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Stanoveni rezidui herbicidl v rGznych zemédélskych
produktech

Souhrn

Diplomova prace je zamérena na schopnost mikroorganismu rozkladat herbicidni latku
aminopyralid z tekutého média, které bylo pfipraveno v nékolika koncentracich.

Literarni reSerSe pojednava o herbicidnich latkach, jejich rozdéleni a problematice
pouziti. Podrobnéji je popsana latka aminopyralid spolu s herbicidnim prostredkem,
ve kterém je tato latka pouzZita spolu sdalSimi slozkami. Dale je nastinéno poufziti
jednotlivych mikroorganism0 pro rozklad rliznych pesticidnich latek. Pro praktickou ¢ast byly
vybrany tfi mikroorganismy, u kterych je popsana jiz zjisténa rozkladna Cinnost. V zavéru
reSersni Casti je popsana vybrand metoda pro uréeni aminopyralidu ze vzorkd — LC-MS,
u které je mozné dle potrebné citlivosti volit mezi jednotlivymi ionizatory a analyzatory.
Pro pfipravu vzorku pfed samotnou analyzou byla pouzita metoda QUEChERS, kterd je zde
také rozebrana.

Prakticka cast diplomové prace byla zaméfena na zjisténi schopnosti pouzitych
organisma (Pleurotus spp., Cladosporium spp. a Geotrichum spp.) rozkladat latku
aminopyralid z tekutého média. Méreni probihalo na pfistroji LC-MS.

Ze ziskanych vysledk(l nebyl vyhodnocen ani jeden mikroorganismus jako vhodny,
pro podporu rozkladu aminopyralidu. Statisticky prikazné podporeni rozkladu bylo pouze
u koncentrace 100 ppm u vzork( s pouzZitym zastupcem rodu Cladosporium. Pro vzorky
s pouzitym zastupce rodu Geotrichum by bylo vhodné pokus zopakovat, z dlivod(i velkého
rozptylu vysledkli a nevysvétlitelného narlstu u koncentrace 100 ppm. U vzorkd
se zastupcem rodu Pleurotus nebyla ani vjednom pripadé shleddana schopnost podporit
rozklad aminopyralidu, naopak tento mikroorganismus zabranoval rozkladu.

Kli¢ova slova: aminopyralid, hliva, residua, extrakce, LC-MS



Determination of herbicide residues in various agricultural
products

Summary

The diploma thesis is focused on the ability of microorganisms to decompose the
herbicide aminopyralid from a liquid medium, which was prepared in several concentrations.

The literature recherche deals with herbicides, their division and use issues.
The substance aminopyralid is described in more detail together with a herbicidal agent in
which this substance is used together with other ingredients. Furthermore, the use
of individual microorganisms for the decomposition of various pesticides is outlined. Three
microorganisms were selected for the practical part, for which the already determined
decomposition activity is described. At the end of the research part, a selected method
for the determination of aminopyralid from samples - LC-MS is described, in which it is
possible to choose between individual ionizers and analyzers according to sensitivity.
The QUEChERS method was used to prepare the sample before the analysis itself, which is
also discussed here.

The practical part of the diploma thesis was focused on determining the ability
of used organisms, Pleurotus spp., Cladosporium spp. and Geotrichum spp., to decompose
aminopyralid from a liquid medium. The measurement was performed on an LC-MS device.

From the obtained results, not a single microorganism was evaluated as suitable
for promoting the decomposition of aminopyralid. There was only statistically significant
support for degradation at a concentration of 100 ppm in samples with the Cladosporium
representative used. For samples with a representative of the genus Geotrichum, it would be
appropriate to repeat the experiment, due to the large scatter of the results
and the unexplained increase at a concentration of 100 ppm. The ability to promote
the decomposition of aminopyralid was not found in any of the samples with
a representative of the genus Pleurotus, on the contrary, this microorganism prevented
the decomposition.

Keywords: aminopyralid, Pleurotus spp., residua, extraction, LC-MS
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1 Uvod

Pouzivani herbicidnich prostfedkd v zemédélstvi, pro ¢im dal vyssi produkci potravin,
v poslednich letech vzrasta. Pfi poslednim prizkumu bylo zjiSténo, Ze pro produkci kazdého
jidla pro 1 osobu na den je zapotfebi 0,3 g pesticidl. A toto Cislo se se snizujici plochou
pro péstovani bude zvySovat (Malla et al. 2022).

Latka aminopyralid Ucinkuje na bazi auxinového herbicidu. Je pouzivana jako aktivni
slozka v herbicidnich pripravcich, naptiklad v Mustang forte (Epp et al. 2016).

Slouzi k uéinnému odstrafiovani plevele budto jiz vyrostlého, anebo jesté v procesu
kliceni. Latka se pouzivda k hubeni Sirokolistych plevelll nejen na zemédélské pUldé,
ale i na pastvinach (Li et al. 2018). Vyrobci herbicidniho ptipravku Mustang forte varuji pred
pouzivanim slamy, na kterou byl ptipravek aplikovan, ke kompostovani nebo k péstovani hub
¢i jahod, pro které by latka méla byt Skodliva (Dow AgroSciences 2018).

Aminopyralid je také povazovan za latku s nizkou toxicitou. Pro savce byla stanovena
letalni davka vyssi nez 5 g na 1 kg hmotnosti (Walsh et al. 2012). V poslednich letech vsak
bylo poukdzano na nebezpedi vlivu aminopyralidu na lidské zdravi. Konkrétné by mohlo
dochézet k poskozeni ledvin (He et al. 2019).

Teprve v poslednich letech dochazi k ¢astéjsSim zkoumdanim, pfi kterych se védci
zabyvaji zplUsoby prirozeného rozkladu zbytk( nejen herbicid(, ale vSech druhl pesticid(
(Malla et al. 2022).

Vyvoj analyz herbicidl ze substratl se v pribéhu let posunul ktomu, Ze se metody
staly citlivéjsi, presnéjsi, rychlejsSi a v neposledni radé cenové dostupnéjsi (Li et al. 2021).
Vyvojem rlznych typu ionizator( a analyzator( Ize sestavit pristroj, ktery bude vysoce citlivy
k analyze vybrané latky (Harvey 2019). Pro latku aminopyralid byla jiz dfive zjiSténo jako
nejcitlivéjsi propojeni elektrosprejové ionizace s trojitym kvadrupdlem.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem diplomové prace je feSeni soucasného problému v zemédélské praxi, ktery se
tykd obsahu rezidui ucinné herbicidni latky aminopyralidu ve slamé z obilovin oSetfenych
témito pfipravky, jejichz sldma se pouziva k vyrobé substratu pro péstovani hub nebo pfi
mulcovani jahodniku.

Hlavnim cilem prace je zjistit funkci tfi kmenU hub (Pleurotus spp., Cladosporium spp.,
Geothrichum spp.) a jejich schopnost odstranit aminopyralid ztekutého substratu pri
submerzni kultivaci vybranych kmen.

Hypotéza: Pleurotus spp., Cladosporium spp. a Geothrichum spp. jsou schopny odbourat
rezidua aminopyralidu v in vitro experimentu.



3 Literarni resSerse

3.1 Herbicidy

Herbicidy jsou latky slouZici k likvidaci nezadoucich rostlin, jako jsou plevele nebo
invazivni  rostliny. Radi se mezi pesticidy, které jsou popsané jako:
LJakakoliv latka nebo smés latek nebo mikroorganismi véetné virli, které slouZi
k odpuzovani, ni¢eni nebo hubeni jakéhokoliv skiidce, véetné vektorl chorob lidi nebo zvifat,
Skodlivych $kadcd, nezadouci druhy rostlin nebo zvirat, zplsobujici 4jmu béhem vyroby,
zpracovani, skladovani, prepravy ¢i uvadéni na trh potravin, zemédélskych komodit a krmiv
pro zvifata. Kromé herbicidd se mezi pesticidy fadi dale insekticidy, fungicidy, bakteriocidy,
zoocidy a dalsi.” (Stanganelli et al. 2020).

Tim, Ze populace neustdle roste (predpokladany pocet obyvatel do roku 2050 je
10 miliard), je vyvijen neustale se zvysujici tlak pro neustalé a bezpecné dodavky potravin.
Globalni produkce potravin se bude muset zvySit o 50 %, aby se vyreSila soucasna
potravinova krize. Ktakovému narlstu produkce potravin vSak bude muset dojit
na omezeném Uzemi a lze jej dosahnout pouze zintenzivnénim produkce, prostfednictvim
ekologické intenzifikace, vylepsené genetiky rostlin, pouzivani chemickych hnojiv a pesticid(
(Malla et al. 2022).

Plevel drastickym zplisobem snizuje produkci hlavnich plodin. Bylo zjisténo, Ze vynos je
vlivem plevele snizen az o 34 %. Z tohoto divodu je nezbytné herbicidni pripravky pouzivat,
aby doslo k zabezpeceni dostate¢ného mnozstvi potravin (Pan et al. 2022).

Celosvétové vydaje na pouZivani prirodnich a syntetickych chemickych pesticidd strmé
vzrostly az na 56 miliard USD pfti rocni spotrebé pfriblizné 3,5 miliardy kg aktivnich slozek.
Alarmuijici je zjiSténi, Zze pro vyprodukovani kazdého jidla, které ¢lovék sni, je zapotfebi pouzit
okolo 0,3 g pesticidi (Malla et al. 2022).

Herbicidy, kromé schopnosti selektivné nebo neselektivné zabijet rostliny, vykazuji
i Sirokou Skalu priznivych ucink(. Zlepsuji zdravi rostlin, udrZuji agroekosystém
a v neposledni fadé maji vyznamny vliv na vyssi produkci plodin, ¢imZz dochazi ke zlepseni
v zadsobovdani a pfisunu potravin lidem. | pfes zpochybrovani pouZivani herbicidd bylo
prokdzano, Ze jejich raciondlni aplikace vede ke stdlému a dostate¢nému pfisunu kvalitnich
potravinovych vyrobk(. PouZiti herbicid(i byvd nejcastéji v obdobi pred vzejitim plodiny,
pfipadné i po, pficemz je vidy ponechana dostatec¢né dlouhd doba pro rozklad vétsiny
aktivnich latek. Vysledna kvalita produktl je tak témér totozna s kvalitou produktd,
na kterych herbicidni prostfedky nebyly pouZity (Cserhati et al. 2004).

Aby nedochdzelo knadmérnému pouzivani herbicidl, stanovila Evropskd unie
maximalni limity rezidui (zkrdcené MLR), které jsou presné stanovena v nafizenich.
Pro stanoveni vSech pesticidl byla jako vychozi hodnota stanovena na 10 pg/ kg pro vSechna
rezidua, ktera v nafizeni nejsou zahrnuta (Wang et al. 2022).
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3.1.1 Rozdéleni herbicidt

Rozdéleni herbicidl je celd fada. Podle selektivity ucinku na selektivni a neselektivni.
Podle zplUsobu puasobeni, zdali herbicid ucinkuje na kotfenech nebo listech. Podle
mechanismu ucinku, ktery je vyvolan v rostliné (Székacs 2021).

Rozdélit herbicidy mlZeme také podle doby aplikace na preemergentni
a postemergentni. U preemergentnich herbicidd dochazi k aplikaci jesté pred vyklicenim
hospodaiské plodiny. PFi pouziti takovychto herbicidl hraje vyznamnou roli vihkost povrchu
pldy a zmény pocasi. Konkrétné jde o mnozstvi srazek, délku sluneéniho zareni a celkovou
vlhkost. Pfi zvoleni postemergentnich herbicid( dochazi k aplikaci v dobé, kdy hospodarska
rostlina jiz vzkli¢ila, nebo byla vysazena (Kaur et al. 2020). Ve srovnani s preemergentnimi
herbicidy maji postemergentni herbicidy vétsi ucinek na pldni mikrofloru diky vyssi mire
perzistence v plidé (Panneerselvam et al. 2021).

Existuji dva systémy klasifikace herbicidG. Prvni systém byl vyvinut spole¢nosti Weed
Science Society of Amerika (dale jen WSSA). Druhy systém zpracovala Herbicide Resistance
Action Committee (Walsh et al. 2012).

U klasifikace WSSA jsou poutzita Cisla a zahrnuje celkem 200 aktivnich slozek
a 145 chemickych skupin. U druhého systému jsou pouzita misto Cisel pismena a celkovy
pocet aktivnich slozek je 291. Ty jsou seskupené do 58 chemickych skupin.

