piidavkem 80 pl derivatizacniho cinidla
MTBSTFA pii laboratorni teploté a dale pii 40 °C, 60 °C a 70 °C. Bylo zjisténo, ze nejlepsi je
derivatizovat pfi teploté laboratore (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 vzorka.

Tabulka 31: Optimalizované podminky derivatizace

derivatiza¢ni Cinidlo MTBSTFA
doba pusobeni 5 minut
mnozstvi ¢inidla 80 ul

teplota derivatizace pokojova teplota

4.4 Vyhodnoceni a kvantifikace sledovanych herbicidu

Pro stanoveni realnych vzorki herbicidd v povrchovych a odpadnich vodach byly
sestrojeny kalibra¢ni grafy zavislosti plochy piku na koncentraci analytu. Jednotlivé
kalibracni 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 analytd, rovnice regrese a koeficient R” jsou uvedeny v nasledujicich
Grafech 14 —19. Na Obrazku 23 je znazomén chromatogram kalibraéniho roztoku
o koncentraci 0,1 ng/ml.
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Graf 14: Kalibracni zavislost plochy piku na koncentraci - MCPP-P
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Graf 15: Kalibrac¢ni zavislost plochy piku na koncentraci - MCPA
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Graf 16: Kalibracni zavislost plochy piku na koncentraci —- MCPA-d;
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Graf 17: Kalibracni zavislost plochy piku na koncentraci — DP-P
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Graf 18: Kalibracni zavislost plochy piku na koncentraci — 2,4-D
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Graf 19: Kalibracni zavislost plochy piku na koncentraci - MCPB
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Déle 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 vztahd (4-1) a (4—2). VeliCiny se stanovuji odectenim vysky piku kazdého
analytu z nejniz§iho bodu kalibrace (S) a vybranim 15 pik ze Sumu zakladni linie
(N = prameér) [78]. Hodnoty S/N byly vypocteny vyhodnocovacim programem.

LOQ = 10-¢
S (4-1)
N

Lop =3 @2
S
N

Tabulka 32: Limity detekce a kvantifikace pro sledované analyty

LOD [ng/1] LOQ [ng/1]
MCPP-P 0,465 8 1,5528
MCPA 0,038 9 0,129 5
MCPA-d, 0,105 6 0,352 1
DP-P 1,098 9 3,663 0
2,4-D 0,168 9 0,563 0
MCPB 0,211 1 0,703 7

4.5 Reailné vzorky

Vtéto praci byly sledovany herbicidy na bazi fenoxyalkanovych kyselin, ato
v povrchovych vodach ztek v okoli mésta Jaroméf, dale odpadni vody z pfitoku a odtoku
dvou COV, konkrétné COV Jaroméi a COV Modfice. V ramci sledovani na COV Modfice
byla odebrana povrchova voda z feky Svratky, ktera je recipientem, ve vzdalenosti cca 1 km
pred a pod COV.

Vzorky odpadni vody byly odebirany pracovniky COV jako 24hodinové slévané. Po
dopraveni do laboratofe byla odpadni 1 povrchova voda zfiltrovana. Po filtraci bylo upraveno
pH na hodnotu 2 a vzorky byly ponechany v 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 matricniho efektu byl zji§tén vliv matrice na sledované herbicidy. Matri¢ni efekt
se vypocita porovnanim plochy piku sledovaného analytu u redlného vzorku s plochou piku
analytu z modelového stanoveni (4—3) [78].
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ME% — plocha piku (redlny vzorek)
plocha piku (modelové stanoveni)

-100 % (4-3)

Matricni efekt byl zji§tén nejprve pro vodu povrchovou a nasledné pro vodu odpadni, pfitok
a odtok zvlast. Do vzorku odpadni a povrchové vody byl pfidan smésny roztok o koncentraci
20 pg/ml, stejné tak 1 do Milli-Q vody (modelové stanoveni). V piipad€, ze neni zjistén zadny
matricni efekt, hodnota ME je rovna 100 %.

V Tabulce 33 jsou uvedeny prumémé hodnoty matricnich efektd pro sledované analyty.
Byl zji§tén rozdilny vliv matrice v povrchové a odpadni vod€ a taky na piitoku a odtoku
z COV. U povrchové vody byl zjistén nizky vliv matrice u viech sledovanych analyti.
Naopak na ptitoku do COV byl naméfen stiedni vliv matrice. Na odtoku z COV byl vyssi vliv
matrice pouze u analytu 2,4-D. U ostatnich byl stfedni az nizky.

Tabulka 33: Prumérné hodnoty matri¢nich efektt pro sledované herbicidy

Povrchovi voda Pritok 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 %

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

Tabulka 34: Vytéznost SPE extrakce

1 2 3 4 5 6 primeér
MCPP-P 80,8% | 77,1 % | 833% | 79,6 % | 80,7% | 79.8% | 80,2 %
MCPA 89.8% | 853% | 88,7% | 90,8% | 88,6% | 89.4% | 88,8 %
DP-P 85,0% | 7198 % | 84,7% | 847 % | 843 % | 82,6 % | 83,5 %
2,4-D 932% | 871,0% | 930% | 934% | 91.2% | 92,4% | 91,7 %
MCPB 82,1% | 786 % | 81,7% | 815% | 81,2% | 80,7% | 81,0 %
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4.5.3 COV JaroméF, ieky Labe, Upa, Metuje; COV Brno — Modfice a Feka Svratka

Koncentrace sledovanych analytd v realnych vzorcich povrchové a odpadni vody byla

vyhodnocena na zéklad¢ kalibra¢nich zavislosti.

