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ABSTRAKT

Pesticidy a jejich nadmérné pouzivani vede ke zneCisténi zivotniho prostiedi.
Nedodrzovani pokyni pro jejich pouZiti nespravné postupy likvidace nevyuzitych piipravki a
obalt od nich vedou ke kontaminaci vod, pudy a také k otravé zvirat a uziteéného hmyzi.

Vcela medonosna je nejuzitecnéjsi tvor na nasi planeté. Bez opylovani rostlin by nejen
neexistovalo kvalitni zeméd¢lstvi, ale byla by nepfedstavitelna existence rostlinné fise tak, jak
ji lidstvo zna a vyuziva. Proto byla vytvorena pravidla, ktera se snazi chranit tyto uzite¢né
tvory pred neuvazenym pouzivanim pesticidu.

Cilem této prace bylo ovéfeni moznosti vyuziti véelich produktd jako bioindikatort
zivotniho prostfedi. V pylu a v medu bylo hledano pét ucinnych latek, které byly obsazeny
v pesticidech pouzitych pii oSetfeni poli v Tasovicich. Vzorky pylu a medu byly zpracovany
metodou QuEChERS a SPE, jako finalni analytické metody bylo wvyzito plynové
chromatogratie spojené s hmotnostni detekci.

ABSTRACT

Pesticides and their excessive use lead to environmental pollution. Violation of the
guidelines for their use disposal of empty containers could lead to contamination of water,
soil and poisoning of animals and beneficial insects.

Honey bee is useful creature on our planet. Good farming depends entirely on the
pollination, but whole vegetal kingdom couldn’t exist it form known and used by mankind.
Therefore, rules that protect these useful creatures against inadequate use of pesticides have
been developed.

This study focuses on the evaluation of the possibility to use bee products as bioindicators
of the state of environment. Five active substances which are components of pesticides used
in the treatment of agricultural field around Tasovice village were analysed in the pollen and
honey. For sample preparation QUEChERS and SPE methods were used, gas chromatography
with to mass spectrometric detection was employed as final analytical technique.

KLIiCOVA SLOVA

Pyl, vcela, med, pesticid, dicamba, tritosulfuron, propiconazole, prochloraz, mesotrione,
QuEChERS SPE, plynova chromatografie, hmotnostni spektrometrie
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1 UVOD

Uz od ¢asu naSich praprababicek a prapradédeckd vime, ze vcely a vceli produkty jsou
velmi prospésné pro ¢loveka a jeho zdravi. Uz tenkrat se fikalo, ze bez vCel neni zivota. Bez
jejich opylovani, by nejenom nebyla uroda, ale ani by nedochézelo k dal§imu rozsifovani
rostlin. V¢ely diky sbéru pylovych ¢astic a nektaru zpasobuji kvalitni opylovani rostlin a tvofi
nam med, pyl a matefi kaSicku, které jsou velmi bohaté na fadu mineralnich latek,
aminokyselin a vitamind, jez jsou zdravi velmi prospésné. Med je na vic i chutové velmi
dobry. Z vcelich produktti se vyrabi nejen potravinové dopliiky, ale i kosmetika a 1éCiva.

Postupnym zvySovanim zemédélské Cinnosti dochazi pouzivanim hnojiv a postiiki pro
ochranu rostlin proti hmyzu, plisnim a bakteriim k pfimému ohrozeni vc€el a mozné
kontaminaci v€elich produkti. Bohuzel zadny pfipravek ureny proti hmyzu, neumi rozeznat
Skodlivy a uziteny hmyz. Je na lidech, aby s témito prostfedky zachézeli rozumné, s mirou a
dodrzovali doporucené postupy aplikace.

Ceska republika patiila mezi prvni staty, kterému se podafilo prosadit zakon na ochranu
vCel. Zakon €. 147/1996 Sb., o rostlinolékarské péci, nam doporucuje, jak pouzivat ptipravky
na oSetfeni plodin vzhledem ke vCelam a zaroven nam urCuje tzv. rizikovy kvocient, ktery
ukazuje, jak moc jsou dané pripravky nebezpecné pro vcely.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Pyl

Pyl jsou rostlinné semenné buiiky, které jsou sbirany vcelami. Pylové zrnko je samci
pohlavni burika, tzv. gameta. Sklada se z dvojité bunécné blany, tj. exina a intina. Pfi tvorbé
samcich (pyl) a samicich (vajicka v semeniku) bunék dochazi k rozdéleni dédicné informace
z puvodné dvojité sady na jednoduchou. Pylové bunky se tvoii v prasnicich, které jsou na
konci nitkovitych ty€inek. Po dozrani pylovych zrn dojde k prasknuti prasniku a pylova zrna
se dostanou na povrch a odtud jsou roznaSena hmyzem, vodou, vzduchem a také
nejruzn€jSimi zivocichy. Rostliny produkuji mnohem vétsi mnozstvi pylu nez je potebné pro
opyleni.

Obrazek 1: Véela medonosna

Vcela, ktera prileti na kvét, nachytava na své ochlupacené télo zrnka pylu. Pfi letu na dalsi
kvét jej pak pomoci nohou otird a tvoti z pylu tzv. rousky, jenz se nachéazi na zadnich parech
nohou. Na vytvoreni jednoho paru rousku musi vCela obletét piiblizné 80 kvéti. Dulezité a
velmi zajimavé je, Ze vCela 1éta cely den jen na jeden druh rostlin. Podle barvy a tvaru rousku
muiizeme zjistit, o kterou rostlinu §lo.

Vcely jednoho vcelstva musi nasbirat béhem sezony potfebné mnozstvi pylu pro svoji
vyzivu. Toto mnozstvi obsahuje pfiblizné 6 miliont rouskd, coz znamena, ze musi vcely
navstivit asi 250 miliona kvétd. Jeden rousek stfedni velikosti vazi 4-10 mg a
obsahuje 100 tisic az 1 milion pylovych zrn.

Viela po navratu do ulu vyhleda cast plastu, kde jsou pylové zasoby, a do nékteré
nezaplnéné buriky vlozi oba rousky. O dalsi zpracovani se postara jind délnice. Ta jej natlaci
hlavou a kusadly do buriky tak, aby byl vytésnén vzduch. Jak vc¢ely piinaseji dalsi rousky,
pylu v burice pribyva. Pokud jsou plastové buiky zaplnéné ze dvou tfetin udusanym pylem,
zavickuji tyto d€lnice buriky tzv. ,,poklic¢kou”, ktera je slozena z medu a vymésku zlaz.

V burice pak probihaji enzymatické procesy. Proces zacina tim, ze pylova zrna spotiebuji
zbyvajici vzduch v buiice za vytvofeni oxidu uhli¢itého. Dochéazi dale ke spotfebé cukru



v bezkyslikatém prostfedi a tim dojde k vytvoreni dalSich organickych kyselin, které spolu
s kyselinou uhlic¢itou ptisobi konzervacné. Soucasné dochazi k biochemickym procesim, které
meéni rouskovy pyl na plastovy. Tento plastovy pyl ma tmavsi barvu, pastovitou konzistenci a
nakyslou chut’.

Hlavnim ucelem pylu je pfedev§im vyziva plodu. Pyl smichany s medem slouzi jako
potrava pro starSi délnice a trub¢i larvy. Mlady plod a larvy matky jsou ziveny krmnou
kasickou, ktera je slozena z pylu a vymeésku zlaz mladusek krmicek [1].

Obrazek 2: Pyl rouskovy
Vcelati rozlisuji dva druhy pylu. Pyl, ktery vcela sbira z kvéta, tzv. rouskovy, je pyl
nezpracovany, neboli surovy; pyl, ktery je plnén do plastu a dale je zpracovavan, se nazyva
pyl ,,perga®.

Obrazek 3: Pldastovy pyl - pyl ,,perga”

Aby nedochazelo ke kliceni rouskového pylu, pfidavaji vcely do tohoto pylu
inhibitor kliceni. Studie prokazaly, ze se jedna o kyselinu 10-hydroxy-2-decenovou [1].
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Obrazek 4: Kyselina 10-hydroxy-2-decenova

Pii zavickovani pylu v plastech dochazi k biochemickym reakcim - kvaSeni, které
zapri¢inuji kyselost pylu. Ty jsou zpusobeny vys$§im mnozstvi kyseliny mlécné a také vedou
ke zvySeni obsahu bilkovin rozpustnych ve vod€. Z téchto divodu byl zavickovany pyl
nazvan ,,vCeli chléb“ [1].

2.1.1 Slozeni pylu

Pyl obsahuje velké mnozstvi vitaminti, minerald, proteinu, aminokyselin, enzymu a tuku.
Kazda rostlina ma charakteristicky pyl, ktery ma svuj tvar a barvu.

Pyl obsahuje asi 30 % vody. Prevaznou ¢asti susiny pylu jsou sacharidy, z nichz jsou to
hlavné skrob a celuloza. Dale je to glukoza, fruktoza a sacharoza, jejiz obsah mize dosahnout
az 50 % vSech cukri [1].

CH,OH

HO
OH

Obrazek 5: Polysacharid - celuloza

Tabulka 1: Zakladni slozeni pylu

Slozka Obsah [%]
Priimér Rozsah
Voda 16 6-25
Celuloza 5 3-7
Sporopolenin 15 4-28
Glukoza 4 1-11
Fruktoza 5 1-9
Sachardza 11 5-22
Skrob 2 1-8
Cukry celkem 26 13-37
Tuky 7 2-14
Bilkoviny 22 7-35
Popeloviny 6 2-10
Ostatni 3 -
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Obrazek 6: Polysacharid skrob- amyloza (nahove) a amylopektin (dole)

Pyl obsahuje také okolo 10 % lipidd, steroli a mastnych kyselin. Obsah bilkovin zaujima
tfetinu susiny pylu a jsou to pfevazné enzymy. Aminokyseliny tvofi asi 6 % suSiny a nejvyssi

obsah znich ma prolin. Pyl obsahuje velké mnozstvi vitamind, které svym mnoZzstvim a

poctem nemohou konkurovat dalsim v¢elim produktim s vyjimkou matefti kasicky. Jedna se

o vitaminy A, B- komplex, C, D, E, K, atd.