Oba systémy tfidéni se vSak potykaji s problémy urcovani chemickych skupin,
které maji negativni dasledek na odplevelovani. Na tyto problémy se lze divat ze dvou
pohledu:

1. existuje mnoho aktivnich slozek, které vSak maji neznamou chemickou skupinu

2. existuji chyby v ndzvoslovi chemickych skupin

Chyby vnazvoslovi mohou mit za nasledek napfiklad Spatny vybér vhodnych
herbicidnich prostfedkl. Pokud se zvoli nevhodna kombinace latek, mize to mit za nasledek
vznik rychlejsi rezistence plevell vici herbiciddm (Forouzesh et al. 2015).

3.1.2 Problematika herbicida

Tim, Ze jsou herbicidy aplikovany vrizném case a rlznym zpUsobem, dochazi
k nepretrzitému kontaminovani okolniho prostrfedi zbytky herbicidl. Vlivem uletu postfiku,
stékanim i erozi se herbicidy dostavaji do vodniho prostfedi, coZ vainé ohrozuje zdravi
a bezpecnost lidi a vodniho prostiedi. Napriklad amidové herbicidy jsou chemikalie, které
narusuji spravnou funkci Stitné zlazy a mohly by inhibovat jeji hormon u lidi (Zheng et al.
2022).

Velka ¢ast pouZivanych herbicid( jsou chiralni slouceniny, ale z ekonomickych divodu
jsou obvykle vyrabény a pouzivany ve formé racemickych sloucenin (smés chemickych latek,
kterd obsahuje levotocivy i pravotocivy enantiomer chirdlni slouceniny) (Zheng et al. 2022).

DalSim velmi zdvainym problémem, ktery je spojen s pouZivanim herbiciddm, je
rezistence plevelu. Plevele odoldvaji herbicidlim prostfednictvim dvou hlavnich mechanismu
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— odolnost vici cilovému mistu (TSR z anglického target site rezistence) a odolnost vUci
necilovému mistu (NTSR z anglického non-target site resistence) (Pan et al. 2022).

TSR zahrnuje genové mutace nebo delece cilového mista nebo variace poctu kopii
genu a poskytuje tak odolnost vici herbiciddm v ramci konkrétni chemické tridy. NTSR
zahrnuje zmény vtranslokaci a metabolismu pfijmu herbicidd a mulzZe poskytnout
vSeobecnou rezistenci vici herbicidlim s rdznymi zpGsoby ucinku (Pan et al. 2022).

Rezistence vSak neni jediny nezadouci efekt. Kromé ni mohou herbicidy poskozovat
i necilové skupiny mikroorganism0 pfimou interakci s metabolismem hostitele a mechanismy
oxidacniho stresu. Je proto nutné urcit udrzitelné a ucinné metody ke snizeni nezadoucich
dopadl (Pileggi et al. 2020).

Videalnim pripadé by herbicid aplikovany na rostlinu mél na rostliné vydrzet tak
dlouho, jak je nutné k potlaceni Skodlivych organismu. Poté by se mél rozlozit a ve sklizené
plodiné nezanechat Zzadna rezidua, nebo alespon zanechat nizsi hladiny rezidui nez jsou
zakonem stanovené pro konkrétni plodinu (Li et al. 2018).

Vzhledem ktomu, Ze stfidani plodin je béZnou zemédélskou praxi, miZe dojit
k neumysinému poskozeni prenasenim herbicidnich latek na nadchazejici rostliny, které
mohou byt nachylné na vyskyt herbicidd v ptdé (Li et al. 2018).

Kromé stfidani osevnych postupl dochdzi krozsifovani herbicidd i vlivem uletu
pfi aplikaci pomoci letadel nebo pozemniho postfiku za Spatnych povétrnostnich podminek.
Castice herbicid mohou byt unasené ai nékolik kilometr(i, nez dopadnou na necilové listy
rostlin v Urovnich az 10 % polnich aplikacnich davek. Takovéto koncentrace jsou obecné
subletalni a mohou vyvolat Sirokou skalu reakci, které méni rlst rostlin, jejich metabolismus
a reprodukéni schopnost (Ramos et al. 2021). Pfiznivym zjisténim bylo, Ze nékteré rostliny,
i pres zdsah herbicidu, maji schopnost se uzdravit (Follak & Hurle 2004).

Pouzivani syntetickych herbicid(l zacalo priblizné v padesatych letech minulého stoleti.
Jejich vyuziti prispélo ke zvyseni celosvétového vynosu a zlepseni kvality plodin. Avsak jejich
Casté pouzivani vedlo u mnoha druhd pleveld kvyvoji rezistence vUici herbicidim.
Technologie vyroby se rychle vyvijela s ohledem na ucinnost, spektrum pleveld, bezpecnost
pro plodinu, uZivatele a Zivotni prostredi. Dnes maji péstitelé pristup k vice nez 200
herbicidnim u¢innym latkdam s 29 rGznymi zpUsoby plsobeni. U nékterych vsak stale neni
presny ucinek znam (Lu et al. 2020).

Obecné nadmérné pouzivani pesticidll pro zvysSeni produktivity zemédélstvi je vidy
na Ukor Zivotniho prostredi, biologické rozmanitosti a lidského zdravi. Vazné ohrozuje pldu,
vodu a Zivotni prostifedi na celém svété. Pida akumuluje jednu tfetinu celkové hmoty
pesticidl, coZ je priblizné 1 kg/ ha/ rok rezidui celkovych pesticidd (herbicid, fungicid,
a dalsich). Pfi pouzivani pesticidi je zapotfebi zajistit degradaci latek, které znecistuji zivotni
prostfedi a maji negativni vliv na lidské zdravi (Malla et al. 2022).

Osoby, které jsou vystaveny zvySenym koncentracim, nebo ¢asto prichazeji do styku
s pesticidy, ¢asto trpi zdravotnimi problémy, jako jsou napfiklad: astma, alergie, autoimunitni
onemocnéni, migrény, koZzni onemocnéni a chronické onemocnéni dutin (Kumar et al. 2021).
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Pro ochranu prostredi, ale i lidského zdravi, je dlleZité porozumét a rozpoznat, co Fidi
enviromentalni osud latek, a to zejména jejich degradaci (Malla et al. 2022).

3.1.3 Aminopyralid

Aminopyralid, s chemickou strukturou kyseliny 4-amino-3,6-dichlor pikolinové, je
organochlorinovy pesticid (obrazek €. 1).

Obrdzek ¢ 1 - Strukturni vzorec aminopyralidu, prevzato z PubChem online

Jednd se o latku Spinavé bilé barvy, ktera je bez zdpachu. Latka ma pH 2,31, jde tedy
o kyselou herbicidni latku. Nejstabilnéjsi je vSak pfi pH 5,7 nebo pH 9 pfi teploté 20 °C
(PubChem online).

Herbicidni ucinky byly poprvé objeveny v roce 1998 (Walsh et al. 2012). Slouzi jako
reguldtor rUstu rostlin tim, Ze vytvafi toxicky hormon podobny tomu, ktery se béiné
vyskytuje v rostlinach - takzvany auxin (kyselina indol-3-octovd) (Johnson et al. 2009).

Pokud se do rostlin dostane jen velmi malé mnozstvi nebo v nizké koncentraci, mlze
auxinovy herbicid puUsobit jako pfirozené se vyskytujici auxin (Kelley & Riechers 2007).
ProtoZe je vSak synteticky auxinovy herbicid mnohem stabilnéjsi neZ pfirodni auxin, mize
dojit k nahromadéni v rostlinach. Ug&inky zplisobené nahromadénim nebo vysokou déavkou
takovymito herbicidy, zpUsobi v rostliné zavazné nasledky (Epp et al. 2016).

Auxinové herbicidy byly detekovany v mnoha zemich v fekdach, jezerech, podzemni
ale také pitné vodé v koncentracich ng/L. Sloucenina svysokou auxinovou aktivitou,
ponechana ve vodnim ekosystému, zplsobuje poskozeni vodnich rostlin (Fan et al. 2019).

Aminopyralid je do rostlin rychle absorbovan korenovym systémem nebo listy. Toxické
auxiny se pak vazi na proteinové receptory misto téch prirozené se vyskytujicich. Sloucenina
se translokuje a hromadi v meristematickych burkach, coZ zplisobuje nerovnomérné déleni
a rlst bunék. Nasledkem toho pak rostlina umira (Walsh et al. 2012).

V celosvétovém méfitku je synteticky auxin na tretim misté hned za glyfosatem
a inhibitory acetolaktatsyntazy (Todd et al. 2020).
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Aminopyralid se pouzivd k hubeni Sirokolistych plevell (Pfleeger et al. 2014). Pfevainé
pro dvoudélozné rostliny. Svyym plsobenim miZe poskodit semena tim, Ze zabranuje vyuziti
kysliku, a to i pi velmi nizkych koncentracich (Wagner & Nelson 2014).

Aplikace aminopyralidu se provadi nejen na polich s plodinami, ale také na pastvinach.
Jeho pouziti na misté, kde se pohybuje dobytek je stejné, jako na polich s plodinami,
z dvodu vyskytu plevell. Tyto plevele mohou byt velmi problematické, protoze soutézi
s prospésnou vegetaci o dostupné Ziviny a vldhu, coz zplsobuje podstatné snizeni kvality
a vynosu pastvy. Nékteré z nich jsou hospodarskymi zvifaty brany za ,nechutné”, takovy
plevel hospodarské zvife nesezere. Jiné plevele mohou byt pro zvirata dokonce Skodlivé, coz
ma pak dopad jak na vyuZiti pice, tak také na Zivotni podminky zvirat (Li et al. 2018).

Nedostatecny fytotoxicky efekt u trav, které jsou hospodarskymi zvifaty spasany, je
pfisuzovan nékolika faktordm. Patfi mezi né rozdilnost vanatomii a dale schopnosti
metabolizovat aplikovany herbicid (Kelley & Riechers 2007).

V nové studii ze zari roku 2021 M.J. Rinella et al., poukazali na vysokou selektivitu
herbicidni latky proti exotickému plevelu zvanému medusahead
(Taeniatherum caput-medusae). Byl proveden experiment, béhem kterého byla aplikovana
l[atka na malych pozemcich, urfenych pro pastvu. Bylo sledovano nacasovani aplikace.
Po aplikaci aminopyralidu v prvnim roce byl snizen vyskyt medusaheadu ze 45 % na 20 %.
Pfi druhé aplikaci nasledujici rok doslo ke snizeni ze 60 % na 20 %. Vlivem tohoto snizeni
doslo ke zvyseni vyskytu krmné travy. Nacasovani aplikace herbicidni latky je vsak zasadni.
Pouze 12 dnl Ize docilit efektivni aplikaci. Konkrétné od faze zavadéni — v tento okamizik je
aplikace nejméné efektivni, avSak stale prokazatelna. Nejvice efektivni aplikace byla zjiSténa
ve fazi raného kveteni. Pozdéjsi, nebo naopak drivéjsi aplikace vedla k velmi nizkému poklesu
vyskytu (Rinella et al. 2021).

Znamky pusobeni herbicidu jsou moZné pozorovat jiz po nékolika hodinach, nebo par
dnech. Mezi znamky ucinku aminopyralidu se fadi zesilené, zakfivené Ci zkroucené stonky
a listy, svrasténi listd, praskani stonku, zvétSené koreny a zrychleny rast. Nejcitlivéjsi
pro aplikaci aminopyralidu jsou jednoleté rostliny (Walsh et al. 2012).

Aminopyralid prokazal vysokou ucinnost a rezidualni aktivitu pro Sirokou Skalu
jednoletych a viceletych bylinnych Sirokolistych plevel(. Maly, nebo Zadny ucinek vyvolava
utrav. Vzhledem k jeho vynikajicim vlastnostem v boji proti pleveldm jsou nyni vyvijeny
nové postriky pro aplikaci také na repce (Li et al. 2018).

3.1.3.1 Fyzikdlné chemické vlastnosti

Latka aminopyralid je slaba kyselina, rozpustna ve vodé, a ma stredni perzistenci
v pudé, proto predstavuje mirné riziko kontaminace pro podzemni vody. Molekulova
hmotnost aminopyralidu je 207,0 g/ mol (Li et al. 2018).