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

11. 4. 2016 - pondéli

Koncentrace analytu (ng/1)

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

Labe

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

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

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

o Zclezny most 8,53 15,22 4,56 65,62 1,29
Metuje

o 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 pritok - - - - -

e odtok 493 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 analytu (ng/1)

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

Labe

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

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

e 7Zvole 1,23 11,53 4,75 63,40 0,48

o Zeclezny most 3,39 13,94 9,04 42,92 0,34
Metuje

o 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 pritok 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: Stanoven¢ koncentrace v realnych vzorcich povrchové a odpadni vody

1. sledovani Koncentrace analyti (ng/1)
(19. 4. — 20. 4. 2016) MCPP-P MCPA DP-P 2,4-D MCPB
COV ModFice
e pritok (19.4.) 6,27 22,18 6,34 24,56 2,52
e odtok (20. 4.) 3,50 8,54 348 13,10 0,47
o 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 analyti (ng/1)
(21. 4. -22. 4. 2016) MCPP-P MCPA DP-P 2,4-D MCPB
COV ModFice
e pritok (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
o 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 Tabulkach 35 — 37 jsou uvedeny vysledné koncentrace jednotlivych analyti. Naméfené
koncentrace se pro jednotlivé toky rizni. Nelze s urCitosti fict, ze by n&jaky tok byl ovlivnén
vice ¢i mén€ zemeédélsky obdé€lavanou pudou. ZvysSené koncentrace analytia (MCPA, 2,4-D)
v fekach v okoli Jaroméfe mohly byt zpusobeny faktem, ze v dob€ odbérd i pfed nimi
intenzivné prselo a doslo ke splachim z poli.

V nizkych koncentracich byly ve vzorcich kvantifikovany 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
v nejnizSich. Nameétena data jsou znazornéna v Grafech 20 a 21.
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Graf 20: Vysledné koncentrace; feky v okoli Jaromére, 11. 4. 2016
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Graf 21: Vysledn¢ koncentrace; feky v okoli Jaromére, 18. 4. 2016
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Na piitoku a odtoku COV Jaromé&f byly zaznamenany vy$si koncentrace nez na COV
Brno — Modrfice. Vzhledem k destivym dnim, kdy byly vzorky odebirany, mohlo dojit
k vymyti vétsiho mnozstvi aplikovanych pripravka. Z graft 22 — 24 je zfejmé, ze v ramci
procesu Cisténi doslo k Castecnému odstranéni a jen malé cast byla vypusténa do recipientu.
K uplnému odstranéni nedoslo zfejmé diky tomu, ze sledovana skupina patii mezi latky, které
nepirechazi do kalu a maji velmi dobrou rozpustnost ve vodé. Jak vyplyva z vysledkt, vSechny
sledované analyty byly v odpadni vodé detekovany v nizSich koncentracich, nez jaké byly
prokazany 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 ne
byla koncentrace povrchové vody. Neuplné vycisténa voda nema tedy zasadni vliv na
zvySeni kontaminace povrchovych vod.

Graf 22: COV Jaroméf, sledovani 11. 4. 2016
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Graf 23: COV Jaromér, sledovani 18. 4. 2016
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Graf 24: COV Brno - Modfice, 1. sledovani (19. — 20. 4. 2016)
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Graf 25: COV Brno - Modfice, 2. sledovani (21. — 22. 4. 2016)

COV Modf¥ice - 2. sledovani

25
20 ® Pitok 21.4.

= D Odtok 22.4.
=15 mPied COV 22.4.
g mZa COV 22.4.
=}
g 10
o
¥

5

O .

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

76



4.5.4 Porovnani vysledku s udaji publikovanymi v literatuie

Literatura zabyvajici se stanovenim herbicidi v povrchovych vodach je vétSinou zaméfena
na sledovani vice skupin s rozdilnym chemickym slozenim. Byl dohledan ¢lanek, kde byly
stanovovany 2,4-D, MCPA, 2,4-DP, MCPB, MCPP a 24,5,-T ve vzorcich vody metodou
GC/MS [73]. Sledovani bylo zaméfeno na feky a uméla jezera ve meést€é Santiago de
Compostela (Spané&lsko). Publikované udaje jsou relativng porovnatelné s Gidaji v této praci.
V fekach a jezerech byly kvantifikovany vSechny analyty v koncentracnim rozpéti
79,2 — 122 ng/l.

Dalsi praci zaméfenou na analyzu herbicidi v povrchovych vodach je dizertacni prace
Ing. Jitky Buresové [4]. V praci byly kromé 1éCiv stanovovany 1 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 mesi¢n€. V roce
2012 byl v fece Svratce stanoven Mecoprop v koncentraénim 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/l1, Dichlorprop 10,1 — 16,3 ng/l. MCPB <5 ng/1
a24-D 10,1-15,9 ng/l.