N

Obrazek 7: Prolin

Tabulka 2: Obsah mineralnich latek v pylu

Latka

Draslik
Fosfor
Sira
Horcik
Jod
Med’
Sodik
Vdpnik
Zinek
Zelezo

Obsahve 100 g

pylu [mg]
400-6300
210-1000
160-1000
20-1000
Stopy
0,1-1,7
0,2-1400
30-2900
2,5-21
5-760

Denni spotieba
clovéka [mg]
4000
700
Neuvadi se
400
0,15
0,9
1500
1000
15
18
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Tabulka 3: Obsah vitamini v pylu

Latka Obsah ve 100 g pylu Denni spotfeba
[mg] ¢lovéka [mg]
A 150-500 0,900
B; (thiamin) 0,5-1,5 1,00
B; (riboflavin) 0,5-1,9 1,70
Bs (fyselina 4-8 1,70
nikotinovd, naicin)
Bs( kyselma, 0.7-5 10,0
pantotenovd)
Bs (pyridoxin) 0,3-0,9 2,00
By (H, biotin) 0,5-0,7 0,30
By (kyselin listovd) 0,04-0,5 0,40
Bi2 (cyanocobalamin) Stopy 0,006
C 5-20 60,0
D stopy 0,01
E 2-30 20,00
K Pouze v plastovém 0,08
pylu

Asi 0,1 % z celkové hmotnosti pylu tvoii flavonoidni a karotenoidni barviva. Nukleonové
kyseliny jsou obsazeny asi ze 2% suSiny a také jsou zde obsazeny rustové latky jako jsou
gibereliny, auxiny a atd. nejvyznamnéjsSim auxinem je kyselina 1H-indol-3-yloctova (IAA).

o. ,OHo

HsC
HO

Obrazek 8: Giberelin
HO

N
NH

1 H-indol-3-ylacetic acid

Obrazek 9:Strukturni vzorec molekuly kyseliny 1/7-indol-3-yloctové.
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Tabulka 4: Obsah aminokyselin v pylu

Aminokyselina Obsah [%]
Alanin 0,04-0.20
Valin 0,01-0,20
Glycin 0,01-0,20
Izoleucin 0,01-0,16
Lucin 0,01-0,14
Prolin 0,20-5,00
Treonin 0,01-0,30
Serin 0,04-0,25
Metionin 0,01-0,12
Fenylalanin 0,01-0,14
Asparagin 0,03-0,60
Glutamin 0,01-0,28
Tyroxin Stopoveé mnozstvi—0,12
Lyzin 0,03-0,13
Arginin 0,01 0,37
Cystein, cystin Stopové mnozstvi—0,04
Histidin Stopové mnozstvi—0,03

Kyselina y-aminomdselnd Stopové mnozstvi—0,06

2.1.2 Jak ziskavame pyl

Pro odbér rouskového pylu se pouzivaji tzv. pylochyty. Jednd se o mfizku s kulatymi
otvory. Pylochyty se umistuji bud” do Cesna ulu, nebo do podmetu. Vcela vracejici se
z venkovniho prostfedi musi prolézt touto mfizkou. Tim dochazi k setfeni rousku, ktery pada
do odbérné nadoby zakryté dalsi mrizkou, nepropustnou pro vcely.

AAAL L L L L LK
000000000
900000000
20000000014
19000000000
0000000004
'900000000

Obrazek 10: Pylochytova vlozka

Pro odbér pylu perga slouzi specialni vypichovac, ktery ma priumér vpichu pfiblizné
shodny s primérem ok v plastu.
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2.1.3 Vyuziti a skladovani pylu

Pyl je cenén jako potravinovy dopln€k pro vysoky obsah vitamind, mineral, stopovych
prvkl a cennych bilkovin. Je Casto vyuzivan sportovci jako doplnék stravy. Z lékaiského
hlediska je doporucovan jako podpurny prostiedek pii oslabeni organismu a na podporu
imunity. Z pylu se také vyrabé&ji preparaty vyuzivané k lécbe alergii.

Pri skladovani pylu je nejdilezitéjsi jeho vycCisténi. V mensim mnozstvi se cizi t€lesa (Casti
nohou, tél, kfidel, atd.) odstraiiuji na podlozce pomoci pinzety. Ve vétSich podnicich se
pouziva zafizeni s proudicim vzduchem, ktery z rozetfeného pylu vyfouka vSechna cizi lehci
télesa.

V Cerstvém stavu se pyl skladuje po delsi dobu v lednicce, jinak dochazi ke vzniku plisni.
Také neni doporuceno michat Cerstvy pyl s medem. Pied dal§Sim pouzitim je nutno pyl ususit.
Je to z divodu velkého mnozstvi vody, ktery je obsazen v tomto pylu. Mensi mnozstvi se susi
na podlozce v suché mistnosti pii pokojové teplote, vét§i mnozstvi se susi v susickach, kde
teplota proudu vzduchu nesmi pfesahnout 35 °C.

Pyl mazeme skladovat v plechovkach nebo v neprusvitnych sklenicich se Sroubenim [1].

2.2 Med

Med je nejpouzivanéj§im vcelim produktem nejen pro lidi, ale i pro v¢ely. Existuji vypocCty
a studie, které tikaji, ze silné vcelstvo dokaze spotiebovat 50 kg medu za rok, ale zkusSeni
vcelafi vi, ze tato hodnota mlze byt i dvojnasobna. Podle némecké vyhlasky z roku 1967 je
med povazovan za: ,,tekutou hustou nebo krystalickou potravinu, ktera je vytvorena v¢elami
tak, ze tento hmyz sbira nektar kvéta a jiné sekrety z zivych ¢asti rostlin nebo sekrety hmyzu
na rostlinach, obohacuje je a méni vymeésky vlastniho téla, uklada do plasti a nechava zrat”“.
Podle Ceské vyhlasky €. 76/2003 z 6. 3. 2003 je med ,,potravina piirodniho sacharidového
charakteru, sloZzena prevazné z glukodzy, fruktdzy, organickych kyselin, enzyml a pevnych
Castic zachycenych pfi sbéru sladkych stav kvéth rostlin (nektar), hustou lepkavou substanci
vylu€ovanou stejnokiidlym hmyzem, zejména mSicemi (medovice), nebo na zivych Castech
rostlin véelami (Apis mellifery), které sbiraji, pfetvareji, kombinuji se svymi specifickymi
latkami, uskladiiuji a nechavaji dehydratovat a zrat v plastech®.

2.2.1 Vznik medu

Vela pomoci svého jazyCku a sosacku vyhledava nektar a uklada si ho do medového
vacku. Medovy vacek je tzv. Ceslo oddélené od zaludku.
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Obrazek 11: Popis medoveho vacku

V¢ela spotiebuje jen malou Cast nektaru a vSe ostatni pfinasi zpét do ulu. Stars$i mladusky
odeberou létavkam nadilku. Odbér probiha tak, ze vcely stoji hlavami k sobé a dotykaji se
sosacky. Kdyz mladuska nacerpa naklad, nabidne ho i jinym v€elam. Tim dochézi k zahusténi
a s vymésky hltanovych zlaz dochazi ke Stépeni slozitéSich cukri na jednodussi cukry. Po
ulozeni do bunék dochazi k dal§im preménam. Nejdalezit€jsi proces je odpafeni vody, aby
nedoslo ke kvaseni medu.

Rozmanitost medu je velmi bohata. Med muze byt lesni, kvétovy, fepkovy a dalsi. Barva
se pohybuje od téméf bezbarvé po zlatou az jantaroveé hnédou, zelenozlutou i1 Cernou.

Obrazek 12: Barevnost medu podle obdobi kvétu rostlin

Konzistence medu je urena podle pivodu. Miaze byt husty, tekuty, tuhy a dokonce existuje
i konzistence zelé (z viesu). Viné a chut jsou nejdominantnéjsi vlastnosti, med maze vonét a
chutnat po kvétinach, lesu i ovoci. Chuté lidi jsou velmi odlisné a proto kazdému chutna jinak.

2.2.2 Slozeni medu

Med je smésice vody, cukru a jinych zdravi prospé$nych latek. Specifické slozeni zavisi na
smési kveétd, na dané lokalité, rocnim obdobim a na jednotlivych vcelstvech. Hlavnimi
slozkami je cukr a voda v poméru 75:20 %. Zbyvajicich 5 % jsou ostatni latky.

2.2.2.1 Voda

Cesky med obsahuje primérné mnozstvi vody od 16 — 23 %. Ve zavisi na druhu kvétu.
Bohaté na vodu jsou jetelové, vojtéskové a viesové medy. Méné vody obsahuji fepkové, lucni
a lesni medy.
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Podle nasi vyhlasky se za bezzavadny med pouZivajici ochrannou znamku ,Cesky
med® povazuje ten, ktery ma obsah vody menS$i nez 20 %. Vyjimku maji medy vojtéskové,
jetelové. Voda podporuje kvaseni medu, proto jeji mnozstvi v medu je tak dilezité. Uz pfi
19% obsahu je vétsi riziko zkvaseni.

2.2.2.2 Cukr

Dalsi nejdulezitéjsi slozkou v medu je cukr. Vmedu jsou dva hlavni cukry, a to tzv.
invertovany cukr, jehoz mnozstvi v medu je asi 70 % a tzv. repny cukr, jenz zaujima pouze
59%. RozliSeni téchto cukru spociva v jejich slozeni. Zatimco invertovany cukr je smés
fruktozy a glukozy, cukr fepny neboli sachar6za je disacharid tvofeny témito dvéma
jednoduchymi cukry. Vmedu jsou obsazené taky jiné cukry, napfiklad trisacharidy
(melecitoza), které ovliviyji krystalizaci medu nebo polysacharidy, jez se nazyvaji dextriny.

2.2.2.3 Dusikaté slouceniny

Jedna se o bilkoviny a aminokyseliny. Zastoupeni bilkovin v medu se pohybuje
kolem 0,4 %, coz je naprosto nepatrné mnozstvi. Tyto latky pochazeji hlavné od vcel. Je
velmi zajimavé, ze urCuji lé¢ebné ucinky medu. Z mnoha aminokyselin obsazuje prvni misto
prolin, ktery se podili na chutovych vlastnostech medu. Dalsi slozkou je acetylcholin a cholin
majici vyznam pii ukladani cukri v organech.

Dal$i dusikaté slouceniny jsou enzymy, které Cini med tzv. zivym produktem. Jejich
funkce je ryze Sté€piciho charakteru - slozitéj§i ziviny S$tépi na jednoduché latky, které se
vstiebavaji do stén tenkého stieva a prechazeji do krevniho ob&éhu. Nejvyznamnéjsi enzymy

Zajimavym enzymem je glukozooxidaza, kterd ve spojeni se vzduchem méni malé
mnozstvi glukozy na kyselinu glukonovou a dochézi také ke tvorbé malého mnozstvi
peroxidu vodiku, ktery je inhibitorem rastu bakterii.

2.2.2.4 Organické kyseliny a minerdly

Nejvétsi podil na objemu kyselin ma kyselina glukanova. Jinak se vyskytuji v malém
mnozstvi dal§i organické kyseliny jako je kyselina mravenci, mlécna, jablecna, citronova,
vinna, Stavelova a dalsi.

Mezi mineralni latky obsazené v medu patii draslik, vapnik, chlor, fosfor, zelezo, mangan
a mnoho dalsich [2].

2.2.2.5 Aromatické latky, vitaminy a hormony
Aromatické latky davaji medu chut. Jejich mnozstvi je tak nepatrné, ze jejich piesnéjsi
stanoveni bylo provedeno teprve v nedavné minulosti. Jedna se predev§im o alkoholy,

aldehydy, ketony, kyseliny a estery. Dale jsou obsazeny vitaminy A, B a C a také rostlinny
hormon tzv. kyselina abscisova [2].
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Obrazek 13: Kyselina abscisovd
2.2.2.6 Pevné Castice a fyzikalni vlastnosti

Pevné Castice, tj. prach, pylova zma a dalsi se dostavaji do medu v prabéhu snusky a
ukladani do bunek plastd. Buiiky kvasinek, jeZ se nalézaji v nektaru, ale i bakterie, které jsou
beéhem zrani medu zniCeny, protoze med pusobi sterilizacné. S medovici se do medu dostavaji
také zelené fasy, které pochazeji z kiry stromu, také se mohou nalézt spory hub, rostlinna
vlakna a stépinky vosku.