Fyzikdlné-chemické vlastnosti byly také zkoumany skupinou védcl v Laboratofi
fyzikalnich vlastnosti (PProp) v DAS v roce 2018. Mezi sledovanymi znaky téchto vlastnosti
byly napfriklad: rozpustnost ve vodé, lipofilita, fotolyza, nebo hydrolytickd stabilita.
Pro zjisténi rozpustnosti byl pouzit termodynamicky soucin rozpustnosti. Védci v laboratofi
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PProp zjistili, Ze rozpustnost aminopyralidu v pribéhu studie byla 977 ppm. To vsak
neodpovida uvadénym informacim zjinych zdrojd, ve kterych se uvadi, Ze rozpustnost
dosahuje i vice nez 20 000 ppm. Nejvyssi rozpustnost byla zjiSténa ve vodé (pH 7). Lipofilita
byla stanovovana pomoci vysoce ucinné kapalinové chromatografie, za pouZiti indexu
chromatografické hydrofobicity (zkracené CHI). Uvadéna lipofilita méla hodnotu -2,4. Tyto
dvé hodnoty odpovidaji vztahu lipofility a rozpustnosti. Jsou navzdjem v negativni korelaci.
UV stabilita latky aminopyralid byla hodnocena jako stabilni (Zhang et al. 2018). Polocas
rozpadu aminopyralidu je 34,5 dne (Fast et al. 2011).

3.1.3.2 Vliv teploty

Vliv teploty hraje velkou roli pro degradaci aminopyralidu. Trendy rozkladu
aminopyralidu pfi rGznych teplotdch byly zkoumany a popsany autory studie z roku 2021
Yang et al.. Pfi aktivacni teploté 303 K a 313 K (tedy 29,85 °C a 39,85 °C) byl pokles
koncentrace latky velmi nizky. Pfi zvySeni teply o dalSich 10 a 20 K (tedy na 49,85 °C a
59,85 °C), doslo k vyrazné vyssi degradaci latky. Pribéh degradace ve vztahu k teploté je
mozno vidét na nasledujicim obrazku €. 2 (Yang et al. 2021).
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Obrdzek ¢. 2 - Vliv teploty na degradaci aminopyralidu prevzato z Yang et al. 2021

3.1.3.3 Legislativa

Pro Evropskou unii bylo pouzivani latky aminopyralid schvaleno dne 1.1. 2015
prostfednictvim nafizeni Evropské komise (EU) ¢. 891/2014 vramci nafizeni (ES)
¢.1107/2009 ve znéni provadécich nafizeni Komise (EU) ¢&. 540/2011 a 541/2011
(Anastassiadou et al. 2020). Avsak v Americe byla tato latka registrovana jiz v roce 2005.
Povolené mnoZstvi vEU pro hubeni jednoroc¢nich i viceletych Sirokolistych pleveld
na pastvinach, trvalych travnich pastvinach a na plochach neslouzicich k péstovani plodin, je
v rozmezi 0,05-0,12 kg na 1 hektaru (Fast et al. 2011).
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Vroce 2018 podala spoleénost Dow Agrosciences Denmark u pfislusného
vnitrostatniho organu ve Spojeném krdlovstvi Zadost o Upravu stdvajicich maximalnich limitQ
rezidui (zkrdcené MILR) pro Gcinnou latku aminopyralid v nékterych obilovinach.
A to v jeCmeni, ovsu, Zitu, prosu a ¢iroku. Hodnotici ¢lensky stat vypracoval zpravu, v souladu
s ¢lankem 8 narizeni (ES) ¢. 396/2005, kterd byla predloZena Evropské komisi a predana
Evropskému Gfadu pro bezpelnost potravin (EFSA). Zadost se tykala navy$eni MLR
pro jeCmen, oves, Zito a pSenici (vCetné triticale a 3$paldy) ze stavajicich 0,1 mg/ kg
na 0,15 mg/ kg. Pro proso a cirok pak bylo poZadovano zvyseni limitd z0,01 mg/ kg
na 0,05 mg/ kg. Vysledkem hodnoceni tradem EFSA bylo rozhodnuti, Ze zamyslené navyseni
maximalnich limitd rezidui aminopyralidu na obilovinach nebude mit za nasledek prekroceni
toxikologické referencni hodnoty pro spotfebitele. A nepredpoklada se, Ze by predstavovalo
problém pro verejné zdravi. Pozadovanému zvyseni limitQ bylo vyhovéno (Abdourahime et
al. 2019).

3.1.3.4 Toxicita:

Aminopyralid je povaZzovan za latku s nizkou toxicitou. Naptiklad pro ptaci druhy byla
zjisténa smrtici koncentrace LCiso) > 5000 mg / kg Zivé hmotnosti. Prakticky netoxicky je
povazovan pro ryby a bezobratlé vodni ZivocCichy. Sladkovodni ZivocCichové maiji efektivni
koncentraci EC50) > 98,6 mg / |, zatimco u mofrskych bezobratlych Zivocichl byla zjisténa
letalni koncentrace LCis0) > 89 mg / |. Tato koncentrace je jiz povazovadna za mirné toxickou
(Walsh et al. 2012).

Prakticky netoxicky je povazovan pro savce. Pfi zkoumani toxicity oralnim podanim
byla zjisténa letalni davka LD(s0) > 5000 mg / kg Zivé hmotnosti u psud, potkand, mysi a kralik(
(Walsh et al. 2012).

Vroce 2013 byl proveden vyzkum, béhem kterého se zkoumala toxicita latky
aminopyralid na potkanech. Pro vyzkum bylo pouZito 344 potkand (samcl i samic), kterym
byl nalacno podan aminopyralid o Cistoté 94,5 % v davce 5 000 mg / kg Zivé hmotnosti. Latka
byla poddna Zalude¢ni sondou ve dvou davkach po 2500 mg / kg v hodinovém intervalu
v podobé 50% smési v 0,5% vodné methylceluléze. Sledovanad byla mortalita, klinické
pfiznaky a vyvoj télesné hmotnosti béhem 14 dnl po podani. BEéhem pokusu zemrel pouze
jeden samec (treti den). Pti pitvé bylo odhaleno, Ze samec mél v zazivacim traktu plyny
a problém srozkladem cervenych krvinek. V dobé ukonéeni tohoto vyzkumu se vsSechna
zbyld zvifata uzdravila. V prabéhu 14 dnl byla pozorovdna, a to pouze u 4 jedinc(, ztrata
hmotnosti. Zbyld zvifata na vdaze pfibirala. Bylo u nich pozorovdno snizené napéti svald,
kombinace perinealniho, perioralniho a perinasalniho znecisténi a zvysena agresivita pfi
manipulaci s nimi. Zaddné zavainé patologické zmény se viak neprojevily(European Food
Safety Authority 2013).

Yang et al. (2021) ve své studii poukazuje na skutecnost, Ze pokud budou hospodarska
zvifata krmena rostlinami, na které byly aplikovany pfipravky s ucinnou latkou aminopyralid,
a nasledné budou zvitata konzumovana, hrozi nevratné poskozeni ledvin konzumenta.
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Riziko pro lidské zdravi, konkrétné tedy pro ledviny, uvadi dalSi autofi, ktefi tvrdi,
Ze latka plsobi jako exogenni antinutri¢ni faktor potravin ZivocisSného plivodu (He et al.
2019).

Velmi vyznamnym herbicidnim prostfedkem, ktery obsahuje aminopyralid spolu
s florasulamem a kyselinou 2,4-dichlorfenoxyoctovou, je Mustang forte, ktery je aplikovan
jako postemergentni k hubeni dvoudéloinych plevelld. Pravé u tohoto pfipravku vyrobci
varuji pred pouzivanim slamy k hnojeni nebo jako péstebné prostredi pro péstovani hub
(Dow AgroSciences 2018).

3.2 Degradace pomoci mikroorganismu

Pidda je duleZitou slozkou Zivotniho prostredi. Ve srovnani s jinymi slozkami, jako je
voda nebo vzduch, je plda nejstabilnéjSim a nejstdlejSim prvkem. VSechny chemické
slouceniny, vstupujici do pudy, vni tedy zlstavaji pomérné dlouhou dobu, na rozdil
od vzduchu a vody. Pady se vyznacuji sorpénimi vlastnostmi diky pfitomnosti castic
mineralni, koloidni a organické hmoty, a také pritomnosti Zivych mikroorganismi. Osud
herbicid(, aplikovanych pfimo na pldu nebo rostliny, zavisi na rliznych podminkach, véetné
typu pldy, pH, obsahu vihkosti, proudéni kapalin a vzduchu piddou (tozowicka et al. 2021).

Pesticidy vSak podléhaji mikrobidlni biotransformaci. Dokonce i vysoce rezistentni
pesticidy mohou byt metabolizovany spolecenstvim mikroorganismda, které pesticidy vyuZziji
jako zdroj energie a Zivin, nebo spolecnym metabolismem s jinymi substraty pro jejich rist.
Ko-metabolismus zahrnuje chemickou preménu a degradaci vétsiny nepoddajnych sloucenin,
které nejsou pfiznivé pro rlist mikroorganismd. A pravé tato schopnost muze byt dobre
vyuzita pfi degradaci pesticidd. Kompletni mineralizace, nebo biodegradace pesticidd
Ci chemikalii, jsou ve spoleCenstvi mikrobidlnich populaci uc¢innéjsi a rychlejsi, nez kdyz
degradaci provadi pouze jeden mikroorganismus (Kumar et al. 2021).

Mikrobialni spolecenstva, kterd jsou pritomna v pldé, plsobi jako jakysi hotspot
biologické rozmanitosti s dobrym potencidlem degradovat pesticidy. Jak jiz bylo feceno,
mikroorganismy je vyuzivaji k pokryvani svych nutric¢nich a energetickych potfeb. Hodnoceni
funkci ptudniho mikrobiomu v kontaminovaném prostifedi pomoci omickych pfristupd je
zasadni pro zvyraznéni vyznamu inherentniho mikrobiomu v procesu sanace. V poslednich
letech bylo publikovano nékolik ¢lankd, zaloZzenych na rdznych aspektech omickych pristup,
které zdUraznovaly jeho zavazek k bioremediaci. AvSak navzdory obrovskému potencialu
teprve zaciname zkoumat moZnosti, ve kterych mohou byt soubory mikroorganism
integrovany do obnovy Zivotniho prostredi (Malla et al. 2022).

Existuje celd Fada mikroorganismG jako jsou Actinobacetria, Ascomycota,
Basidiomycota, Cyanobacteria, Proteobacteria a fada dalSich, u kterych jiz bylo zjisténo, zZe
jsou nejlepsimi zdroji pro degradaci raznych skupin pesticidd (Kumar et al. 2021).

V této diplomové praci byla zkoumana biodegradacni aktivita tfech mikroorganismu.
Konkrétneé byly pouzity zastupci rodu Pleurotus spp., Geotrichum spp. a Cladosporium spp..

17



3.2.1 Pleurotus spp.

Hlavnim predstavitelem této skupiny je Plurotus ostreatus Paul Kummer, 1871. Pokud
se provadi védecké studie, byva nejcastéji pouzit pravé tento zastupce, proto v nadchazejici
Casti bude pouZit pro pfiblizeni schopnosti degradovat biologicky material. Mycelia a
vzrostlou houbu je moZno vidét na obrazku €. 3.

Obrdzek ¢&. 3 - Pleurotus ostreatus prevzato z Daba et al. (2011)

Popis obrdzku ¢.3: A - mycelidlni sit zobrazena pomoci rastrovaciho elektronového mikroskopu,
B - plodnice hub Pleurotus ostreatus kultivované na ryZové slame.

Hliva Ustfi€nd (Pleurotus ostreatus) patfi do rodu Pleurotus spp.. Stejné jako vétsSina
hub tohoto rodu, je hliva Ustfi¢na jedla a ma vysokou komeréni hodnotu. Pleurotus spp. je
komplexni druh, zahrnujici celou fadu odrld, poddruhl a péstovanych kmen(. Je povazovén
za typicky saprofyticky organismus. (Wang et al. 2008).

Béhem Zivotniho cyklu se stfidaji dvé faze. Prvni je faze vegetativni. BEhem této faze
dochazi k ristu mycelii pod substratem a uvnitf substratu. Mycelia, takzvané koreny, hraji
velmi dlleZitou roli v procesu syntézy Zivin. Uvolnuji enzymy, diky kterym dochazi ke Stépeni
mrtvych organickych material(i az na nejmensi ¢éstice, které jsou nasledné absorbovany jako
zZiviny. Druha faze Zivotniho cyklu je reprodukéni a probihd tehdy, pokud jsou dodrzeny
optimalni podminky pro péstovani, kterymi jsou:

* mirnd teplota — rozmezi mezi 20-25 °C,

* vySsirelativni vihkost — 65-70 %,

e tok kysliku,

e odpovidajici intenzita svétla — 8-12 hodin na den
(Wan Mahari et al. 2020).