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

Tabulka 38: Publikovan¢ vysledky, pfevzato z [68]

Sampl‘ipg Brzezno ‘ Gdynia Orlowo ‘ Vistula estuary Kiezmark
Herbicide St 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

Diplomova prace je zaméfena na stanoveni polarnich pesticidi v rizné€ zatizenych
povrchovych a odpadnich vodach. Pesticidy jsou latky hojné€ vyuzivané k hubeni plevele
a hmyzu. Lidé je od nepaméti pouzivali, aby uchranili svoji urodu pred skidci, a zabranili tak
hladomoru a Sifeni nakaz. S rozvojem pramyslu a zvySujicimi se naroky na kvalitu pesticidg,
zaCaly byt misto pfipravku Zzivoci$ného a pfirodniho puvodu aplikovany latky syntetickeé.
Pouzivani pfipravku ve velké mife ma za nasledek prunik rezidui do Zzivotniho prostiedi,
(zejména do povrchové a pitné vody, pudy a ovzdusi) a v neposledni fadé negativni dopad na
necilové organismy.

Cilem prace bylo vybrat skupinu analytid 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 analytd byla pouzita metoda SPE (extrakce tuhou fazi), pro
identifikaci a kvantifikaci plynova chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii.

Vzorky povrchové vody byly odebirany ze tii toki v okoli Jaroméfe (Labe, Upa, Metuje)
a z jednoho toku v okoli Brna (Svratka). Vzorky odpadni vody byly odebrany z COV Jarom&f
a COV Brno — Modiice jako 24 hodinové slévané vzorky, vzdy na piitoku 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 herbicidd byly nalezeny v Labi (98,19 ng/l)
anejniz§i vUpé aMetuji. Vramci sledovani odpadni vody na piitoku a odtoku
COV Brno — Modiice (COV Jaromé&F) bylo zjistovano, zda odpadni voda, kter4 je vypousténa
do teky Svratky (do Labe), tuto vodu kontaminuje. Z vysledkt vyplyva, ze vSechny analyty
krom& MCPA byly v odpadni vod& na odtoku z COV detekovany v niz§ich koncentracich,
nez jaké byly prokazany ve vzorcich povrchové vody odebrané pred a za COV. Voda
vypousiténa z COV tedy nema zasadni vliv na zvy$eni 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 pesticidi
legalné pfitomna v potraviné nebo v krmivu

MS Hmotnostni spektrometrie

NPK-NEK Nejvyssi piipustna koncentrace — norma environmentalni kvality

PHO Pasmo hygienické ochrany vodnich zdrojt

POPs Perzistentni organické polutanty

RP-NEK Rocni primér — norma environmentalni kvality

US EPA Agentura pro ochranu zivotniho prostedi Spojenych stati americkych
(United States Environmental Protection Agency)

UKZUZ Ustiedni kontrolni a zkugebni ustav zem&dé&lsky

VOCs Tékavé organicke latky

WHO Svétova zdravotnicka organizace
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Pi#iloha 1: COV Modrice
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Obrazek 25: Blokové schéma COV Brmo — Modfice [53]
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Priloha 2: Odbérova mista na jednotlivych tocich

Reka Labe
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Obrazek 26: Odbérova mista - feka Labe [67]
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Obrazek 28: Odb¢rova mista - feka Metuje [67]
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Obriazek 29: Odbérové misto - soutok Labe a Upy [67]

Soutok Labe, Metuje, COV Jaromé¥

W/ = Dolecky

Obrazek 30: Odbérova mista - soutok Labe a Metuje, COV Jaroméf [67]
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Priloha 3: Hmotnostni spektra

Fragmentace MCPP-P

Spectrum 1A 17179 min, Scan: 4024, Merged|o
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Obrazek 31: Mecoprop-P MS (271)
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Spectrum 1A 17.197 min, Scan: 2358, Merged|o
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Obrazek 32: Mecoprop-P MS® (271—225), EI (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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24

Spectrum 2A 17.548 min, Scan: 2559 Merged| o
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Obriazek 34: MCPA MS® (257—211), EI (10 eV; 1,5 mTorr)
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Fragmentace Dichlorpropu-P
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Spectrum 1A

17.708 min, Scan: 4200, Merged|o

Obrazek 35: Dichlorprop-P MS (291)
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Spectrum 3A 17 717 _min, Scan: 2655, Merged|o
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Obrazek 36: Dichlorprop-P MS? (291—245), EI (10 eV; 1,5 mTorr)
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Fragmentace 2,4-D

Spectrum 1A 18.084 min, Scan: 4324, Merged|o
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Obrazek 37: 2,4-D MS (277)
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Spectrum 4A 168097 min, Scan: 2677, Merged| o
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Obriazek 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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Obrazek 39: MCPB MS (199)
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Spectrum 3A 19 440 min, Scan: 3638, Merged| o
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Obrazek 40: MCPB MS® (199—125). EI (15 eV; 1,5 mTorr)
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