Mezi fyzikalni vlastnosti medu patii viskozita, elektrickd vodivost, povrchové napéti, pH a
dalsi vlastnosti, které urcuji kvalitu medu [2].

2.2.3 Hodnoceni kvality medu

Kvalita medu se v Ceské republice fidila podle Vyhlasky 366/1997, ktera uréovala limity
vody, cukru a dalSich vlastnosti medu. Po vstupu do Evropské unie vroce 2004 doslo
k vytvoreni nového predpisu, ktery vyhovuje pozadavkim EU. Jedna se o Vyhlasku
76/2003 Sb. Ministerstva zemédélstvi CR ze dne 6. 3. 2003.

Byla také piijata i podnikova norma CSV pro Cesky med (PN 01/1999). Tato norma
zpfisiiuje parametry. Medy, které splni limity v této norme, mohou pouzivat ochrannou
znamku ,,Cesky med‘. Timto krokem cht&ji nase zakony ochranit eské véelafe pied
nezadoucim dovozem Casto nekvalitniho a kontaminovaného medu z ciziny.

Rozdil mezi starou a novou vyhlaskou je, ze doslo k vytvofeni dvou novych kategorii
medu. Jedna se o med pekarsky, ktery dovoluje pouzivat medy mirné kvasené s vySSim
obsahem vody, a medy filtrované, tj. medy, které jsou filtrovany pres filtr o velikosti port
od 20 um. Dochazi k zbaveni pevnych Castic, predevsim pylovych zrn, tim se stavaji tyto
medy vhodné pro alergiky [3].
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Tabulka 5: Fyzikaln¢ - chemické parametry medu podle vyhlasky 366/1997 Sb.

PoZadavky Kvétovy SmisSeny Medovicovy
med med med
Obsah vody [% max] 20 20 20
Zddnlivd sachardza [% max] 5 10 10
Redukujici cukr [% max] 65 60 60
HMF [mg.kg- max] 40 40 40
Vodivost [mS.m|] <55 50-105 90-130
Kyselost [mekv.kg-| 40 40 40
Obsah popela [% max] 0,6 1,0 1,0
Obsah ldtek ve vodé nerozpustnych [% max] 0,1 0,1 0,1

Tabulka 6: Fyzikdln¢ - chemické parametry medu podle vyhlasky 76/2003 Sb.

PozZadavky Kvétovy Medovicovy | Pekarsky | Cesky
med med med med
Obsah vody [% max] 20 20 23 18
Obsah sachardzy [% max] 5 5 - 5
Soucet obsahu glukosy a fruktosy
1% max] 65 45 - -
HMF [mg.kg- max] 40 40 80 20
Vodivost [mS.m7] <80 >80 - -
Kyselost [mekv.kg'| 50 50 80 -
Aktivita diastdzy [°Schadeho min.] 8 8 - -
;)OZS:;II; )I;tek ve vodé nerozpustnych 01 01 01 )

2.3 Pesticidy

Pesticidy jsou pfipravky na ochranu rostlin proti riznym skiidcim a plisnim. Jako kazda
chemicka latka ¢i chemicky vyrobek se v nasi pfirod€ pfirozené nevyskytuji a za urcitych
podminek mohou negativné pusobit na jednotlivé slozky zivotniho prostiedi.

Kazdy, kdo pouziva chemické piipravky, by st mél uvédomit rizika mozné kontaminace.
Zakladni zasady ochrany zivotniho prostfedi a povinnost pravnickych ¢i fyzickych osob
stanovuje zakon €. 17/1992 Sb., o zivotnim prostfedi [4].

Pouziti organochlorovanych pesticidii vedlo k masivni kontaminaci ptidy, vody a ovzdusi a
tim 1 ke kontaminaci lidského organismu. Jejich persistence zptisobuje kumulaci v zivotnim
prostiedi, a proto dochazi k opakovanym vstupiim (vypafovanim) z kontaminovanych slozek.
K jejich uvolnéni dochazi predevsim v letnich mésicich nebo zménou sorpcnich schopnosti
pudy (pH, atd.).

Pesticidy vstupujici do troposféry mohou byt degradovany chemickymi reakcemi nebo
fotolyticky. Doba zdrzeni v troposféfe zavisi na rychlosti, sjakou podléhaji pifimé
fototransformaci a na rychlosti fotooxidacnich reakci s reagenty (Os, ‘OH, NOy a radikaly) [5].
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2.3.1 Vlastnosti pesticidu
2.3.1.1 Rozpustnost

Pesticidy jsou piipravky, které se snadno rozpoustéji ve vode, a proto se dobie pohybuji
vodou v pudnim horizontu [4].

2.3.1.2 Adsorpce

Postiikova kapalina je vazana na pudni Castice, které ovliviiuji jeji pohyb v pudé.
K adsorpci dochazi vlivem chemické reakce mezi pesticidy a padnimi ¢asticemi. Schopnost
sorpce zavisi tedy na organickych slozkach v pade (humus) [4].

2.3.1.3 Perzistence

Perzistence souvisi s kumulaci pesticidu ve slozkach zivotniho prostfedi. Oznacuje dobu,
po kterou se ucinné latky v pripravku vyskytuji v zivotnim prostiedi az do jejich rozpadu [4].

2.3.1.4 Tékavost

Tékavost souvisi s pfeménou pesticidi z kapalné faze na plynnou fazi. Dochazi k uniku
pesticidi do ovzdusi. Stupeni tékavosti tedy zavisi na typu ptipravku a na teploté prostiedi [4].

2.3.1.5 Rozpad pesticidi

Pesticidy v pudé a v jinych slozkach zivotniho prostiedi se rozpadaji ¢i degraduji na
jednodussi chemické latky. Rychlost rozpadu zavisi na perzistenci, na mikrobidlnich reakcich
v pudé, mnozstvi vody, teploté. Vyssi teplota a vlhké podminky mohou zvysit rychlost
rozpadu. Hlavnimi zptsoby rozpadu je hydrolyza, mikrobiologické pochody a fotolyza [4].

2.3.1.6 Pohyb pesticidi

Pesticidy se mohou pohybovat riznymi zplisoby. VsSe zavisi na vlastnostech kazdého
pfipravku. Pohyb z mista aplikace je umoznén tfemi zplsoby, a to vsakovanim do
povrchovych vrstev pady, smyvanim z oSetfenych rostlin nebo pudni erozi.

Z pudnich vlastnosti, ovliviiyjicich pohyb pesticidd mezi slozkami zivotniho prostiedi,
jsou nejdulezité)si struktura pudy, obsah organickych sloucenin, vyska hladiny spodni vody a
propustnost podlozi [4].

2.3.2 Ochrana vcel

Pesticidy neumi rozeznat uziteCny a neuziteCny a uziteCny hmyz. Proto se musi pouzivat
tak, aby zpusobily co nejmensi Skody na uzitecném hmyzu, ktery pfiznivé pusobi na nasi
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ptirodu. Mezi tento uziteny hmyz patfi pfedev§im vcela medonosna. Patii mezi opylovace
péstovanych i plan€ rostoucich entomofilnich rostlin. Vlivu pesticidi na vcelstva se vénuje
velka pozornost. Ceska republika patii mezi prvni zemé, které se zaméfily na legislativni
ochranu vcel a velka pozornost je vénovana také vyzkumu.

Ochrana vc€el pfi pouzivani pfipravki na ochranu rostlin je legislativné feSena
zakonem €.147/1996 Sb., o rostlinolékaiské péci. Kazdy pripravek musi byt zafazen podle
klasifikace jako ,,Skodlivy” a relativné ,,neSkodny”. VSe zavisi na davce nebo koncentraci
postiikové kapaliny.

Zakladnim kritériem pro klasifikaci pesticidi je hodnota rizikového kvocientu Q. Definice
rizikového kvocientu je:

O=—-, (1)

kde M je maximalni hektarova davka [g] a T je hodnota LD 50/ 24 hod pfipravku v pug na
vcelu.

Pro v€ely vykazuji jedovaté ptipravky hodnotu Q > 2500. Mohou zpusobit posSkozeni
plodu a zmény v chovani vcel. Pfipravky vykazujici tuto hodnotu se nesmi pouzivat na
kvetouci rostliny a stromy. , Nespravné posouzeni stavu porostu a Spatny odhad doby
rozkvétu je nejcastéjsi pricinou hromadnych otrav vcel” citovano z Praktické prirucka pro
zachazeni s pfipravky na ochranu rostlin [4].

K velkym otravam taky dochazi diky uletim postiikové kapaliny na rostliny, které
neoSetiujeme. Jedna se zejména o javory, vrby a jivy a prvni jarni byliny, které poskytuji
prvni jarni pyl. Velkym problémem je rezidudlni neboli sekundarni toxicita.

Skodlivé piipravky maji rizikovy kvocient 1 od 50 do 2500 a nesméji vykazovat
sekundarni toxicitu a ani zmény na plodu a chovani vcel. Tyto pfipravky lze pouzit na
kvetouct porost, ale zpravidla jen v dob¢, kdy vcely nelétaji (veCer nebo velmi brzo rano).

Relativné neskodné jsou pripravky majici hodnotu rizikového kvocientu Q < 50 a
neposkozuji plod a ani nevykazuji zmény v chovani v¢el. Tyto pfipravky lze potom pouzit po
cely den, ale 1 pfesto je doporuceno aplikovat je brzy rano nebo vecer.

Kazdy thyn vcel je nutné hlésit prislusné veterinarni spravée, ktera je povinna ohlasit tuto
udalost vy$Sim spravnim organim (Ministerstvo zeméd€lstvi, Vyzkumny ustav vcelaisky) a
udélat patficné kroky, aby nedoslo k dal§imu thynu vcel [4].

2.4 Pesticidy aplikované na sledovaném uzemi
Seznam pesticidt, které byly pouzity k oSetfeni plodin (maku, pSenice, fepky ozimy)
v oblasti Tasovic, byly poskytnuty zemédé€lskym druzstvem vlastniki Nyrov. Jedna se

o pripravky Arrat, Nurelle D; Callisto 480 SC, Starane 250 EC; Bumper Super; Pictor;
Fusilade Forte.
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2.4.1 ARRAT®
2.4.1.1 Obecné informace

Arrat” je selektivni herbicidni pripravek, ktery se pouziva proti dvoud&loznym plevel&im.
Aplikuje se na obilniny pii jarnim osetieni. Uginné latky zde jsou tritosulfuron ze skupiny
sulfon — moGovin v koncentraci 250 gkg™ a dicamba ze skupiny aminobenzoovych kyselin
v koncentraci 500 g.kg™. Tyto latky jsou piijimany pievazné zelenymi listy a Gasteén& kofeny
z pudy.

Tritosulfuron je pfijiman pfevazné listy a v rostliné je pfemistovan jak bazipetalné, tak
1 akropetalné. Tlumi déleni bunék a to tak, ze narusSuje biosyntézu bilkovin. Dicamba zase
narusuje biochemické procesy auxinu a tim dochazi k naruseni déleni bun€k. Obé dve latky se
navzajem podporuji. Tritosulfuron nejprve zbrzdi rast pleveld a vyvolava zezloutnuti listq,
dicamba zpusobuje deformaci postizenych plevelu a rostlina postupné hyne.