Béhem reprodukéni faze dochdzi ke tvorbé plodnic. Pokud dojde k opakovani téchto
dvou fazi za pfiznivych podminek prostiedi, mohou byt vyrabény ve velkém mnozstvi.
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V pfirodé roste hliva ustficna obvykle na odpadnich materidlech. Kolonizuji mrtvé
organické materialy, jakym je napfiklad mrtvy dub, javor nebo i bavinik. Houba funguje jako
primarni rozkladac, ktery preménuje mrtvé organické tkané na Ziviny, které jsou nezbytné
pro jeji rst (Wan Mahari et al. 2020).

Aby byly Ziviny vyuzZitelné, mycelia musi nejprve vyprodukovat ligninocelulolyticky
enzym, ktery rozstépi lignin-celulézu na mensi ¢astice. Enzym je schopen degradovat i r(iznd
pramyslova a zemédélska rezidua (Jin et al. 2020). Tim, Ze houba ziskava energii z mrtvych
organickych material(, rozklada je a méni je nazpét na pldni Ziviny (Wan Mahari et al. 2020).

Schopnost hlivy je tedy biologickd dekontaminace. Ta predstavuje vyhody chemickych
procesll, protoZe je méné pravdépodobné, Ze vysledky procesu budou Skodlivé pro Zivotni
prostfedi. Mezi dalsi vyhody patfi financni narocnost, ktera je nizka. Metody, zahrnujici
pouziti hub, které vyluCuji neselektivni ligninolytické enzymy, patfi mezi dosud nejstabilné;jsi
dekontaminacni strategie (Jackson & Pryor 2017).

Obecné rod Pluerotus spp. ma radu vynikajicich vlastnosti, jakymi jsou napftiklad:
1) Péstovani na Siroké skale substratu
2) Siroké teplotni rozmezi
3) Velky potencial v bioremediacnich procesech (Picornell-Buendia et al. 2016)

A praveé posledni vlastnosti by mohlo byt docileno odbourani rezidui aminopyralidu
z péstebniho prostredi.

3.2.2 Geotrichum spp.

Rod Geotrichum zahrnuje 13 druhU vldknitych kvasinkovych hub, které predstavuji
anamorfni stavy rod( Dipodascus a Galactomyces. Druhy rodu Geotrichum jsou celosvétové
rozSireny (Figueredo et al. 2011). Vtéto diplomové praci byl pouZit mikroorganismus
Dipodascus geotrichum E.E. Butler & L.J. Petersen (1977). Dipodascus je spolu s jiZz zminénym
Galactomyces teleomorfem Geotrichum spp.. K vytvoreni této formy dochazi pfi sexualnim
rozmnozovani. Timto faktem je fylogeneze skupiny nestdld (Ahrazem et al. 2002).

Jedna se tedy o mikroskopické houby, které se v potravinach vyskytuji bud’ jako jejich
soucast za normalniho stavu, nebo je kontaminuji. Bézné se vyskytuji v syrovém mléce. Dale
je tato houba prodavana ve formé mlécné kultury jako startér pro vyrobu syrd, diky
proteolytickym aktivitdm a organoleptickym vlastnostem (Jacques et al. 2017).

Kromé vyskytu v mléce mUzeme Dipodascus geotrichum najit také ve vodé, pldé,
vzduchu, hnoji a ovoci. U lidi lze mikroorganismus izolovat predevsim z traviciho traktu,
nékdy z dychacich cest a nebo kliZze (Lacroix & Feuilhade de Chauvin 2005).

Kolonie jsou rychle rostouci, ploché, bilé az krémové bez reverzniho pigmentu. Hyfy
jsou hyalinni, prepazkové, rozvétvené a rozpadajici se na fetézce hyalinnich, hladkych,
jednobunécnych, subkulovitych, az valcovitych artrokonidii, které jsou velké 6-12 x 3-6 um
a uvoliuji se oddélenim dvojité prepdzky (Arendrup et al. 2014). Na ndsledujicim
obrazku €. 4 je mozno vidét Dipodascus geotrichum.
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Obrdzek ¢. 4 - Dipodascus geotrichum prevzato z Areandrup et al. (2014)

Podobné jako zdastupci rod Pleurotus maji i zastupci rodu Geotrichum schopnost
provadét bioremediaci. Obecné jde o proces, pfi kterém plvodni nebo inokulované
mikroorganismy (napfiklad houby, bakterie ale i dalsi mikroby) degraduji/ metabolizuji
organické kontaminanty, nachazejici se v plidé a vodé, a preménuji je na neskodné finalni
produkty (Jakovljevi¢ & Vrvi¢ 2018).

Mnoho studii poukazuje na vyskyt Geotrichum candidum spolE¢né s Cladosporium
cladosporioides v odpadnich a prlimyslovych odpadnich vodach a zaroven také
ve splaskovych kalech (Jakovljevi¢ & Vrvi¢ 2018). G. candidum ma schopnost degradovat
razné organické odpady, jako jsou fenoly (Dragicevic et al. 2010) a nitroglycerin. Ma dale
také schopnost odbourdvat i riznd azochinonova a antrachinonova barviva (Vijaykumar et al.
2006).

3.2.3 Cladosporium spp.

Zdstupce rodu Cladosporium, které bylo vtéto diplomové praci pouZito, bylo
Cladosporium herbarum Odzak (1815), coZ je mozno vidét na obrazku €. 5. Jednd se o jednu
z nejbéinéjSich enviromentalnich hub, které byly celosvétové izolovany. Hojné se vyskytuji
na uvadlych nebo odumftelych listech bylin a dfevin, jako sekundarni parazité na nekroticky
skvrnitych listech. Kromé nekrotickych ¢asti rostlin byl identifikovan jeho vyskyt i na povrchu
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zelenych a zdravych listd. Dale jsou casto pritomny ve vzduchu, pddé a potravinach
(Schubert et al. 2007).

Obrdzek ¢. 5 - Cladosporium herbarum, prevzato z Schubert et al. (2007)

Houby Cladosporium spp. se béiné vyskytuji v prostfedi a podili se na preméné
komplexnich organickych latek, jako je lignin, pro ktery je typicky rozkladac (Liu et al. 2019).

Vroce 2018 vysel odborny clanek autorll W. G. Birolli et al., ktefi zkoumali
biodegradaci antracenu a nékolika dalSich polycyklickych aromatickych uhlovodikd za tcasti
Cladosporium sp.. Pro zjisténi Ucinnosti byla ve studii porovnavana biodegradacni aktivita
s dalsimi druhy mikroskopickych hub. Konkrétné se jednalo o Penicilium citrinum, Aspergilius
sydowii, Mucor racemosus a Trichoderma harzianum. Pro biodegradaci antracenu byl
vyhodnocen Cladosporium spp. jako nejucinnéjsi kmen. Proto byla tato houba dale ve studii
pouzita pro hodnoceni biodegradace v priibéhu ¢asu (7, 14 a 21 dni). Po 21 dnech degradace
bylo stanovené 14,5 + 2,6 mg/l zbytkového antracénu z pocatecni koncentrace 50 mg/I.
Rozklad tedy Cinil 71 + 5 % (Birolli et al. 2018).

V roce 2022 byla publikovana studie, béhem které byl pouzit organismus Cladosporium
spp.. Studie se zaméfila na schopnost rozkladu imazalilu. Jedna se o imidazolovy fungicid,
ktery se pouzivd zejména k poskliziovému oSetfeni jadrovin a citrusovych plod(. Béhem
studie bylo zjiSténo, Ze mikroorganismus se zvysSujici se koncentraci ztraci schopnost
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degradovat aplikovany fungicid. Pouzité koncentrace ve studii byly 0, 20, 50 a 100 mg/L
(Papazlatani et al. 2022).

3.3 Metody stanoveni rezidui herbicidl

Navzdory pozitivnim ucinkdim herbicid(l se v poslednich letech zvysuji obavy ze zbytku
pesticidl v potravinach a ekologicka rizika zplsobena nadmérnym pouzivanim herbicidd.
To vedlo k tomu, Ze vznikla potfeba odhalit pfitomnost herbicidd uz pfi stopovych hladinach
nebo schopnost detekovat i jejich metabolity.

Vyvoj analytickych metod se proto posunul krychlejsim, citlivéjSim, presnéjsim
a v neposledni fadé nakladové efektivnéjsim metodam (Li et al. 2021).

Pro stanoveni rezidui herbicidl se vyuzivda mnoho metod. Soucasné separacni metody
vyuZzivaji GC (z anglického - Gass chromatography, v ¢estiné plynovd chromatografie) nebo LC
(z anglického - Liquid chromatography, v ¢estiné kapalinovd chromatografie) a rlizné citlivé
detektory, kterymi jsou: detekce elektronového zachytu, fotometricka detekce plamenem
a MS (z anglického Mass spektrometry, v ¢estiné hmotnostni spektrometrie).

Kazd4d metoda ma své jedinecné prednosti, ale i nevyhody.

* Metoda GC ma sice vysokou selektivitu a citlivost, ale pracuje pfi velmi vysokych
teplotach, az 300° C.

¢ Metoda LC vyzaduje vysoké mnozstvi organickych rozpoustédel nebo chemikalii (Guo
et al. 2015).

V pribéhu let byly vyvinuty rzné analytické metody pro stanoveni rezidui ve vodé,
pGdé, ovoci a zeleniné. Mezi pouzZivané metody se fadi napriklad plynovd chromatografie
s detektorem elektronového zachytu (zkrdcené ECD) a hmotnostné spektrometrickym
detektorem. Dale je moZno rezidua stanovit i vysokoucinnou kapalinovou chromatografii
(zkracené HPLC) s UV detektorem a tandemovou hmotnostni spektrometrii. A mnoha jinymi
dalsimi metodami. Pro tuto diplomovou praci byla pouZita kombinace kapalinové
chromatografie s hmotnostni spektrometrii.

3.3.1 Kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii

Tato analytickd metoda vyuzivd k oddéleni slozek smési kapalinovy chromatograf.
Ten oddéluje jednotlivé slozky smési, zatimco hmotnostni spektrometr zajiStuje analyzu
struktur s vysokou specifitou a citlivosti. Metoda LC-MS se vyuZziva k analyze biochemickych,
organickych a anorganickych latek, pochdzejicich ze wvzork( zZivotniho prostredi,
nebo ze vzorkl biologického pavodu. Tato metoda ma velmi Siroké vyuZiti v mnoha
oblastech, napfiklad v oblasti biotechnologie, zpracovani potravin, vyroby |éCiv a hlavné v
agrochemii (Chaimbault 2014).

Spojeni hmotnostni spektrometrie s chromatografickymi technikami bylo vzdy velmi
zadouci kvUli své citlivosti a vysoké specificnosti MS, ve srovndni s jinymi chromatografickymi
detektory. Nejprve byla propojena plynova chromatografie s MS, a az nasledné se podafilo
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propojit i LC s MS (Famiglini et al. 2021). Na obrazku €. 6 je zobrazen Skolni pfistroj LC-MS,
na kterém bylo provedeno méfeni.

Obrdzek ¢. 6 — PouZitd sestava LC-MS, Sciex ExionLC-QTrap 6500+, zdroj vlastni

Pfed zahdjenim analyzy je potifeba vhodné zvolit ionizdtor a analyzator. lonizacni
techniky se daji rozdélit dle nékolika kritérii:
1. Dle zpusobu aplikace vzorku:
e se separaci analytq,
* bez separace analytQ.
2. Dle spojeni s danou separacni technikou:
¢ kapalinovd chromatografie s hmotnostni spektrometrii (zkrdcené LC-MS),
e plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii (zkracené GC-MS),
e superkritickd fluidni chromatografie s hmotnostni spektrometrii (zkracené
SFC-MS),
e kapilarni elektroforéza s hmotnostni spektrometrii (zkracené CE-MS).
3. Dletypu ionizace:
e tvrdé ionizacni techniky — elektronova ionizace (El) a chemicka ionizace(Cl),
¢ meékké ionizacni techniky za atmosférického tlaku — elektrosprejova ionizace
(ESI),
e desorpcéni ionizacni techniky (MALDI),
e ambientniionizacni techniky (Harvey 2019).

Nejvétsi zlom nastal pravé srozvojem elektrosprejové ionizace. ESI se velmi rychle

stala jednou z nejpouzivanéjsich ionizacnich technik v hmotnostni spektrometrii. Diky své
vSestrannosti, citlivosti a schopnosti ionizovat i vysokomolekuldrni, netékavé a termolabilni
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analyty, prostrednictvim tvorby vicendsobné nabitych iontld. ESI produkuje stabilni
molekuldrni ionty pfimo z kapalné faze, dokonale kompatibilni s LC (Famiglini et al. 2021).
ESI byla pouzita jako ionizacni technika v této diplomové praci.

Typickymi analyzatory jsou TOF (z anglického time of flight), elektrostatickd orbitdalni
past (orbitrap), kvadrupdl, ktery lze pouzit bud to samostatné, nebo pro citlivéjsi analyzu
muZe byt pouZit trojity kvadrupdl, ktery je mozno vidét na obrazku €. 7 (zkracené znacen
také jako QqQ) (Friedecky & Lemr 2012).

Tento analyzator byl vyuzit pfi analyze vzorkd.

Q1 Q2 (CID) Q3 detektor

ﬁ I::} i i I::> a‘ I::}

B 7 ]
Obrdzek ¢. 7 - Trojity kvadrupdl, prevzato z Faktor et al. (2011)

Trojity kvadrupdl je velmi popularnim analyzatorem diky cenové dostupnosti,
robustnosti pfi analyze slozitych matric a specifité. Principem je umisténi dvou kvadrupdld,
mezi kterymi je umisténa kolizni cela (ne vZzdy musi byt na principu kvadrupdlu). Prvni
kvadrupdl (Ql) propousti ionty pouze s definovanou m/z. Nasledné dochazi k fragmentaci
v kolizni cele (Q2 nebo také g2). Na zavér fragmentované ionty prichdzi do tretiho
kvadrupdlu (Q3), ktery pracuje ve skenovacim rezimu o urcitém rozsahu m/z. Timto
zpUsobem je dosazeno vysoké citlivosti pfi analyze (Friedecky & Lemr 2012). Pfistroj, pouzity
pro méreni vzorkd ve Skolni laboratori, ma ve tretim kvadrupdlu zakomponovanou iontovou
past. Tim je docileno $irSi moZznosti pouziti.

Nadchazejici obrazek €. 8 blize ukazuje, jak Ize propojeni ESI s QqQ pouzit napfiklad
pro identifikaci hledaného peptidového retézce.

lonized peptides ' Select ' . | Select target
separated > target Ly Restricted c_:leavage —> daughter => Qount
by HPLC peptide of peptides peptide | | "M
1stQ 2rd Q 3dQ
lonization (ESI) Mass filter Collision chamber Mass filter Detector
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/ Transition 1 |
o ::_7_;_7;7;_4!_73 OO0
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80008 \ i
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Obrdzek ¢. 8 - Princip selekce MRM za pouZiti trojitého kvadrupdlu, prevzato z Uchida et al. (2013)

24



Technologie, zaloZzené na kombinaci hmotnostni spektrometrie s kapalinovou
chromatografii, vSak prochazi neustadlym vyvojem. Tim je docileno zlepSujici se Urovné
a presnosti analyzy, coz vyrazné napomaha k detekci a identifikaci jednotlivych metabolit(
a iont( (Allwood & Goodacre 2010).

| pfes stale posouvajici se a vyvijejici se metodu nelze fici, ze spojeni LC-MS je
univerzdlni. Ty, které jsou na trhu, maji vyrazné specifikace a oblasti pouziti (Famiglini et al.
2021).

Kapalinova chromatografie
Chromatografie je jeden z fyzikalnich zpUsobl separace sloZek. K separaci dochazi

pomoci dvou fazi. Prvni faze je nehybna - staciondrni, zatimco druha faze je
pohybliva - mobilni, ktera se pohybuje v urcitém sméru. Mobilni fazi mize byt kapalina, plyn
nebo superkritickd tekutina. Stacionarni fazi maze byt pouze pevnad latka, gel nebo kapalina.
Pokud by byla stacionarni fazi kapalina, mlzZe byt distribuovana na pevnou latku, ktera mize,
ale také nemusi pfispét k separacnimu procesu (Ardrey 2003).

Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometry funguji tak, Ze prevadi molekuly analytu do nabitého,
takzvaného ionizovaného, stavu. Nasleduje analyza iontd a pfipadnych fragmentovych iontq,
které vznikaji béhem ioniza¢niho procesu na zakladé poméru jejich hmotnosti k naboiji
(zna¢eno m/z). Pro ionizacni, ale i iontovou analyzu je k dispozici nékolik riznych technologii.
Tim se vytvafii velké mnozstvi riznych typd hmotnostnich spektrometr( (Pitt 2009).

Pouziti metody QUEChERS

Od roku 2003 je zavedena metoda (pro predupravu vzorku pro analyzy) QUEChERS —
Reprezentativniho extrakéniho procesu. Nazev metody je odvozen od slov: Quick, Easy,
Cheap, Effective, Rugged a Safe (rychlé, snadné, levné, efektivni, robustni a bezpecné). Tato
metoda byla vyvinuta a publikovana institutem US Department of Agriculture Eastern
Regional Research Center ve Windmooru (Li et al. 2021).

Tato metoda tézila ze své jednoduchosti. Pfi pouziti QUEChERS je vSak nevyhnutelna
centrifugace k izolaci adsorbentu z extrakéniho roztoku, coz je trochu problematické (Wang
et al. 2022). | pfes tento fakt si metoda diky vyhodam snizenych nakladd na experimentalni
zafizeni a zlepSeného odstranovani nezadoucich ¢asti vzorku, nasel QUEChERS Sirokou $kdlu
aplikaci pfi urcovani pesticidi v rGznych matricich. Pfi kvantifikaci se jako uUc¢inna technika
pro detekci stopového mnoistvi pesticidd osvédcilo spojeni LCsMS/MS. Kapalinova
chromatografie, v kombinaci standemovou hmotnostni spektrometrii, byla v poslednich
letech Uspésné pouZita pro detekci nejen rezidui pesticidl, ale i dalSich potravinovych
kontaminant( (Li et al. 2021).

POvodné byla metoda QUEChERS vyvinuta pro extrakci kyselych a zasaditych pesticid(
z potravin. Kromé téchto dvou forem vsak bylo zjiSténo, Ze se metoda mulzZe pouZit
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i k extrakci neutralnich a amfifilnich analytll (Townsend et al. 2020). Dale se vyuziva
v potravinovych matricich s vysokym obsahem tuku (Sulaiman et al. 2022).

Metoda vede k extrakci v mikroméritku za pouzZiti acetonitrilu pro extrakci analytu
a naslednému cisténi extrakéniho cCinidla. Tato metoda je velmi flexibilni a lze ji upravovat
v zavislosti na povaze analytu. Technika QUEChERS sniZzuje velikost vzorku, dobu
experimentu a spotfebu chemikalii. Pokud je pouzita tato metoda, eliminuje se pocet chyb,
protoZe pfi pripravé vzorku se neprovadi kroky jako jsou filtrace, kondenzace nebo napfiklad
vyména rozpoustédla (Sulaiman et al. 2022).

Touto metodou jsou ze vzorku odstranény nasledujici slozky: sacharidy, lipidy,
organické kyseliny, steroly, proteiny, barviva a voda. Je mozno si pripravek koupit v nékolika
variantach. Existuji centrifugacni zkumavky (dostupné od 2 do 15 ml), nebo pfipravené sacky
s namichanou smési chemickych latek (Koesukwiwat et al. 2010).

Zpusob predupravy vzorku ma vsak nevyhodu v podobé nizké selektivity a absorpcni
kapacity, coZz vede kneschopnosti odhalit stopovda mnoistvi cilovych analytQ
z komplexnéjsich matric (He et al. 2019).

Smési soli pro konkrétni vzorky si mohou analytici bud sami predpfipravit, anebo je
moznost si zakoupit komercéni pytlicky, kyty nebo kyvety, které jsou jiz pfipravené
s konkrétné definovanym mnozstvim a slozenim (Hrynko et al. 2021).

Mezi nejCastéji pouzivané komponenty jsou:

* bezvodny MgS04— k odstranéni prebytecné vody,

e PSA - kodstranéni cukrt, mastnych kyselin, organickych kyselin a antokyanovych
pigmentd,

e (C18 -k odstranéni nepolarnich interferenci,

* PGC - k odstranéni pigmentd, steroll a nepolarnich interferenci,

e NadCl, citrat sodny, octan sodny a dalsi (lzcara et al. 2022).
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Princip pouzité metody QUEChERS je ukazan na obrazku ¢. 9.

QUEChERS "1
extractionsolvent contenl i
T Y] g

._'.f e EE I-"LI-ILII_-._{

e £ B h i
Obrdzek ¢. 9 - Princip pouZiti pfipravku QUEChERS, prevzato z Paiga et al. 2015

Popis obrdzku ¢. 9: A-priprava matrice k analyze; B—pripraveny vzorek v centrifugacni zkumavce; C—pridani extrakcniho
rozpoustédla; D—priddni obsahu sacku QUEChERS, E—zamichdni vzorku pomoci pristroje vortex; F—cetrifugace vzorki, G—

odpipetovadni supernantu; H-prevedeni supernantu do vialky; I-uzavrend vialka se supernantem
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4 Metodika

Pouzité chemikalie:
e Acetonitril pro kapalinovou chromatografii (Honeywell, Fluka, Némecko)
e Analyticky standard aminopyralidu (Honeywell, Fluka, Némecko)
* Kyselina mravenéi (Sigma-Aldrich s.r.o., Ceska republika)
° N2
e QUEChERS (4 g MgS04 + 1 g NaCl) (Agilent Technologies, USA-CA)
¢ Sladinovy extrakt (VWR Chemicals, Belgie)

Pouzité mikroorganismy:
e Pleurotus ostreatus, kmen HK34 komerc¢ni kmen (Sylvan)

Nasledujici kmeny byly identifikovany a zarazeny do sbirky Vyzkumného ustavu rostlinné
vyroby (zkracené VURV) Praha-Ruzyné:
e Dipodascus geotrichum VURV-F 966 - kmen byl izolovan ze substratu oSetfeného
aminopyralidem
e Cladosporium herbarum VURV-F 968 - kmen byl izolovan ze substratu oSetfeného
aminopyralidem

4.1 Priprava tekutého média

Pro pfipravu tekutého média byl pouzit sladinovy extrakt (VWR Chemicals, Belgie) 20
g/l. Pro kazdy sledovany mikroorganismus bylo pfipraveno celkem 5 koncentraci (100, 200,
300, 400 a 500 ppm) ve tfech opakovanich. Kromé vzorku s pfidavkem aminopyralidu byly
pripravené také tfi vzorky, které aminopyralid neobsahovaly. SlouzZily jako blank. Dale byly
pfipraveny také ke kazdé koncentraci kontrolni vzorky, které neobsahovaly
mikroorganismus, ale aminopyralid ano.

Nasledoval proces sterilizace za podminek 121 °C po dobu 15 minut. Po sterilizaci
a vychladnuti média nasledovalo pridani pfislusnych mikroorganismt a vzorky se nechaly
inkubovat po dobu 28 dn.

4.2 Priprava vzorku k analyze

Pfi pfipravé vzork(l na analyzu byl vidy odebran 1 ml z media, ktery byl prepipetovdn
do 50 ml centrifugacni zkumavky. Nasledné bylo pridano 10 ml pfipraveného roztoku
(1% roztok kyseliny mravenci v acetonitrilu). Pfripravena smés kapalin byla vortexovana
30 vtefin ve dvou opakovanich.

Nasledné byla co nejrychleji ptiddana smés QUEChERS (4 g MgSOs + 1 g NaCl)
a zkumavka se vzorkem byla centrifugovdana 10 minut za podminek 4 °C a 11000 otacek
za minutu. Z centrifugovaného vzorku bylo odebrano 5 ml supernatantu a prevedeno
do tmavé 15 ml zkumavky. Nasledoval odbér 1 ml supernatantu do plastové mikrozkumavky
a vzorek se nechal vysusit proudem N,.
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K vysusenému vzorku byl pfidan 1 ml 1% roztok kyseliny mravenci s methanolem
a mikrozkumavka se nechala 2 minuty vortexovat. Nasledovalo desitkové fedéni na findlni
koncentraci 10%. Timto zplsobem byly pfipravené vsechny vzorky kromé blankd, u kterych
nebylo provedeno redéni.

4.3 Experimentalni chemikalie a Cinidla

Analyticky standard aminopyralidu (¢. CAS:150114-71-9) byl ziskdn od spolec¢nosti
Honeywell (Fluka, Némecko). Primdrni zasobni roztok aminopyralidu byl pfipraven
v acetonitrilu pro kapalinovou chromatografii (LC) (Honeywell, Fluka, Némecko) a skladovan
pfi teploté -20 °C. Pracovni roztok aminopyralidu byl pfipraven ziedénim primarniho
zasobniho roztoku na koncentraci 1 pg/ml v 5 ml acetonitrilu a preveden do 1 ml LC vialek
a udrzovan pfi teploté -20 °C az do doby porvedeni analyzy, ktera se pouziva pro validaci
a kalibra¢ni standardy.