Arrat se pouziva na dvoudé€lozné rostliny jako je laskavec, vydrol fepky, kokoska pastusi
tobolka, svizel pfitula, atd. Na travy neptsobi a nebyla u tohoto pfipravku nutna zadna
omezeni z hlediska fytotoxicity. Pfipravek je pfi dodrzeni aplikacnich davek pfijatelny pro
volné Zijici zve€f, ptactvo a necilové Clenovce a pudni mikroorganismy. Je vysoce toxicky pro
fasy a nesmi dojit ke kontaktu s vodnimi zdroji. Prazdné obaly se doporucuji nékolikrat
proplachnout vodou. Tuto vodu lze pouzit pro dalsi postiik. Obal se dava do sbéru k recyklaci
nebo k likvidaci ve spalovnach [6].
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Obrazek 14: Primyslové baleni ARRATU

2.4.1.2 Dicamba

Cl O

Cl

Obrazek 15: Strukturni vzorec - dicamba
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Dicamba je podle nazvoslovi IUPAC 3,6-dichloro-2-methoxybenzoovda kyselina CAS
Cislem 1918-00-9. Tato sloucenina byla zaregistrovana v EPA v roce 1967. Dicamba patfi
mezi benzoové slouceniny. Jednd se o bilou az hnédou krystalickou latku, ktera se dobfe
rozpousti ve vodé. Teplota varu je 200 °C. Dicamba se Spatn€ vaze na pudni Castice a polocas
rozpadu v pudé se pohybuje v rozmezi 1 — 6 tydni. Komeréné se prodava v podobé kapalin,
tekutych koncentratti, granuli, spreju a atd.

Dicamba ma nizkou toxicitu. Drazdi o¢i a ma ziravé uCinky na kuzi. EPA identifikuje
dicambu jako vyvojovy toxin v databazi zvefejnénych toxini. Zptusobuje zarudnuti kiize a o¢i.
Vdechovani vyvolava kasel, zvraceni, slabost, kiece.

Dicamba napodobuje pfirodni rostlinny hormon auxin, ktery je velmi dulezity pro spravné
déleni a rast bunek. V dusledku poruseni cévni tkané dochazi k odumfeni rostliny. Je mirné
toxicka pro nékteré druhy kaktusu. Ma velmi nizkou afinitu k vétSin€ typt pud a je vysoce
mobilni; diky k tomu dochazi ke kontaminaci podzemnich vod. Dicamba mé nizkou toxicitu
pro savce. Peroralni LDsou potkanu je vy§si nez 1750 mg.kg™ (podle EPA). Ma také nizkou
toxicitu pro ryby a vcely. Oralni davka LDsy pro vcely se pohybuje od 3,6 az 10 mg na vcelu
a LDso u pstruha duhového je 135 mg.lI"". Dicambové soli nejsou prakticky jedovaté pro ptaky,
1 kdyz dicambové kyseliny vykazuji mirnou toxicitu pro ptactvo. Neurotoxické ucinky byly
pozorovany na potkanech, psech a slepicich vzhledem k davce [7].

Rychlost premény a degradace dicamby zavisi na anaerobnich podminkach. Bylo
vytvoreno nékolik raznych redukénich podminek pro degradaci dicamby, které jsou
znazornény na obrazku €. 16. Za methanogennich podminek dochézi k redukci dicamby na
slouceninu 3,6-dichlorsalicylatu, ktery se dale rozklada na 6-chlorsalicylat a dale na kyselinu
salicylovou az dochazi kuplné degradaci na methan a oxid uhlicity. Za sulfonacnich
podminek pravdépodobné dochadzi kredukci az na 6-chlorsalicylat. Bylo zjisténo, ze
dusi¢nany brani anaerobni degradaci dicamby, coz by mohlo mit neblahé u¢inky na zivotni
prostfedi zejména v zemédélskych oblastech, kde se hojné pouzivaji dusikata hnojiva. Pfi
redukci dicamby dochazi k tvorbé 3,6-dichlorsalicylatu, jehoz toxicita mize byt vyssi nez
u samotné dicamby [8].
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Obrazek 16: Transformacni a degradacni cesty dicamby za riiznych redukcnich podminek.

2.4.1.3 Tritonsulfuron
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Obrazek 17: Strukturni vzorec — tritonsulfuron

Tritonsulfuron je podle nazvoslovi IUPAC [-/4-methoxy-6-(trifluoromethyl)-1,3,5-triazin-
2-yl]-3-[2-(trifluoromethyl) benzensulfonyl Jmocovina s molekulovou hmotnosti 445,3 g.mol™
a jeho CAS Ccislo je 142-469-14-5. Jedna se o systémovy herbicid, ktery patii do skupiny
sulfonylmoc€ovin. Pouziva se k oSetfeni plodin (obiloviny, kukufice) proti dvoudéloznym
plevelim.

Jak uz bylo uvedeno, tritonsulfuron je pfijiman pfevazné listy a je systémové translokovan
v rostlin€. Dochazi k zablokovani enzymu acetolaktat-syntazy (ALS). To mé za nasledek
hladovéni a akumulaci toxickych prekurzord. Primarni ucinek je tedy omezeni ristu novych
bunék a zabranéni dalSimu rozvoji plevele.

Je to bila krystalicka latka sbodem varu 168 °C. Té&kavost ( 1,2023.10™ Pa.m’.mol™,
20 °C) je velmi nizka. Tritosulfuron je hydrolyticky a fotolyticky stabilni pii béznych
podminkach v zivotnim prostfedi. Je dobfe rozpustny v acetonu, dichlormethanu, ethylacetatu
a v methanolu.
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Je to latka nebezpeCna pro zivotni prostiedi. Vyznacuje nizkou akutni oralni, dermalni a
inhalaéni toxicitou. Hodnota oralni akutni toxicity pro potkana je LDs, >4 700 mgkg™;
hodnota inhalagni akutni toxicity je LDso4h > 35400 mgkg™; hodnota dermalni akutni
toxicity je LDsy >2 000 mgkg"'. Latka nema drazdivé Géinky na kizi ani na odi. Byly
provedeny testy in vivo a in vitro na genotoxicitu a mutagenitu a nebyly prokazany zadné
mutagenni a genotoxické ucinky. Nebyl definovan jako pravdépodobny karcinogen [9].

Tritonsulfuron je toxicky pro vodni organismy. Letalni koncentrace pro Damnio rerio
(Danio pruhované neboli zebii¢ka) po 96 hodinach je 10 — 100 mg.1™" a efektivni koncentrace
pro Daphnia magna po 48 hodinach je > 100 mg.I"". Neni snadno biologicky odbouratelny.
Byly provedeny testy na v¢elach a rizikovy kvocient byl vypocitan na hodnotu mensi nez 50.
Z toho vyplyva, Ze je relativné ne§Fkodn§'/ pro vcely [9, 10].
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Obrazek 18: NavrZeny degradacni mechanismus tritonsulfuronu v piidé za aerobnich podminek.
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Obrazek 19: Navrzeny degradacni mechanismus tritonsulfuronu ve vodnim sedimentu.
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2.42 BUMPER SUPER
2.4.2.1 Obecné informace

Bumper Super je kombinovany fungicidni pfipravek se systémovym a lokalné systémovym
ucinkem ve formé emulgovatelného koncentratu. Pouzivd se k ochrané pSenice, je¢mene,
cukrové fepy a krmné fepy proti houbovym chorobam.

Utinné latky jsou zde prochloraz o koncentraci 400 gl' a propiconazole
o koncentraci 90 g.I". Je to bled® Zluta kapalina specifického zapachu a je povazovana za
latku drazdivou a nebezpeCnou pro zivotni prostiedi. Pfi dodrzeni pfesného davkovani a
doporuceného pouzivani je piijatelna pro vcCely, zvef, ptaky, pidni organismy, zizal, dravé
pestienky Episyrphus balteatus a dravého strevlika Poecilus cupreus. Tento pripravek, jak uz
bylo feCeno, je kombinovany S§irokospektralni systémovy a translaminarni fungicid
s preventivnim, lécebnym a eradikativnim uc¢inkem.

Bumper Super obsahuje dvé ucinéné latky triazolového a imidazolového typu. Diky témto
latkam dochézi k inhibici biosyntézy ergosterolu. Prochloraz pronika do rostlinnych pletiv,
ale neni rozvadén do neoSetienych casti. Propiconazole je pfijiman asimilacnimi organy a
v téle rostliny se pohybuje akropetalné xylenem smérem k novym ¢astem rostliny.

Tento piipravek nepodléha polymeraci a je v zivotnim prostfedi pfi normalnich
podminkach stabilni. Nesmi pfijit do styku s materidlem jako je vapenec a Bordeauxska smés.
Tyto materialy zpasobuji redukci fungicidu. Produkty rozkladu pesticidu Bumper Super
mohou byt nebezpecné [11].

Obrazek 20: Priimyslové baleni Bumper Super
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2.4.2.2 Prochloraz
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Obrazek 21: Strukturni vzorec — Prochloraz

Prochloraz je podle nazvoslovi TUPAC  N-propyl-N-[2-(2,4,6-trichlorofenoxy)
ethylimidazol- 1-karboxylamid s molekulovou hmotnosti 367,7 g.mol™
a CAS cislem 67747-09-5.

Je to bila az hnéda krystalicka latka charakteristického zapachu s bodem varu 41 °C a
tlakem par 7,6.10” Pa pii 20 °C. Je dobie rozpustny v chloroformu, xylenu, diethyletheru,
toluenu a acetonu. Byva vice stabilni v mirn€ kyselém prostiedi.

Prochloraz drazdi o€i a kizi. Projevila se zde nizka oralni akutni toxicita pro hlodavce.
Hodnota ¢ini LDsy u potkana 1 600-2 000 mg.kg™. Pfiznaky se projevily po 30 - 60 minutach
po podani. Mezi projevy patii respiracni porucha, CNS deprese, ataxie a dal§i projevy. Je
toxicky pro vodni organismy a muze vyvolat nepfiznivé uinky ve vodnim prostiedi. Akutni
toxicita pro pstruha duhového LCso (96 h) je 3,05 mg.1™" a efektivni koncentrace ECso (48 h)
pro Daphnia magna je 4,0 mgl’'. Toxicita pro véelu se pohybuje pro oralni podani
LDs 33,96 pg/vcelu a kontaktni podani je LDsy 186,88 pg/vcelu. Rozkladné produkty zde
jsou NOy, CO, CO, a chloridy. Neprojevila se zde karcinogenita, mutagenita a ani
teratogenita [12]. VSechny metabolity prochlorazu obsahuji 2,4,6-trichlorfenolovou
skupinu [13].
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Obrazek 22: Metabolismus prochlorazu v rostlinach

2.4.2.3 Propicozanole
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Obrazek 23: Strukturni vzorec - propiconazole

Propiconazole je podle nazvoslovi IUPAC (2RS,4RS; 2RS,4SR)-1-[2-(2,4-dichlorofenyl)-4-
propyl-1,3-dioxolan-2-ylmethyl]-1H-1,2,4-triazol s molekulovou hmotnosti 342,25 g.mol™ a

s CAS cislem 60207-90-1.
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Je to Zluta kapalina s teplotou varu 180 °C a tenzi par 2,1.10™ Pa. Dobfe se rozpousti
v methanolu, acetonu, etheru, chloroformu, benzenu a hexanu. Je to antimikrobidlni fungicid,
ktery byl poprvé zaregistrovan v roce 1981 v registru EPA. Slouzi k ochrané obilovin a semen.
EPA rozsifila jeho toleranci vroce 1987 a znovu vroce 1993 a 1994. Vyskytuje se
v prumyslovém baleni jako emulgovatelné koncentraty, ale i pevné latky rozpustné ve
vode [14].