4.4 Kritéria validace pro extrak¢ni metodu

Metoda extrakce aminopyralidu byla validovana na zakladé pokynu
SANTE/12682/2019. Linearita (citlivost) byla kontrolovdana z osmi uUrovni kalibracnich
standardu (1,0; 2,5; 5,0; 10,0; 25,0; 50,0; 75,0 a 100,0 ng/ml).

e Pravdivost (vytéZnost %) byla vypoctena na zdkladé poméru redlné koncentrace
obohaceného slepého vzorku k teoretické koncentraci a méla by byt v rozmezi
70-120 %.

e Presnost (opakovatelnost) byla vypoctena jako % relativni smérodatna odchylka
(RSD %) vzorka se stejnou urovni s pridavkem.

Nejnizsi uroven pridavku byla stanovena jako limit kvantifikace (LOQ), kdyZ pravdivost
(70-120 %) a RSD% (<20 %) splfiovaly kritéria pfijatelnosti. Posun retencniho ¢asu byl kratsi
nez + 0,1 minuty (Pihlstrom et al. 2017).

4.5 Kalibracni krivka

Pocatecni koncentrace aminopyralidu ve vzorcich byla nad rozsahem méreni LC-QQQ.
Vzorky byly poté zfedény aZ x10°, aby se zabranilo saturaci detektoru, a aby byla upravena
koncentrace v rozsahu linearnich kalibracnich standardd. Diky tomu byl matricovy efekt
média a metabolitd eliminovan vyssim fedénim. Pro vypocet zbytkové koncentrace
aminopyralidu byly pouZity pouze externi kalibracni standardy, pfipravené v 1% kyseliné
mravenci v methanolu. Plocha piku aminopyralidu pfi kazdé drovni koncentrace byla pouzita
pro kalibragni kfivku s 1/x vazenim. Korelaéni koeficient (R?) byl vy33i nebo roven 0,99
(R?=0,9996).
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4.6 Analytické podminky

Analyza aminopyralidu byla provedena pomoci systému AB Sciex LC QTRAP 6500+
MS/MS, se zdrojem TurboV (Framingham, MA). Separace probihala na pfipojeném HPLC
Shimadzu Exion (Kjéto, Japonsko), za pouziti MRM (z anglického multiple reaction
monitoring) a ionizace ESI*. Napéti iontového zdroje bylo 4500 V. Teplota zdroje byla 550°C.

Pritok plynu pro nebulizatory 1 a 2 bylo 50 psi. Pfechodové parametry MS jsou uvedeny v
tabulce ¢. 1.

Tabulka ¢. 1 - MS prechodové parametry

Slou¢enina Q1(Da)® Q3(Da)® DP° EPY(V) CE¢(V) CXPf

(V) (V)
Aminopyralid 206.943 160.9 21 10 29 18
Kvantifikace
Aminopyralid 206.943 1339 21 10 43 14
Kvalifikace

(°Q1: Prekurzorovy iont, bQ3: Produktovy iont, <DP: Deklastracni potencidl, 9EP: Vstupni potencidl,
eCE: Kolizni energie, fCXP: Kolizni vystupni potencidl)

Aminopyralid byl separovan pfi 30 °C na koloné Ace Excel 2 Super C18 (100 x 2,1 mm,
3um, 90A) s gradientovou eluci mobilnich fazi MiliQ vody s 0,1% kyselinou mravenéi (A)
a methanolem (B). Gradientovy program 50:50 (v:v) A:B po dobu 0,5 minuty a linedrné se
na 100 % B za 6 minut, z 6. minut na 6,5 minuty se gradientova eluce vratila do poc¢atecnich
podminek 50:50 a systém byl ekvilibrovan s pocatecnimi podminkami po dobu 3,5 minuty.
Pratok byl stanoven na 300 pl/min a objem méreného vzorku byl 2 pl.

Zpracovani dat

Data hmotnostnich spekter, ziskana z analyzy, byla zpracovdna pomoci Analyst 1.7.1
(AB Sciex, Singapur).
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5 Vysledky

Pfed vyhodnocenim jednotlivych koncentraci byla provedena zakladni statistika, pfi
které byla zjisténa data: aritmeticky primér, smérodatna odchylka, smérodatna chyba
a relativni smérodatna odchylka v % (zkracené RSD%). Zjisténé hodnoty je mozno vidét
v tabulce ¢. 2.

Tabulka ¢. 2 - Vliv obsahu aminopyralidu v mediu na schopnost rozkladu

Primér AP Smérodatnd  Smérodatna
Koncentrace/ vzorek (ng/mL) odchylka chyba RSD%
100ppm Kontrola 1 61.400 0.00 0.00 0
Kontrola 2 67.900 0.00 0.00 0
Geotrichum 110.933 31.86 18.40 29
Cladosporium 18.933 7.98 4.61 42
Pleurotus 56.100 12.93 7.47 23
200ppm Kontrola 1 129.000 0.00 0.00 0
Kontrola 2 63.200 0.00 0.00 0
Geotrichum 110.767 52.81 30.49 48
Cladosporium 59.600 15.55 8.98 26
Pleurotus 129.333 13.43 7.75 10
300ppm Kontrola 1 218.000 0.00 0.00 0
Kontrola 2 101.000 0.00 0.00 0
Geotrichum 243.667 81.82 47.24 34
Cladosporium 60.467 49.89 28.80 83
Pleurotus 186.333 13.58 7.84 7
400ppm Kontrola 1 270.000 0.00 0.00 0
Kontrola 2 140.000 0.00 0.00 0
Geotrichum 96.500 51.98 30.01 54
Cladosporium 154.333 81.09 46.82 66
Pleurotus 259.667 16.17 9.33 6
500ppm Kontrola 1 302.000 0.00 0.00 0
Kontrola 2 209.000 0.00 0.00 0
Geotrichum 222.333 107.40 62.01 48
Cladosporium 182.667 64.63 37.32 35
Pleurotus 325.333 21.22 12.25 7

Opakovatelnost, ktera je vyjadirena pomoci RSD%, by méla byt pod 20 %. Tato
podminka byla splnéna pouze u vzorkd s pouZitym zastupcem rodu Pleurotus, a to
v koncentracich 200-500 ppm. Vzhledem k nizkému poctu opakovani a vysoké relativni
smérodatné odchylce by bylo vhodné méreni zopakovat svy$sSim poctem vzork(l pro
umoznéni presnéjsiho vykladu vysledkl. Kontrolni vzorky mély pouze jedno opakovani, proto
neni zjiSténa smérodatna odchylka, chyba a RSD %.
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5.1 Validace metody

V prabéhu validace metody byly sledovany nasledujici pracovni charakteristiky, které
jsou uvedeny v tabulce ¢ 3.

Tabulka ¢. 3 — Validace

Validacni Aktualni

vzorek koncentrace Linedrni Koeficient
aminopyralidu | (ng/mL) Vytéznost (%) |[RSD% | LOQ rozsah determinace
Spike 5 ng/g 15,4 308 11 1 ng/mL |1-100 ng/ml 0,9996
Spike 10 ng/g 10,49 105 7 1ng/mL |1-100 ng/ml 0,9996
SPike50 ng/g 47,5 95 11 1ng/mL |1-100 ng/ml 0,9996

Pro koncentrace 5 ng/g byla vytéZznost mimo vyhovujici rozmezi (70 — 120 %), coz
mohlo byt zpUsobeno matricovym efektem. Pro zbytek koncentracnich hladin jsou hodnoty
vytéznosti a opakovatelnosti v pozadovaném rozmezi.

Zjisténi, Ze zmérend koncentrace prevySovala skute¢nou, mohlo byt zpUsobeno
napriklad matricovym efektem, pfi kterém dochazi ke zméné ucinnosti ionizace, zplsobené
pritomnosti latek, vychazejicich z kolony spolu s analyzovanou latkou. Matricové efekty jsou
vysledkem soupereni mezi netékavymi latkami matrice a analytu.

Validaéni vzorek, ktery byl vyhodnocen ve vyhovujicim rozmezi, byl 10 ng/g a 50 ng/g.
Oba tyto vzorky mély o pouhych 5 % rozdilnou vytéZznost. Jako pouZzity validacni vzorek byl
zvolen spike 10 ng/g.

5.2 Zména koncentraci

Na zakladé validace metody lze fict, Ze dana metoda je vhodna pro stanoveni
sledované latky aminopyralidu vtekutém médiu. Pfi vyhodnocovani ziskanych dat byly
jednotlivé koncentrace vyhodnocovany samostatné. Na grafu €. 1 je znazornén souhrn vSech
zjiSténych dat ze dvou kontrolnich méreni a méreni vzork( za pouZiti mikroorganismu. Data
z kontroly 2 slouZi kporovnani zmén koncentraci v prabéhu inkubace bez pouZiti
mikroorganism.

Kontrola 1 je vidy ze dne 8.9. 2021. Kontrola 2 je vidy ze dne 30.9. 2021. Kontroly byly
provedeny v na zacatku a po skonceni inkubace.
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Zmeény koncentraci aminopyralidu
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Graf ¢. 10 - Zmény koncentraci aminopyralidu,

Pro kontrolni vzorky je z grafu mozno vycist, Ze, az na koncentraci 100 ppm, doslo
ve vSech ostatnich pfipadech ke snizeni aminopyralidu mezi kontrolou 1 a 2. Tento fakt Ize
vysvétlit tim, Ze latka je citlivd na svétlo a pfi Spatné manipulaci se vzorky dochazi
k degradaci, stejné jako v Zivotnim prostfedi. Proto by bylo vhodné provést opakovani
pokusu, aby byla vylouéena nahodnost méreni.

V nasledujici ¢asti budou jednotlivé koncentrace samostatné hodnoceny a bude
zjistovana rozdilnost mezi kontrolnimi vzorky a vzorky s pouZitymi mikroorganismy.
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5.2.1 Koncentrace aminopyralidu 100 ppm

Na grafu €. 2 je mozZno vidét zmény z pocatecni koncentrace 100 ppm.

Zména koncentrace AP pro 100 ppm
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Graf ¢. 2- Zména koncentrace pri koncentraci aminopyralidu 100 ppm

V grafu jsou pomoci usecek zndzornéné smérodatné odchylky. U kontrolnich vzorkd bylo provedeno pouze jedno méreni,
proto jsou zde smérodatné odchylky nulové. Na zdkladé statistického setreni byly vzorky rozdéleny do homogennich skupin
pomoci pismen nad jednotlivymi sloupci v grafu.

Z grafu €. 2 je patrné, Ze kontrolni vzorky, které byly pfipraveny stejnym zpUsobem
jako vzorky s pouzitymi mikroorganismy, nesou znadmku degradace aminopyralidu. Jak jiz
bylo zminéno, pouze u této koncentrace nedoslo k poklesu koncentrace mezi kontrolnim
mérenim 1a2 vpribéhu casu bez pouZitého mikroorganismu. Dldvodem, proc byla
namérena u kontroly 2 vyssi koncentrace aminopyralidu, mlze byt to, Ze mohlo dojit
k odpareni vody z tekutého média, ¢imz se zvysila koncentrace latky ve vzorku. Nebo mohlo
dojit ke kontaminaci média.

Pokud porovname namérené vysledky kontrolniho vzorku kontroly 1 se vzorky,
u kterych byl pouZit zastupce rodu Pleurotus, mlizieme fici, Ze nedoSlo k vyraznéjsimu
rozkladu. Vzhledem k nizkému poctu opakovani se primérna hodnota, namérend u téchto
vzorku, témér nelisi od vzork( kontroly 1.

Zatimco pfi pouziti zastupce rodu Cladosporium doslo ke zfetelnému poklesu vyskytu
aminopyralidu, u vzorkl, které obsahovaly sledovaného zastupce rodu Geotrichum, doslo
k necekanému navyseni pocatecni koncentrace. Tento fakt nedovedeme vysvétlit. Proto
by bylo vhodné, aby doslo k zopakovani pokusu s takto nizkou koncentraci, tedy 100 ppm,
abychom lépe porozuméli vysledkim.
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Pro zjisténi statistické rozdilnosti mezi jednotlivymi vzorky bylo pouZito statistické
Setfeni ANOVA homogennich skupin (Duncanuv test), s hladinou vyznamnosti a= 0,05.
Vystup je mozno vidét v pfilohach vobrazku ¢. 10. Na zakladé vystupu z programu
STATISTICA byla do grafu €. 2 zaznamendna pismena, ktera predstavuji homogenni skupiny.

Podle tohoto oznaceni miZeme fici, Ze na hladiné vyznamnosti a= 0,05, maji vzorky
s pouzitym zastupcem rodu Pleutotus, kontrola 1 a kontrola 2, priméry namérenych dat
stejné. Rozdilné priméry, a tedy statisticky signifikantni rozdily, maji data se zastupci rod(
Cladosporium i Geotrichum od predchozich vzork(. Pouze u této koncentrace byl
zaznamendn statisticky vyznamny rozdil mezi namérenymi hodnotami u kontroly 2
a zastupcem rodu Cladosporium.

5.2.2 Koncentrace aminopyralidu 200 ppm

Na nadchazejicim graf €. 3 je zndzornéna zména koncentrace z po¢atecnich 200 ppm.
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Graf ¢. 3- Zména koncentrace pri koncentraci aminopyralidu 200 ppm

V grafu jsou pomoci usecek zndzornéné smérodatné odchylky. U kontrolnich vzork( bylo provedeno pouze jedno meéreni,
proto jsou zde smérodatné odchylky nulové. Na zdkladé statistického Setfeni byly vzorky rozdéleny do homogennich skupin
pomoci pismen nad jednotlivymi sloupci v grafu.

U kontrolnich vzork( je mozno vidét pokles koncentrace, ktery byl odlivodnén vyse.
Zastupce rodu Cladosporium doved| nejefektivnéji rozlozit prfitomny aminopyralid ze vzorku.
Oproti koncentraci 100 ppm, u které rozlozil pfiblizné 82 %, z koncentrace 200 ppm byl
rozklad priblizné 70 % z pocatecni koncentrace. Pokud vsak porovname vysledky poklesu
s kontrolou 2, nedoslo ktak vyraznému poklesu. Vzhledem k pouze jednomu opakovani
u kontrolnich vzork(i nedovedeme presné fici, zda mikroorganismus podpofil rozklad.
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U vzorkd s pouzitym zastupcem rodu Geotrichum jiz doslo k poklesu koncentrace
oproti kontrole 1. V porovnani vsak s kontrolou 2, pravdépodobné mikroorganismus potlacil
prirozeny rozklad, stejné jako u vzorkl se zastupcem rodu Pleurotus.

Pfi porovnani kontrolnich vzork( s pouZitym zastupcem rodu Pleurotus, miieme
na grafu pozorovat, Ze mikroorganismus zabranil rozkladu v prlbéhu casu. Rozklad
aminopyralidu ve vzorku byl témér srovnatelny s kontrolou 1.

Pro zjisténi statistické rozdilnosti mezi jednotlivymi vzorky bylo pouZito statistické
Setfeni ANOVA homogennich skupin (Duncanuiv test), s hladinou vyznamnosti a= 0,05.
Vystup je mozno vidét v prilohach na obrazku €. 11. Na zakladé tohoto Setfeni, byly vzorky
rozdéleny do homogennich skupin, jak jiz bylo zminéno a naznaéeno ve sloupcovém grafu.

Podle vystupu byly skupiny tentokrat rozdéleny pouze do dvou homogennich skupin.
Do jedné skupiny byly zarazeny vzorky zastupce rodu Cladosporium a kontrola 2. Podpora
rozkladu oproti kontrole 2 vsak nebyla shledana. Do druhé skupiny byly zafazeny ostatni
vzorky. MuUZeme tedy fict, Ze na hladiné vyznamnosti a= 0,05 jsou prlméry vzorku
se zastupcem rodu Cladosporium a kontroly 2 statisticky signifikantni v porovnani s druhou
homogenni skupinou.

5.2.3 Koncentrace aminopyralidu 300 ppm

Na nadchazejicim graf €. 4 je zndzornéna zména z pocatecni koncentrace 300 ppm.
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Graf ¢. 4- Zména koncentrace pri koncentraci aminopyralidu 300 ppm

V grafu jsou pomoci Usecek zndzornéné smérodatné odchylky. U kontrolnich vzorki bylo provedeno pouze jedno méreni,
proto jsou zde smérodatné odchylky nulové. Na zdkladé statistického Setieni byly vzorky rozdéleny do homogennich skupin
pomoci pismen nad jednotlivymi sloupci v grafu.

Z grafu €. 4 lze vydcist, Ze i pfi koncentraci 300 ppm je stale nejucinnéjsi rozkladac
aminopyralidu z tekuté matrice zastupce rodu Cladosporium. Pti této hladiné byl schopen
rozlozit priblizné 80 % z pocatecni koncentrace. Jeho rozkladna schopnost tedy oproti
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koncentraci 200 ppm lehce vzrostla. Stejné jako u predchozi koncentrace, by bylo potfeba
provést zopakovani pokusu s vyssim poctem kontrolnich vzorkd, aby bylo potvrzeno, zda je
mikroorganismus schopen podpofit rozklad aminopyralidu ze vzorkd. Podle naseho méreni
snizil zastupce rodu Cladosporium obsah aminopyralidu ve vzorku.

U zastupce rodu Geotrichum v predchozi koncentraci 200 ppm byl shledan rozklad o
necelych 56 % z pocatec¢ni koncentrace. V tomto pfipadé se jeho schopnost rozkladat latku
snizila na necelych 18 % z pocatecnich 300 ppm. Pfi porovndani s obéma kontrolnimi vzorky
pfitomnost mikroorganismu pravdépodobné zabranila rozkladu aminopyralidu ve vzorcich.
Vlivem nizkého poctu opakovani bych doporucila opakovat méreni, aby byla potvrzena
teorie o potlaceni.

Vzorky se zastupcem rodu Pleurotus jiz v porovnani s kontrolou 1 vykazuji mensi
pokles. V porovnani s kontrolou 2 je vSak opét zretelné, Zze mikroorganismus zabranuje
rozkladat aminopyralid.

Pro zjisténi statistické rozdilnosti mezi jednotlivymi vzorky bylo pouZito statistické
Setfeni ANOVA homogennich skupin (Duncan(v test), s hladinou vyznamnosti a=0,05. Vystup
je mozno vidét v pfilohach na obrazku €. 12. Na zakladé statistického Setfeni byly vysledky
rozdéleny do dvou homogennich skupin, které jsou vyznacené ve sloupcovém grafu.

Stejné jako u predchozi koncentrace byly i u koncentrace 300 ppm vzorky rozdéleny
do 2 homogennich skupin. A stejné jako u predchoziho Setieni, i zde do jedné homogenni
skupiny za zakladé primérnych hodnot patfi zastupce rodu Cladosporium spolu s kontrolou
2. Do druhé homogenni skupiny patfi zbylé vzorky. Pokud by bylo provedeno vétsi mnozstvi
opakovani, pravdépodobné by u této koncentrace doslo ke statisticky vyznamnému rozdilu
i mezi kontrolou 2 a vzorky s pouzZitym zastupcem rodu Cladosporium. Na hladiné
vyznamnosti a=0,05 mUZeme tedy tvrdit, Ze tento zastupce a kontrola 2 maji statisticky
vyznamneé nizsi praimeérné vysledky rozkladu nez vzorky druhé homogenni skupiny.

37



5.2.4 Koncentrace aminopyralidu 400 ppm

Na nadchazejicim graf €. 5 je zndzornéna zména z pocatecni koncentrace AP 400 ppm.

Zmeéna koncentrace AP pro 400 ppm
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Graf ¢. 511 - Zména koncentrace pfi koncentraci aminopyralidu 400 ppm

V grafu jsou pomoci usecek zndzornéné smérodatné odchylky. U kontrolnich vzorki bylo provedeno pouze jedno méreni,
proto zde smérodatné odchylky chybi. Na zdkladé statistického Setreni byly vzorky rozdéleny do homogennich skupin pomoci
pismen nad jednotlivymi sloupci v grafu.

Z grafu €. 5 je patrné, Ze pfi porovnani této a predchozi koncentrace 300 ppm, doslo
k razantnimu poklesu aminopyralidu v pfipadé vzorkd spouZitym zastupcem rodu
Geotrichum. Presnéji byl schopen podpofit rozklad, ktery Cinil 76 % z pocatecni koncentrace.
U této koncentrace byl poprvé naméren pokles oproti kontrole 2.

Pokud porovndme schopnost zistupce rodu Cladoporium rozkladat latku aminopyralid
ze vzork( 300 ppm a 400 ppm, dochazi k lehkému poklesu. Pfi koncentraci 400 ppm podpofil
rozklad o 70 % z pocatecni koncentrace. Coz mlze byt ovlivnéno malym poctem opakovani,
nebo také tim, Ze latka zacind byt pro mikroorganismus toxicka. Stale byl vSak naméren
pokles i oproti kontrole 2.

Pokud se zaméfime na zdstupce rodu Pleurotus, mUzeme opét vidét, Ze pokles
koncentrace aminopyralidu ve vzorcich byl témér totozny se zménou koncentrace
u kontroly 1. A opét je zfetelné zabranéni rozkladu latky.

Pro zjisténi statistické rozdilnosti mezi jednotlivymi vzorky bylo pouZito statistické
Setfeni ANOVA homogennich skupin (Duncanlv test), s hladinou vyznamnosti a= 0,05.
Vystup je moZno vidét v pfilohdch na obrazku €. 13. Na zdkladé vystupu z programu
STATISTICA byly vzorky rozdéleny do homogennich skupin, které jsou vyznacené
ve sloupcovém grafu.

Podle tohoto rozdéleni je moZno fici, Ze statisticky vyznamny rozdil prdméru
namérenych hodnot je mezi jednou homogenni skupinou, tvorenou kontrolou 1 a zastupce
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rodu Pleutorus a druhou homogenni skupinou, tvorenou kontrolou 2 a zastupci rodu
Geotrichum a Cladosporium. Ani zde nebyly vyhodnoceny statistické rozdily namérenych
hodnot mezi kontrolou 2 a ostatnimi vzorky s mikroorganismy. Pokud by bylo méreno vétsi
mnoizstvi vzork(, pravdépodobné by zde mohla shledana statistickd rozdilnost mezi
kontrolou 2 a zastupcem rodu Geotrichum.

5.2.5 Koncentrace aminopyralidu 500 ppm

Na nadchazejicim graf €. 6 je zndzornéna zména koncentrace z pocatecnich 500 ppm.
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Graf ¢. 6 - Zména koncentrace pri koncentraci aminopyralidu 500 ppm

V grafu jsou pomoci usecek zndzornéné smérodatné odchylky. U kontrolnich vzorki bylo provedeno pouze jedno méreni,
proto zde smérodatné odchylky chybi. Na zdkladé statistického Setreni byly vzorky rozdéleny do homogennich skupin pomoci
pismen nad jednotlivymi sloupci v grafu.

Z grafu C. 6, ktery predstavuje zménu koncentrace z pocatecni hodnoty 500 ppm, je
mozno vycist, Ze opét, stejné jako u predchozich vzork(, zdstupce rodu Pluerotus nepodpofil
rozklad aminopyralidu z tekutého média. V pribéhu inkubace bylo zabranéno rozkladu.

U vzorku s pouzitym zastupcem rodu Cladospsorium doslo k rozkladu o pfiblizné 63 %
z pocatecni koncentrace. Tento pokles byl pro koncentrace 500 ppm nejvétsi ze vSech
vzorkd. Schopnost podpofit rozklad timto mikroorganismem se vSak se zvySujici
se koncentraci od 300 ppm snizuje. Latka pravdépodobné pusobi na mikroorganismus
toxicky.

U vzorkd, u kterych byl pouzZit zastupce rodu Geotrichum, byl zaznamenan pokles
o necelych 56 % z pocatecni koncentrace. Coz je nizsi pokles nez u predchozi koncentrace.
Opét se vSak mlzZe jednat o zkresleni vysledk( vlivem nizkého poctu méreni.

Pro zjisténi statistické rozdilnosti mezi jednotlivymi vzorky bylo pouZito statistické
Setfeni ANOVA homogennich skupin (DuncanUv test), s hladinou vyznamnosti a=0,05. Vystup
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je moZno vidét v prilohach na obrazku €. 14. Na zakladé tohoto Setfeni byly vytvoreny
homogenni skupiny.

Podle rozdéleni do homogennich skupin je patrné, Ze pro statisticky vyznamny rozdil
mezi jednotlivymi vzorky byl shledan pouze mezi zastupci rodt Cladosporium a Pleurotus.
U ostatnich vzorkl doslo k prekryvu hodnot. Zastupce rodu Geotrichum tak je zarazen
do homogenni skupiny spolu s Kontrolou 2 ale i ostatnimi vzorky. Rozptyl vysledk( byl velky
a neexistuje tak statisticky rozdil mezi vzorky obsahujici zastupce rodu Geotrichum
a ostatnimi vzorky.
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6 Diskuze

Cilem této diplomové prace bylo zjistit funkci tfi kmenG hub (Pleurotus spp.,
Cladosporium spp., Geotrichum spp.) a jejich schopnost odstranit aminopyralid z tekutého
substratu pti submerzni kultivaci vybranych kmenu.