M4 mirn& nizkou akutni toxicitu. Akutni oralni toxicita LDsy pro krysu je 1517 mg.kg™.
Pii styku s ocCima zpisobuje zakaleni rohovky. Projevila se chronicka toxicita u mysi a
potkant. Byl nalezen benigni a maligni tumor jater. U savca doslo k projeviim pii davkach
3,6 mg kg denn& EPA proto zafadila propiconazole do kategorie moznych karcinogennich
latek. Také se projevila reprodukéni toxicita na potkanech a mysich. P davce 30 mg.kg™
dochazelo ke kosterni deformaci u novorozenych mlad’at. Snizena velikost vrhu a hmotnost
mladat byla pozorovana pii 8 mgkg™”. Propiconazole je vyvojovy toxin v databazi
zverejnénych toxind. Je vysoce toxicky pro ryby. Akutni koncentrace LCsy (96 h) pro pstruha
duhového je 0,9—12mgl" a efektivni koncentrace ECsy (48 h) pro Daphnia magna
je 4,8 mg.I™. Pro ptaky a pro v&ely vykazuje nizkou toxicitu. Akutni toxicita LDso pro véely
¢ini 100 pg/veelu.

Propiconazole se rozklada na 1,2.4-triazol a CGA 118 245, které jsou mobilnéjsi v ptudé a
jejich polocas rozpadu se pohybuje od 1-10 dnt pii 20 °C. Tyto slouceniny sice nevykazuji
karcinogenni uc¢inky. Proto EPA doporucuje jista opatfeni. Jak uz bylo feCeno, tyto latky maji
vys§i mobilitu v zavislosti na slozeni pudy. Pohyblivéjsi jsou v pud€, ktera je chudsi na
organickou hmotu. Je zde vétsi pravdépodobnost kontaminace podzemni vody [15, 16].
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Propiconazole

Obrazek 24: Degradace propiconazolu

2.4.3 CALLISTO 480 SC
2.4.3.1 Obecné informace

Callisto 480 SC je postiikovy herbicidni pfipravek ve formé suspenzniho koncentratu pro
preemergentni a postemergentni hubeni jednoletych dvoudéloznych plevell a jezatky kufi
nohy v kukufici seté.

Utinna latka mesotrione, ktera je obsazena v tomto piipravku o koncentraci 480 g.1”', patii
do skupiny triketoni. Mesotrione inhibuje p-hydroxyfenyl pyruvat dioxygenazu, ktera
zasahuje do metabolismu biosyntézy karotenoidi. Latka je pfijimana kofeny a listy,
vrostlinach se §ifi akropetalné a bazipetalné. Utinek se projevuje zb&lenim listd a
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poskozenim meristematickych pletiv. Prvni symptomy jsou patrné jiz po 5 — 7 dnech a zniceni
plevele je az po 2 tydnech.

Pripravek je klasifikovan jako nebezpeCny pro zivotni prostfedi a je vysoce toxicky pro
vodni organismy a vodni ekosystém. Je to bézova az zlutohnéda kapalina slabého zapachu. Za
standardnich podminek je pfipravek stabilni. Pti hofeni ¢i tepelném rozkladu mize dochazet
ke tvorbé toxickych a drazdivych par [17].

Obrazek 25: Priimyslové baleni CALLISTO 480 SC

2.4.3.2 Mesotrione

Ve
//S\ H
4 (@]

Obrazek 26: Strukturni vzorec mesotrione

Mesotrione je podle nazvoslovi ITUPAC 2-(4-mesyl-2-nitrobenzoyl)cyklohexan-1,3-dion
o molekulové hmotnosti 339,32 g.mol™ a CAS &islem 104206-82-8.

Je to pevna latka s bodem varu 360 °C a tlakem par < 5,6.10° Pa pii 20 °C. Dobie se
rozpousti v acetonitrilu, acetonu, 1,2-dichloethanu, ethylacetatu, methanolu a xylenu. Je
hydrolyticky stabilni. Doba degradace se pohybuje kolem 30 dnt pii pH 4-9 a pfi
teploté 25 °C [18].

Mesotrione ma nizkou oralni, dermalni a inhalacni akutni toxicitu. Mirn€ drazdi oci, ale
nedrazdi kGzi a nepatii mezi senzibilujici latky. Byly pozorovany subchronické a chronické
efekty. U potkant a mysi dochazelo k ovlivnéni o€nich 1€zi, jater, ledvin a télesné hmotnosti.
Pfi zkoumani chronickych a reproduk¢nich ucinkli bylo zjisténo, ze dochazi ke zvySovani
hladiny tyrosinu u potkanti, mysi a u psi. ZvySena hladina tyrosinu v ocich, jatrech a
ledvinach  je  pravdépodobné  zpusobena  inhibici  p-hydroxylfenyl  pyruvat
dioxygenazy (HPPD). Nebyly prokazany zadné karcinogenni ani mutagenni ucinky. U akutni
a chronické studie nedoslo k zadnym neurotoxickym ani neuropatologickym u¢inkam.
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V reprodukéni studii, kde se zkoumal vliv mesotrionu na vice generacich, doSlo pfi
nejvyssi davce u samce a sami¢ky mysi k odchlipeni sitnice a k projevim Sedého zakalu. Pri
studii subchronické a chronické toxicity na psech doslo u jedné feny pfi nejvyssi davce ke
snizeni absolutni a relativni mozkové hmotnosti, ale u testované skupiny nedoslo k zadnym
projeviim mikroskopickych abnormalit mozkové tkané.

Zjistilo se, ze u déti, které trpi tyrosinemii III (autosomalni recesivni onemocnéni, kde je
nedostatek HPPD), mtize dochazet k mentalni retardaci nebo k neurologickym symptomuam.

Mesotrione je mobilni slouCenina, ktera ma omezenou perzistenci v pidé a ve vodnim
prostiedi. V pudé dochazi k rozkladu mesotrionu prostfednictvim aerobniho metabolismu pfi
podminkach daného prostiedi; polocas rozpadu mestorionu se pohybuje od 5 do 32 dna
hlavné v zavislosti na pH. Ma nizkou sorpci v pidnim sedimentu pii vSech testovanych
pH (Koo 16,5-390 ml.g™). Relativné kratka retence v ptidé zptisobuje, ze dochazi ke smyvani
do povrchovych vod.

Mesotrione, jak uz bylo feceno, se mize do vodniho prostiedi dostat smyvanim z rostlin,
erozi a smyvem z pudy. Ve vodé je mesotrione stabilni vii¢i hydrolyze a relativné je odolny
ivaci fotolyze, ale rychle se degraduje prostfednictvim aerobniho (ti,= 3-6 dnu) a
anaerobniho (t;» = 4 dny) metabolismu. Pfi rozkladu mesotrionu dochazi k tvorbé dvou
hlavnich rozkladnych produkti, MNBA (2-nitro-4-sulfobenzoova kyselina) a AMBA
(2-amino-4-sulfobenzoova kyselina).

Je zde maly rozdil mezi metabolickymi cestami mesotrionu u potkani a v rostlinach.
V rostlinach a v potkanech je mesotrione metabolizovan na 4-OH-mesotrione, MNBA nebo
AMBA. I kdyz je 4-OH-mesotrione v rostlinach metabolizovan na MNBA, tak v potkanech
nedochazi k metabolizaci na MNBA, ale dochazi k vylouceni 4-OH-mesotrionu z organismu.
U prezvykavcel dochazi metabolizaci mesotrionu pouze na AMBA [19].
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Obrazek 27: Degradace mesotrione
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2.4.4 FUSILADE FORTE 150 EC
2.4.4.1 Obecné informace

Fusilade forte 150 EC je selektivni postiikovy herbicid, ktery se prodava ve formé
koncentrované emulze. Je ureny k hubeni jednoletych a vytrvalych travnatych plevela [20].
Patfi mezi nové graminicidy s ISO link technologii. ISO link technologie je technologie, ktera
ma damyslné sestaveni olejl, adjuvantd, emulgatorti a surfaktanti. Tim nam zaruCuje vyssi
ucinnost, rychlejsi pasobeni, odolnost vii¢i srazkam a vynikajici misitelnost.

Utinnou latkou je zde fluazifop-P-butyl v koncentraci 150 g1, ktery patii do skupiny
fenol herbicidi. Rychle se vstiebava pres listy a rychle hydrolyzuje na kyselinu fluzifopovou.
Tato kyselina je pfepravovana cévni tkani (ploem) a hromadi se v meristému, kde narusuje
syntézu lipida. Fluazipof-p-butyl inhibuje acetyl CoA karboxylazu, coz je enzym katalyzujici
syntézu mastnych kyselin. Dochazi k pferuSeni dodavky mastnych kyselin a tim dojde
k naruseni oblasti aktivniho rastu [21].

Plsobi selektivné s translokacnimi u€inky proti travovitym plevelim, a to jednoletym
i vytrvalym. Tento herbicid se pouziva na vzrostlé rostliny a jeho pusobeni je velmi rychlé.
Uz po 7 dnech jsou patrné prvni piiznaky. Teplé a vlhké pocasi urychluje pisobeni tohoto
herbicidu [20].

Pripravek je klasifikovan jako nebezpeCny pro zivotni prostiedi a je zdravi Skodlivy. Je
zakazané ho pouzivat v okoli 5 m od vodniho zdroje, protoze je vysoce toxicky pro vodni
organismy a jeho pusobeni ve vodnim prostiedi mize vyvolat dlouhodobé nepiiznivé ucinky.
Muze poskodit plod v téle matky a patii do skupiny latek senzibilizujici pfi styku s kazi [22].

= P

Obrazek 28: Priimyslové baleni FUSILADE FORTE 150 EC
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2.4.4.2 Fluazifop-P-butyl
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Obrazek 29: Strukturni vzorec fluazifop-p-butyl

Fluazifop-p-butyl je podle nazvoslovi IUPAC butyl (R)-2-{4-[5-(trifluoromethyl)-2-
pyridyloxy]fenoxy}propiondt o molekulové hmotnosti 386,36 g.mol’ a sCAS
Cislem 79241-46-6.

Je to hnéda kapalina s bodem varu 154 °C pii tlaku 0,03 hPa. Je nerozpustna ve vodé a
koeficient oktanol/voda je log P, = 3,1. Dobfe se rozpousti ve vét§iné organickych
rozpoustédel [22].

Fluazifop-p-butyl je prakticky netoxicky pro savce a pro ptaky je mirné toxicky. Muze
mirné drazdit kiizi a miaze dojit k poskozeni o¢i. Pfi inhalaci dochazi k podrazdéni dychaciho
Gstroji. Oralni toxicita LDsy pro potkana je 2,712 mg.kg™, inhaladni toxicita po 4h je
5200 ppm a dermalni toxicita LDs, pro kralika je > 2000 mg.kg™. Fluazifop-p-butyl je vysoce
toxicky pro vodni ekosystém. Byl nalezen v rybi tkani a v sedimentech. Mize dlouhodobé
poskodit vodni prostiedi. Letalni koncentrace pro Daphnia Magna po 48 h je vétsi
nez 10 mg.I"". Pro pstruha duhového &ini hodnota LCsy 1,37 mg.1™.

Fluazifop-p-butyl se degraduje predevsim prostiednictvim mikrobidlniho metabolismu a
hydrolyzy. Fotolyzou ho nelze rozkladat. Pomérné pevné se vaze na puidu, proto nedochazi ke
kontaminaci podzemni vody. Polocas rozpadu se pohybuje kolem 1-2 tydnti. Ve vodé€ dochazi
k degradaci na kyselinu fluazifopovou, ktera je stabilni ve vodnim prostiedi. V ptipravku
Fusilade forte 150 EC se pouziva tzv. S-izomer, ktery se 1épe odbourava v piirodé. Dilezité
jsou podminky, pfi kterych dochazi k degradaci. Mezi hlavni podminky patii vlhkost v ptude.
Pudy, které mély vysoké procento vlhkosti, obsahovaly 8 % fluazifop-p-butylu po 48 h,
zatimco pudy s nizkou vlhkosti obsahovaly po stejné dobeé 90 % této ucinné latky [21, 23].
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Obrazek 30: Degradace fluazifop-p-butylu
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2.45 NURELLE D
2.4.5.1 Obecné informace

Nurelle D patfi do skupiny insekticidnich latek pouzivajici k oSetfeni obilnin, hrachu,
cukrové tepy, fepky olejné, okrasnych dievin a dalSich. Také se pouziva k oSetfeni lesnich
dfevin proti napadeni lykozroutem smrkovym.

Pusobi jako kontaktni, pozerovy a dychaci jed proti hmyzu s vyraznym fumigacnim
efektem. Po oSetfeni rostlin pronika do jejich pletiv, ale neni rozvadén cévnimi svazky. Jeho
znac¢na repelentni U¢innost umoziuje ochranit rostlinu pfed vyskytem virdz. Vykazuje
rezidualni afinitu, ktera snizuje pocet nutnych insekticidnich zasaht. Pripravek Nurelle D
obsahuje u&inné latky chlorpyrifos o koncentraci 500 gl' a cypermethrin
o koncentraci 50 g.I"". Je klasifikovan jako zdravi $kodlivy a jedovaty pro véely, vodni
organismy a ryby [24].

Obrazek 31: Priimyslové baleni insekticidu NURELLE D

2.4.5.2 Chlorpyrifos
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Obrazek 32: Strukturni vzorec chlorpyrifosu

Chlorpyrifos je  podle nazvoslovi TUPAC  O,O-diethyl-O-3,5,6-trichloro-2-
pyridylphosphorothioate s CAS &islem 2921-88-2 a molekulovou hmotnosti 350,59 g.mol™.
Je to bilé krystalicka latka, ktera se Spatné rozpousti ve vodé, ale je dobfe rozpustna ve vétsing
organickym rozpoustédel. Rozklada se pti 160 °C a taje pii 43 °C [25].

Chlorpyrifos je Sirokospektralni insekticid pro rizné druhy hmyzu. Je k dispozici
v emulgovatelném koncentratu, prachu, spreji ¢i granulich. Pasobi na hmyz jako kontaktni
zaludeCni jed. Patfi do skupiny organofosfatl, které narusuji funkci enzymu cholinesterazy.
Tento enzym je velmi dilezity pro spravnou funkci nervového systému.
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Otrava touto latkou muze naruSit nervovou a dychaci soustavu, ale i kardiovaskularni
soustavu. Drazdi o¢i a kizi. Akutni oralni a dermalni toxicita u samcl a samicek potkant
pesahuje hodnotu 2000 mg.kg". Bylo dokonce zaznamenano i umrti ¢lovéka, kde doglo
k otrave chlorpyrifosem nebo kombinaci chlorpyrifosu s jinymi aktivnimi pfisadami.

Organofosfatové insekticidy se vstiebavaji vSemi expozicnimi cestami. Kdyz je toxické
mnozstvi vdechnuto, tak prvni toxicky ucinek se projevuje zhorSenym dychanim, krvavymi
vytoky znosu, dusnosti, kaslem a dalSimi pfiznaky. Pfi kontaktu s pokozkou muze vyvolat
lokalizované poceni Ci svalové kontrakce. Pfi zasazeni o¢i mize dojit k zhorSenému vidéni,
krvaceni ¢i slzeni. Uginky se mohou objevit hned v prvnich minutach nebo b&hem 12 hodin.
Smrt maze byt zpisobena respiracnim selhanim ¢i srdeCni zastavou. Pii toxikaci maze dojit
k trvalym nasledkm. Letalni oralni davka LDso u potkana se pohybuje od 82 do 270 mg.kg™.

Chronicka toxicita mize mit stejné projevy jako akutni. Dal§imi symptomy chronické
otravy mohou byt poruchy paméti, dezorientace, podrazdénost, nespavost a dalsi pfiznaky.
Nebyly pozorovany, zadné reprodukéni ucinky, proto jej EPA nezaradila do skupiny
reprodukénich toxickych latek. V jiné studii byly pozorovany uéinky, kdy pii davee 1 mg.kg™
latky denn€ po dobu dvou generaci se projevila zvySena imrtnost novorozencu.

U chlorpyrifosu nebyl zjistén zadny teratogenni efekt. Doslo pouze k drobnym kostnim
zménam a nastal pokles hmotnosti plodu, a to v pripadé, kdy se mySim po dobu 10 dna
podavala davka 1, 10 a 25 mgkg’. Neni také evidovan jako potencialni mutagen a
karcinogen.

EPA vyzaduje, aby etiketa chlorpyrifosu obsahovala zvyraznéné udaje, ze je tato latka
nebezpecna pro ptaky, vcely, volné zijici zveét a vodni ekosystém. Oralni toxicita LDsy pro
bazanta je 8,41 mg.kg™ a pro divokou kachnu je tato hodnota 112 mg.kg™. Vysoce toxicky je
pro sladkovodni ryby a bezobratlé zivocichy. Aplikace, kde se pouzije 4,5 mg této ucinné
latky na jeden ar, mize poskodit vyrazné vodni ekosystém.

Chlorpyrifos se velmi snadno rozklada ve vSech slozkach Zivotniho prostiedi (voda, puda,
rostliny a zvifata). Dochazi k od§tépeni vazby fosforu za vzniku 3,5,6-trichlor-2-
pyridinolu (TCP), ktery je povazovan za toxikologicky nevyznamnou latku. V pidé a vode,
TCP je dale degradovan prostfednictvim mikrobidlni aktivity a fotolyzou za tvorby oxidu
uhlicitého a organickych latek. U zvirat, mize byt TCP vylucovan pifimo nebo konjugaci,
v rostlinach dochazi k odstranéni konjugati TCP [26].
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Obrazek 33: Degradace chlorpyrifosu
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2.4.5.3 Cypermethrin
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Obrazek 34: Strukturni vzorec cypermethrinu

Podle nazvoslovi ITUPAC se jedna o slouCeninu (RS)-a-cyano-3-phenoxybenzyl
(1RS,3RS; IRS, 3SR)-3-(2,2-dichlorovinyl)-2, 2-dimethylcyclopropanecarboxyldt s CAS Cislem
52315-07-8 a molekulovou hmotnosti 416,3 g.mol™.

Jedna se o hnédou kapalinu, ktera je ve vodé nerozpustnd, ale za to se dobie rozpousti ve
vSech organickych rozpoustédlech. Je mélo tékava a ma velmi nizky tlak par. Vyskytuje se
v 8 riznych izomerech, z nichz kazdy mize mit své vlastni chemické a biologické ucinky. Je
stabilni a vyskytuje se v emulzich nebo v prasku.

Cypermethrin patfi do skupiny syntetickych pyrehtroidi. Pouziva se k oSetfeni bavlny,
fepky olejné, pSenice a dalSich kulturnich plodin. Povazuje se za mirné toxicky pfi oralni a
dermalni expozici a pfiznaky otravy jsou brnéni, svédeéni, ztrata kontroly mocového méchyfte,
kieCe a potlacuje také imunitni systém a tim dochazi k rozvoji nemoci. Drazdi o¢i a muze
vyvolat alergickou reakci na kazi [27, 29].

Oralni davka u potkand je 250 mgkg™ v kukufiéném oleji. Jak uz bylo feteno, kazdy
izomer cis/trans muze mit jiné toxikologické a biologické vlastnosti. V zavislosti poméra
t&chto izomer v testovanych zvifatech se LDs, pohybuje od 150 do 2000 mgkg”. Zadné
reproduk¢ni a teratogenni u€inky nebyly prokazany. Mutagenita nebyla zjisténa, ackoliv byla
pii nejvyssi davce nalezena zvySena hladina mutagennich bunék v kostni dfeni u mysi. Pfi
bliz§im prozkoumani na lidskych subjektech se tato vlastnost neprokazala. EPA klasifikovala
cypermethrin jako mozny lidsky karcinogen kvili zvySené frekvenci vyskytu nador plic
umysi. Pro ptaky je prakticky netoxicky, ale je vysoce toxicky pro ryby a vodni organismy.
Hodnota oralni LDs pro Daphnia magna je 0,2 pg.1”. U ryb je metabolizovan pomaleji ne
u savcl a jeho kumulace ve vodnich organismech je vysoka. Byl také vyhodnocen jako
vysoce toxicky pro v¢ely. Akutni oralni toxicita je 0,035 pg na vcelu [28].

Polocas rozpadu se pohybuje od 4 do 12 dni. Vse zavisi na druhu pidy. Bylo dokazano, ze
perzistence v pisCité pudé je mensi nez v bahné. Ve Francii byla zjisténa kontaminace
podzemni vody touto latkou a dalsi pfipady kontaminace feky byly zjistény v USA [27, 28].
V pudé se vyskytuje jako smés cis a trans izomeru. Cis izomery jsou aktivnéjsi nez trans
forma. Rozkladaji se hydrolyzou nebo fotolyzou. Pii hydrolyze dochéazi ke tvorbé
3-fenoxybenzoové kyseliny (PBA) a cyklopropenkarboxyl- derivati kyselin. Za aerobnich
podminek muze dojit k dalsi degradaci az na CO,. Cypermethrin je hydrofobni a samotny je
v pudé malo mobilni, zatimco jeho produkty rozpadu (PBA a DCVA) jsou v tomto prostiedi
velmi pohyblivé. Ve vodé se cypermethrin nerozpousti, a proto se rychle kumuluje
v sedimentech a v pidé a tvori tak rezervoar této latky. Za normalnich teplotnich podminek a
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pH 7 je ve vodnim prostredi stabilni a hydrolyzuje se velmi pomalu. Pii pH 9 je hydrolyza
rychlejsi [28].

Degradace ve vodnim prostredi

rychld degradace
Adcorpce v sedimentecha — 5 pies pudni hydrolyzu
v suspendovanych ¢asticich a fotolyzu
\ Kyselina cyklopropenylkarboxylové (DCVA)
Cypermethnn [ :
3-fenoxybenzaldehyd
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Obrazek 35: Degradace cypermethrinu ve vodnim prostiedi

Degradace v pudnim prostredi
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Obrazek 36: Degradace cypermethrinu v piidnim prostiedi
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2.4.6 STARANE 250 EC
2.4.6.1 Obecné informace

Tento pesticid patii do skupiny herbicidii pouzivany proti dvoudéloznym plevelim nejen
v obilovinach, kukufici, ovocnych sadech, ale i1 v okrasnych zahradach a travnicich.
Starane 250 EC pronika hluboko do rostlin pomoci jejich listi a pletiv.