Z prehledu literatury byly vyzdviZeny i dalsi vlastnosti latky aminopyralidu, které by do
budoucna mohly byt predmétem zkoumani.

6.1 Vliv teploty

Yang et al. (2021) ve své praci uvedl vliv teplot na degradaci aminopyralidu. Dosel
k zavéru, ze ¢im vyssi teplota, tim rychlejsi degradace latky. V diplomové praci byly vzorky
pfipraveny za poutziti sladinového extraktu, do kterého byl aminopyralid pfidan. Nasledovala
sterilace média pfi 121 °C po dobu 15 minut. Tento krok by pravdépodobné mohl
pfedstavovat potencidini zkresleni ziskanych vysledkl a bylo by zapotiebi se této
problematice vénovat dale a vdalSim experimentu prozkoumat, zda sterilizace nema
vyznamny vliv na rozklad aminopyralidu z média.

Vzorky pred provedenou analyzou byly uskladnény v mrazaku. Vliv teplot okol -18 °C
a naslednym rozmrazovanim také jesté nebyly nikdy prozkoumany. Proto neni znadmo, zda
i tento proces nemohl mit vliv na rychlejsi degradaci aminopyralidu z tekutého média.

6.2 Toxicita

Walsh et al. (2012) uvedl, Ze latka aminopyralid je povaZovana za témér netoxickou pro
savce. Letdlni davka byla stanovena na vice neZz 5 g/ kg Zivé hmotnosti pro vybrané savce.
Yang et al. (2021) vSak ve své studii poukazuje na skutec¢nost, Ze pokud budou hospodarska
zvifata krmena rostlinami, na které byl dfive aplikovan herbicid, obsahujici pravé latku
aminopyralid, a zvifata nasledné budou slouzit jako zdroj masa pro lidi, mohlo by dojit
k nevratnému poskozeni ledvin konzumentu.

Na riziku pro lidské zdravi se Yang et al. (2021) shoduje také s dalSimi autory
He et al. (2019). Rozdilnost ndzord na toxicitu latky mezi Walsh et al. (2012) a témito dvéma
autory mlzZe byt ten, Ze byly provedeny nové vyzkumy a studie, které se zabyvaly vlivy
na lidské zdravi. Teprve v poslednich letech jsou provadény studie, které se zabyvaji toxicitou
jednotlivych herbicidnich latek.

6.3 Degradace mikroorganismy

Vzhledem ke zvySujicim se potfebam navySovat vynosy jsou pesticidy aplikovany v ¢im
dal tim vétsSim mnoiZstvi. Tim dochazi khromadéni latek vZivotnim prostredi.
Mikroorganismy maji obrovsky potencidl rozkladat rGzné druhy pesticidl. Schopnost
jednotlivych mikroorganism( prirozené rozkladat a odstranovat z prostredi je zkoumana,
a hlavné vyuZivana, az v poslednich letech. Na této skutecnosti se shoduji autofi
Kumar et al. (2021) a Malla et al. (2022).
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Biodegradacni schopnost mikroorganism(, které byly pouZzity v této diplomové praci,
byla dfive zkoumana u rodl Geotrichum a Cladosporium. Pro rod Pleurotus konkrétni
rozkladné procesy pesticidli zatim podrobné prozkoumany nebyly. Jackson & Pryor (2017)
potencial druhd rodu Pleurotus pro biologickou dekontaminaci prostiedi vysvétluji
na schopnosti hub vyluCovat neselektivni ligninolytické enzymy, které patfi mezi
nejstabilnéjsi dekontaminacni strategie. Potencidl vyuZiti rodu Pleurotus pro rozklad
pesticid( uvadi také Picornell-Buendia et al. (2016).

Potencial zastupce rodu Pleurotus v diplomové praci nebyl zjistén. Naopak byla zjisténa
schopnost mikroorganismu zabranit degradaci latky v prdbéhu inkubace. Neznamena
to vsak, Ze by mikroorganismus nebyl schopen rozkladat jiné herbicidni latky.

Schopnost zastupcl rodu Geotrichum provadét rozklad latek rdzné povahy byl
zkouman v nékolika studiich. Jakovljevi¢ & Vrvi¢ (2018) uvadi vyuziti mikroorganismu pro
rozklad v odpadnich a primyslovyh vodach. Jednotlivé druhy maji schopnost degradovat jiné
latky. O schopnosti rozkladat latky poukazuji i Dragicevic et al. (2018) i starsi clanek
od autorl Vijaykumar et al. (2006). Efektivni rozklad Dipodascus geotrichum byl v této
diplomové prdaci zaznamenan pouze u koncentrace 400 ppm. Statisticka rozdilnost vsak
nebyla potvrzena ani vjednom pfipadé. Pokud by byl proveden vétsi pocet opakovani,
pravdépodobné by byl zaznamnenan pokles u této koncentrace. Stastistickd vyznamné
snizeni aminopyralidu vSak nebylo shledano ani u jedné koncentrace.

Papazlatani et al. (2022), ktery se zabyval schopnosti rodu Cladosporium rozkladat
fungicid imazalil, doSel kzavéru, Ze mikroorganismus podporuje rozklad pesticidu.
Se zvysujici se koncentraci vSak jeho schopnost klesa. V této diplomové praci byl zjistén
statisticky prokazatelny pokles pouze u koncentrace 100 ppm. Pokud by byl proveden vétsi
pocet opakovani, pravdépodobné bychom dosli ke stejnému zavéru jako
Papazlatani et al. (2022).

V nékolika ¢lancich, (Kumar et al 2021, Malla et al. 2022), se autofi shoduji, ze
kombinace rtznych druhl mikroorganismu prispiva k lepsi biodegradacéni schopnosti. Tato
skutecnost by mohla pfispét také k rozkladu aminopyralidu. Pfedmétem dalSiho zkoumani by
mohla byt volba vhodnych mikroorganism(, aby doslo k co nejucinnéjSimu odstranéni
rezidui ze substratu.

6.4 Design experimentu

Design experimentu diplomové prace byl navrzen tak, aby bylo moiné porovnat
schopnosti jednotlivych mikroorganismu rozkladat herbicidni latku aminopyralid. Navrzeny
pocet opakovani pro jednotlivé koncentrace (100, 200, 300, 400 a 500 ppm) byl tfi. Tento
pocet mulZe nastinit chovani mikroorganismud v pritomnosti latky, avsak pro presné;jsi
interpretaci a presnost vysledkll, i vzhledem kvysokym rozptylim dat, by bylo potfeba
provést vétsi pocet opakovani, aby nebyly vysledky ovlivnény nahodnosti. Dale by bylo
vhodné i kontrolni vzorky mit ve stejném poctu opakovani, jako byl pocet opakovani pro
vzorky s mikroorganismy. V navrZieném experimentu bylo bohuZel pracovano pouze s jednim
kontrolnim vzorkem, coZ neodpovidalo nami navrzenému designu.
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Nizky pocet opakovani ovlivnil také vysledky RSD%. Opakovatelnost, vyjadfend pravé
RSD%, by méla mit hodnoty pod 20 %. K tomu doslo pouze u vzorkl s pouzitym zdstupcem
rodu Pleurotus, a to jesté ne ve vsech koncentracich. MlzZeme fFici, Ze pro tento
mikroorganismus by opakovani pokusu pravdépodobné potvrdilo jiz zjisSténé hodnoty.

Pro ostatni mikroorganismy vsak rozptyl vysledkd byl velky, a to zejména u vzorku
s pouzitym zastupcem rodu Geotrichum. Pro tento mikroorganismus by bylo potfeba provést
opakovani pokusu, a to zejména koncentrace 100 ppm, u které nebyl shledan pfirozeny
pokles, jako tomu bylo u kontrolnich vzorkd. Naopak naméfend hodnota ve dvou ptipadech
prevysovala pocatecni koncentraci.

Z vysledki je zfejmé, Ze experiment podléhal riznym zdrojim chyb, kterym se bohuzel
nelze vyhnout, ale daji se omezit. Pro ovéreni vysledkli by bylo vhodné omezit chyby,
kterymi mohou byt napfiklad:

e pocet osob pripravujici médium a provadéjici analyzu snizit na idedlné jednoho
¢lovéka,

e prace se vzorky musi probihat za snizeného mnozstvi svétla, protoze je latka je citliva
na svétlo,

* musi se pracovat se vzorky pokud mozZno co nejrychleji,

* nesmi se nechavat oteviené zkumavky se vzorky,

e adalsi.

Vzhledem k témto mozinym chybdm a vysokému rozptylu hodnot by bylo vhodné
zopakovat pokus a omezit chyby.
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7 Zaveér
Stanovenou hypotézu, kterd tika, ze Pleurotus spp., Cladosporium spp. a Geothrichum
spp. jsou schopny odbourat rezidua aminopyralidu vin vitro experimentu, je zapotiebi
na zakladé zjisténych dat rozdélit na 3 dilci ¢asti:
* Pleurotus spp. neni schopen rozkladat aminopyralid z tekutého média vin vitro
experimentu. Mikroorganismus zabranuje pfirozenému rozkladu
* Cladosporium spp. neni schopen efektivné rozkladat aminopyralid z tekutého média,
se zvysujici koncentraci vSak jeho schopnost klesa. Efektivni rozklad byl shledan
pouze u koncentrace 100 ppm.

e Geotrichum spp. neni schopen rozkladat aminopyralid z tekutého média v in vitro
experimentu. Namérena data méla velky rozptyl.

Vzhledem ktomu, Ze pouZivani herbicidd se se vzrUstajici potfebou produkovat
dostatek kvalitnich potravin neda zabranit, je téma degradace a odstrafiovani rezidui
herbicid(l ¢im dal ¢astéjSim tématem mnoha studii po celém svété. Pfi sepsani této prace
byly navrzeny dalsi predméty k budoucimu zkoumani.
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9 Samostatné prilohy

Duncanuv test; proménna 100 ppm
Homogenni skupiny, alfa = ,05000

Chyba: meziskup. PC = 249,22, sv = 10,000
i typ 100 ppm a c b
C. buiky Pramér
4 Cladosporium 18,9333 R
5 Pleurotus 56,1000 ****
1 Kontrola 1 61,4000 ***
2 Kontrola 2 67,9000 ****
3 Geotrichum|[ 110,9333 SRR

Obrdzek ¢. 10- - Duncanuv test homogennich skupin pro AP 100 ppm

Duncandv test; proménna 200 ppm
Homogenni skupiny, alfa = 05000
p. PC = 642,21, sv= 10,000

Chyba: mezisku
i typ 200 ppm a b
C. buiiky Primér
4 Cladosporium 59,6000 s
2 Kontrola 2 63,2000 ke
3 Geotrichum|| 110,7667  ****
1 Kontrola 1] 129,0000 ****
5 Pleurotus| 129,3333  ****

Obrdzek ¢. 11 - Duncandv test homogennich skupin pro AP 200 ppm

Duncanuv test; proménna 300 ppm
Homogenni skupiny, alfa = ,05000

v. PC = 1873.5, sv = 10,000

Chyba: mezisku
i typ 300 ppm a b
C. buriky Pramér
4 Cladosporium| 60,4667 i
2 Kontrola2| 101,0000 .
5 Pleurotus| 186,3333  ****
1 Kontrola 1] 218,0000 ****
3 Geotrichum| 2436667 ***

Obrdzek ¢. 12 - Duncandv test homogennich skupin pro AP 300 ppm

Duncan(v test; proménna 400 ppm

Chyba: mezisku

Homogenni skupiny, alfa =,05000
p. PC = 1908.,0, sv= 10,000

typ 400 ppm b a
C. buiiky Primér
3 Geotrichum 96,5000 ****
2 Kontrola 2| 140,0000  ****
4 Cladosporium| 154,3333  ***
5 Pleurotus|| 259,6667 e
1 Kontrola 1| 270,0000 i

Obrdzek ¢. 13 - Duncaniv test homogennich skupin pro AP 400 ppm
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Duncanuv test; proménna 500 ppm
Homogenni skupiny, alfa = ,05000

Chyba: mezisku

p. PC = 32324, sv= 10,000

N typ 500 ppm | c I -
¢. buiiky Primér

- Cladosporium]| 182,6667 "

2 Kontrola 2 2090000 **** ***

3 Geotrichum|| 2223333 ****| *wx  awm
1 Kontrola 1] 302,0000
5 Pleurotus| 3253333 wann

Obrdzek ¢. 14 - Duncandv test homogennich skupin pro AP 500 ppm
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