Utinna latka fluroxypyr o koncentraci 250 g.1” je velmi rychle vstiebana a translokovana.
Vysledek se projevi béhem par hodin a destové srazky nikterak neovlivni pisobeni tohoto
ptipravku. Vyrabi jej firma Synthesia a.s. v Pardubicich ve formé emulgovatelného
koncentratu, ktery je Skodlivy pro vCely a jedovaty pro ryby a vodni ekosystém [30].
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Obrazek 37: Priimyslové baleni STARANE 250 EC

2.4.6.2 Fluroxypyr
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Obrazek 38: Strukturni vzorec fluroxypyru

Fluroxypyr je podle nazvoslovi ITUPAC kyselina 4-amino-3,5-dichloro-6-fluoro-2-
pyridyloxyoctovd s CAS &islem 69377-81-7 a molekulovou hmotnosti 255,03 g.mol™. Bod
varu této slouCeniny se pohybuje od 232 °C az do 233 °C, tlak par je pii 25 °C 1,26 mPa.
Spatné se rozpouiti ve vod&, jeho rozpustnost je 91 mgl”', ale dobie se rozpousti
v organickych rozpoustédlech (aceton: 41,6 g.I™") [31].

Mezi ptiznaky otravy fluroxypyrem patii vétSinou bolesti hlavy, zavraté, rozmazané vidéni,
svalové zaskuby atd. K expozici muze dojit vdechnutim a pii styku s kazi (hlavné pii vyrobé
pfipravku). Obecna populace se muze dostat do kontaktu stouto slouCeninou pouze
z kontaminovaného ovzdusi, potravy a vody, ojedinéle dermalni expozici. Mirné drazdi oci a
ktzi. Fluroxypyr neni metabolizovan v organismu, ale je pomérné rychle vyloucen v moci.
Bylo pfitom dokazéano, ze dochazi k poskozeni ledvin a to ma za nasledek poSkozeni dalSich
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organd. Nepatii mezi karcinogeny ani mutageny a nebyla prokazana ani reprodukéni toxicita.
Oralni letalni davka LDs, u potkana je 2405mgkg” a dermalni LDsy pro kraliky
je> 5000 mg.kg™”.

Dostane-li se ptipravek do ovzdusi, tak diky jeho tlaku par pifi 25 °C muZe existovat
v plynné fazi a také jako Castice v ovzdusi. Dochazi zde potom k fotochemickym reakcim.
Polo¢as Zivota fluroxypyru v ovzdusi je 13 hodin. Castice jsou z atmosféry vylougeny suchou
a mokrou depozici.

V pudé je fluroxypyr rychle degradovan a polocas rozpadu se odhaduje na 1-3 tydny.
Hlavnimi produkty rozpadu jsou dichloropyridinol a monochloropyrinidol. Je $kodlivy pro
vodni organismy a muze vyvolat dlouhodobé nepfiznivé ucinky ve vodnim ekosystému.
Nedochazi k bioakumulaci fluroxypyru v rybach a vodnich organismech [32].
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Obrazek 39: Hlavni degradacni metabolity fluroxopyru.

2.47 PICTOR
2.4.7.1 Obecné informace

Tento pripravek patii do skupiny fungicidi a na trhu je ve formé tekuté baze. Je
nejpouzivanéj§im piipravkem, ktery slouzi k oSetteni fepky a slunecnice proti hlizence obecné,
plisni Sedé¢, fomové hnilobé a alternariové skvrnitosti. Pictor obsahuje dvé ucinné latky. Jedna
se 0 boscalid o koncentraci 200 g1" a dimoxystrobin o koncentraci 200 g.1"'. Piipravek lze
misit s béznymi insekticidy a kapalnymi hnojivy.

Cely princip uc¢inku téchto dvou ucinnych latek spociva na blokaci mitochondrialniho
dychani patogenu. Boscalid patii do nové skupiny fungicidd, tzv. anilint. Blokuje energeticky
proces na urovni mitochondridlniho dychani, na tak zvaném komplexu II. Dimoxystrobin
patii do skupiny strobilurint, blokuje mitochondrialni pfenos elektronti houby na tak zvaném
komplexu III. Obé latky tak pasobi systémove, vykazuji preventivni i kurativni Gcinek, takze
chrani rostlinu pfed napadenim, ale také po infekci [33].

Pripravek neni snadno odbouratelny v zivotnim prostiedi a nespravné pouziti tohoto
piipravku mize byt zdravi skodlivé [34].
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2.4.7.2 Boscalid

Obrazek 40: Strukturni vzorec boscalidu

Boscalid je podle nazvoslovi IUPAC 2-chlor-N-(4"-chlor-2-bifenylyl)nikotinamid s CAS
&islem 188425-85-6 a molekulovou hmotnosti 343,21 g.mol™. Bod varu je 447,27 °C a tlak
par je 2.10° hPa pii 25°C. Je to bila krystalicka latka, ktera je velmi dobie rozpustna
v organickych rozpoustédlech [35].

Boscalid ma obecné nizkou toxicitu a EPA ho fadi do kategorie III. Pfi zkoumani
subchronické toxicity na pokusnych zvitatech doslo ke snizeni ¢i zvySeni télesné hmotnosti a
k poskozeni funkce jater a S§titné zlazy. Studie na vyvojovou a reprodukcni toxicitu
zaznamenala zvySené mnozstvi potratd. U narozenych mladat doslo ke snizeni télesné
hmotnosti. Pfi zkoumani chronickych pfiznakd, kde byla zkoumana i karcinogenita, doslo ke
zvySeni vyskytu folikularnich bunék §titné zlazy, které jsou Castou pficinou vzniku nadoru
Stitné zlazy. Vétsi vyskyt téchto bunék byl zaznamenan u muzského pohlavi. U zenského
pohlavi doslo k poSkozeni funkce, ale nebyla prokézana karcinogenita. I kdyz byly zji§tény
sugestivni u¢inky karcinogenity, nezatfadila EPA US tuto slouceninu do registru latek, které
mohou byt potencialnimi lidskymi karcinogeny. Nebyla prokazana mutagenita a ani
neurotoxicita.

Boscalid je mimé toxicky pro vodni organismy, ale v disledku malé koncentrace nelze
povazovat tuto latku za velmi nebezpecnou pro vodni ekosystém. Je prakticky netoxicky pro
zvifata. Jeho oralni letalni davka LDsy u potkana je > 5000 mg kg™, dermalni davka LDs,
u potkana je > 2 000 mg.kg™. Boscalid se velmi pomalu rozklada ve vétsing pad. Ma nizkou
mobilitu, protoze se sorbuje na organickou hmotu. Primarni mechanismus degradace v pudé
je aerobni rozklad, kdy dochazi k tvorbé mnoha meziprodukti a nasledné preméné na CO,
nebo vézand rezidua. Mezi hlavni meziprodukty se fadi 2-chlornikotinova kyselina
a 2-hydroxy-N-(4"-chlorobifenyl-2-yl)nikotinamid. Boscalid je hydrolyticky 1 fotolyticky
stabilni ve vodé i v padé. Vzhledem k nizké biologické rozlozitelnosti boscalidu ve vodnim
prostfedi dochazi k ukladani této latky do sedimentu. Nedochéazi ke kontaminaci podzemni
vody, ale v pfipadé nespravného pouziti pripravku muze dojit ke zvySeni jeho koncentrace
v povrchovych vodach. Boscalid se degraduje v sedimentech na 2-chlornikotinovou kyselinu,
ktera podléha mineralizaci za vzniku CO, a vazanych reziduich [36].
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2.4.7.3 Dimoxystrobin
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Obrazek 42: Strukturni vzorec dimoxystrobinu

Dimoxystrobin je podle nazvoslovi IUPAC (E)-2-(methoxyimino)-N-methyl-2-[a-(2,5-
xylyloxy)-o-tolyl]acetamid s CAS Cislem 149961-52-4 a s molekulovou
hmotnosti 326,39 g.mol™.

Je to bila krystalicka latka, ktera se rozklada jiz pfed bodem varu. Teplota, pii které zacne
degradace, je 300 °C. Tlak par pii 25 °C je 6.10° mPa. Ve vodg pii 20 °C se rozpousti §patnd
(4,3 mg.1™), ale velmi dobie se rozpousti v organickych rozpoustédlech (aceton: 72 g.1™).

Ma nizkou toxicitu pro savce. Hodnota LDsg pro potkana je > 5000 mg.kg™. Pro ptactvo je
mirné toxicky, hodnota LDs, pro kiepelku virginskou je > 2000 mg.kg™. Pro vodni prostiedi
a ryby je vysoce toxicky. Letalni koncentrace LCsy pro pstruha duhového po 96 hodinach
je 0,0434 mg.l™" a pro Daphnia magna je LCso po 48 hodinach 0,0394 mg1”. Je podeziely na
karcinogenni a reprodukéni ucinky. Mutagenita a neurotoxicita nebyla prokazana.
Dimoxystrobin se poklada za latku perzistentni a v pud€ se rozklada aerobné. Polocas rozpadu
je 210 dnd. Ve vodnim prostiedi pii pH 7 a pii 20 °C je velmi stabilni. Hlavnimi metabolity
v pude jsou 4-methyl-2-{[({(1F)-2-[methyl(fenyl)amino]-2-
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oxoethyliden } amino)oxy|methoxy }benzoova kyselina a 4-methyl-3-{[({(1F)-2-
[methyl(fenyl)amino]-2-oxoethyliden} amino)oxy Jmethoxy }benzoova kyseli
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Obrazek 43: Degradace dimoxystrobinu v piidé
2.5 Metoda QuEChERS

Extrakéni metoda QUEChERS je velmi rychla, jednoducha extrakce a nasledné precisténi
vzorku s pouzitim dSPE zkumavek.

Byla vyvinuta a publikovana institutem US Department of Agricultural Eastern Reagional
Center ve Wyndmooru. Metoda QuChERS odstranuje ze vzorku lipidy, sacharidy, organické
kyseliny, steroly, proteiny, barviva a vodu. Je velmi rychla a levna. Sklada se ze dvou krokd.
Prvni krok obnasi extrakci vzorku a frakcionaci pomoci organického rozpoustédla s roztokem
soli. Druhym krokem je opét extrakce a preci§téni organické vrstvy metodou SPE. Vyuziti
SPE techniky k Cisténi extrakti spociva v odstranéni nezadoucich komponent z extraktu, ¢i
jiného vzorku zachycenim na sorbentu. Cilem je minimalizace sorpce stanovovanych analyts,
které projdou pres kolonku a jsou jimany pro dalsi zpracovani a konecnou analyzu [38].

2.6 Kapalinova chromatografie s UV-VIS detektorem

Kapalinovou chromatografii je mozno stanovit velky pocet organickych 1 anorganickych
latek. Patfi mezi fyzikalné — chemické separacni metody, vyuzivajici déleni latek za pomoci
dvou fazi. Tyto faze se nazyvaji mobilni faze (pohybliva), v nasem piipadé se jedna
o kapalinu), a faze stacionarni (nepohybliva). Za zaklad principu celé separace se povazuje
rizna afinita slozek vzorku k uvedenym fazim. Da se fici, ze ¢im vétsi je afinita vzorku ke
stacionarni fazi a mensi k mobilni, tim se bude déle zdrzovat v koloné.

2.6.1 Mobilni faze

Mobilni faze zde vystupuje jako hlavni nosi¢ vzorku, ktery byl nastfiknut davkovacim
ventilem. Vzorky, které maji vysokou afinitu k mobilni fazi, jsou dfive vymyvany z kolony a
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tim 1 jejich retencni Casy jsou kratké. Dle slozeni mobilni faze v pribéhu analyzy rozlisujeme
dva hlavni typy eluci. Pfi izokratické eluci je vyuzito konstantni slozeni mobilni faze.
Vsechny slozky vzorku se za¢nou na zacatku kolony pohybovat, ale kazda z nich se pohybuje
jinou rychlosti. Dals§i moznosti je gradientova eluce, kterd vyuzivda meéniciho se slozeni
mobilni faze v prabéhu meéfeni. VSechny slozky ve vzorku jsou zadrzeny na koloné a
postupnym zvySovanim elu¢ni sily mobilni faze zacnou kolonou migrovat.

2.6.2 Stacionarni faze

Stacionarni faze se nachazi uvnitt kolony, pfes kterou protéka mobilni faze. Interakce mezi
stacionarni fazi a vzorkem, stacionarni fazi a mobilni fazi a mobilni fazi a vzorkem jsou rtizné.

2.6.3 Slozeni kapalinového chromatografu

Zakladni cCasti kapalinového chromatografu jsou zasobnik mobilni faze, odplyiovaci
jednotka, sméSovaC, vysokotlaka Cerpadla, trojcestny ventil, davkovaci zafizeni, kolona,
detektor, jimac frakci a zafizeni pro zpracovani dat. Existuje mnoho typu kapalinovych
chromatografi, které maji bud’ vice Casti, nebo mén¢, ale princip je stale stejny. Mobilni faze
protéka ze zasobniku do odplynovaci jednotky, dale do sméSovace, kde dochazi k michéani
raznych slozek mobilni faze (gradientova eluce). Odtud je vedena do vysokotlakého Cerpadla
az do davkovaciho ventilu. Zde dochazi k vneseni vzorku do proudu mobilni faze, ktera jej
unasi do kolony. Chromatograficka kolona je spojena s detektorem (napt. UV-VIS)) a odtud
muze eluat pokraCovat do jimace frakci. Z detektoru je signal veden do vyhodnocovaciho
zafizeni [39].

PRIPRAVA MF. DAVKOVANI

Zasobniky m.f. Cerpadlo
Dévkovaci
Odplyiiova¢ m.f. | Gradient |—, smycka

DETEKCE SEPARACE

Piedkolona
Kolona

Detektor(y) M

Jima¢ frakei
v

Qdpad

Jepsoursal t

Obrazek 44: Schéma kapalinového chromatografii

2.6.3.1 Zasobniky mobilni fdze

Jedna se o zasobni ldhve umisténé na horni casti kapalinového chromatografu. Tyto lahve
jsou vétsinou sklenéné z Cirého nebo tmavého skla o objemu 1 1 nebo 2,5 1.

42



2.6.3.2 Odplyfiovaci jednotka

Mobilni faze se vakuové odplyfiuje pii prutoku trubickou z polopropustného materialu
umisténou v evakuovaném prostoru. Material trubi¢ky je propustny pro molekuly dusiku a
kysliku, ale nepropousti slozky mobilni faze.

2.6.3.3 Cerpadlo a gradient

V soucasnosti se nejcastéji vyuzivaji Cerpadla s malym objemem pistu, osazena dvéma
pisty v sériovém uspofadani. Bezpulsni tok je zajistén linedrnim pohybem pistu prakticky po
cely zdvih. Gradient je tvofen bud’ v nizkotlaké Casti (pfed Cerpadlem), kde je mozno michat
az Ctyti slozky mobilni faze, nebo ve vysokotlaké; v tomto pripadé je Cerpadlo osazeno dvéma
dvoupistovymi jednotkami a lze michat pouze dvé slozky mobilni faze. [40] NejcCastéji
vyuzivanou mobilni fazi v soucasné HPLC je smés vody s organickym modifikatorem
(acetonitril, methanol, tetrahydrofuran).

2.6.3.4 Automaticky davkovaé pro HPLC

Automatické davkovace jsou vybavené zasobnikem, ve kterém jsou umistény vialky se
vzorky. Vzorek se davkuje pomoci vicecestnych (napf. Sesticestnych) ventild vybavenych
davkovaci smycCkou plnénou castené nebo upln€. K zamezeni kontaminace vzorku se
pouziva oplach jehly. Prostor pro vialky se vzorky mize byt temperovan a chranén pred
svétlem.

2.6.3.5 Kolony v HPLC

V HPLC se dnes pouzivaji pfevazné napliiové kolony vyrobené z nerezové oceli o priméru
nejcastéji 4,6 nebo 2,1 mm a délce 10,15 nebo 25 cm. Jsou nejCastéji plnéné casteckami
stacionarni faze o malém primeéru (3,5 pm a méng), ¢asteCkami s pevnym inertnim jadrem
potazenym tenkou vrstvickou stacionarni faze. Nejpopularnéj§i jsou naplné zalozené na
silikagelu s povrchem modifikovanym dlouhymi alkanovymi fetézci (nejcastéji oktadecylem).

2.6.3.6 Detektory v HPLC

Detektory, které se nejCastéji spojuji s kapalinovou chromatografii, jsou refraktometricky
(méfi index lomu eluatu), spektrofotometricky (méfi absorpci UV a viditelné oblasti spektra),
fluorescencni, elektrochemicky (zalozeny na sledovani oxida¢né-redukéni reakce
separovanych latek) a hmotnostni (sledovani pomért m/z po ionizaci separovanych slozek).
V nasem pripadé byla kapalinovda chromatografie spojend se spektrofotometrickym
detektorem.

Spektrofotometrické detektory jsou zalozené na principu absorpce zafeni v oblasti
vinovych délek od 190 nm az po 800 nm. Vyhodnoceni vzhledem ke kvantité je zalozeno na
Lambeert — Beerovu zakonu, ktery fikd, ze absorpce je pfimo Umérna koncentraci (c)
absorbujici latky a tloust'ce absorbujici vrstvy (/).
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A=c¢ccl

E o, moldrni absorpcni koeficient @
[ koncentrace absorbujici sloZky
[ tloustka absorbujici vrstvy

Tento zékon plati jen v pfipad€, ze zafeni je monochromatické, roztoky musi byt zfedéné,
absorbujici zafeni nesmi podléhat zadnym zméndm a v roztoku musi byt jen jedna absorbujici
slozka. Pokud je v roztoku pifitomno vice slozek, je celkova absorbance sumou dil¢ich
absorbanci jednotlivych slozek. Detektor s diodovym polem (DAD) snima celé UV-VIS
spektrum v realném Case bez preruseni chromatografické separace. Jeho schéma je na Obr. 46.
Sklada se ze zdroje zateni (1), Stérbiny (2), Cocky (3), clony (4), mérné cely detektoru (5),
holografické mriizky (6) a diodového pole (7).

Obrazek 45: Schéma detektoru DAD

Zateni ze zdroje prochazi castmi detektoru. Na kazdou diodu dopadd zafivy tok
odpovidajici urcité vinové délce zeslabeny absorpci v cele detektoru. Kazda fotodioda je
spojena s kondenzatorem, jenz je nabity na urcitou hodnotu. Fotoelektricky proud vznikajici
po dopadu zafeni na diodu vybiji kondenzator, pfi¢emz mira jeho vybiti je umérna intenzité
dopadajiciho zafeni. V dal§im kroku se kondenzatory nabiji a zméfi se naboj, ktery byl
potfebny na jeho dobiti. Velikost tohoto naboje se registruje pomoci vyhodnocovaciho
zafizeni [41].

2.7 Plynova chromatografie s hmotnostni detekci (GC/MS)

Plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii se v soucasné dobé pouziva predevsim
k analyze tékavych organickych polutantd a také semivolatilnich sloucenin ve velmi slozitych
smeésich.

Plynova chromatografie je separa¢ni metoda, pii niz dochdzi k unaseni vzorku nosnym
plynem (mobilni faze) kolonou, ve které je obsazena stacionarni faze. Podle rGznych
sorpcnich schopnosti slozky ve vzorku za¢nou interagovat s touto stacionarni fazi. Oddélené
slozky jsou dale unaseny nosnym plynem kolonou a posléze vstupuji do detektoru, kterym je
v naSem piipadé hmotnostni spektrometr [42].
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2.7.1 Plynova chromatografie
2.7.1.1 Zdroj a regulace nosného plynu

Jako mobilni faze se pouziva nosny plyn, ktery nesmi nikterak ovliviiovat samotny vzorek
a kolonu. Nejpouzivanéjs§i nosné medium je helium, vodik a dusik. Tyto plyny jsou dodavany
v tlakovych lahvich. Pratok je v soufasnych plynovych chromatografech regulovan
elektronickym zafizenim [42].

2.7.1.2 Davkovaci systéem (Injektor)

K davkovani vzorku do plynového chromatografu slouzi injektor, ve kterém dochazi
k vneseni kapalného vzorku do proudu nosného plynu a kjeho velmi rychlému odpareni.
V pripad¢ kapilarich kolon se davkovani vzorku mize provadét nékolika zplsoby:
o S délicem toku (split injection)
o Bez délice toku (spliless injection)
o Davkovani pfimo do kolony.
o Déavkovani s programoveé zvySenou teplotou

[43]
L]

Obrazek 46: Split - spliless davkovaci zarizeni
2.7.1.3 Chromatograficka kolona

Srdcem kazdého chromatografu je kolona. Pouzivaji se napliiové a kapilarni kolony.
V plynové chromatografii se vyuzivaji predev§im kapilarni kolony o riznych délkach a
pramérech. Délky téchto kapilar se pohybuji od 20 az do 200 m a pramér je nejCastéji
v rozmezi 0,2 - 0,53 mm. Materidlem pro vyrobu téchto kolon byva kiemen a kapilara, jenz je
velmi kiehka, se jesté pokryva polyimidovou vrstvou, ktera ji chrani a dodava ji pruznost.

Na vnitini stén¢ kapilarni kolony se nachdzi stacionarni faze, ktera diky své povaze
dokaze rozdélit slozky unasené nosnym plynem. V soucasnosti se pouzivaji stacionarni faze,
které spliiuji nasledujici pozadavky:

o Vysoka reprodukovatelnost
o Tepelna odolnost
o Stabilita
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V soucCasnosti se nejvice pouzivaji stacionarni faze na bazi siloxani substituovanych
methyl- a fenylskupinou, které jsou chemickou vazbou zachyceny na vnitini stén¢ kapilarni
kolony. Nejcastéji jsou vyuzivany stacionarni faze na bazi 5% difenylsiloxanu a 95%
dimethylsiloxanu, oznacované jako DB-5, HP-5, RTX-5 atd. podle vyrobce.

2.7.1.4 Termostat

Termostat zajisStuje vysokou teplotu davkovace, ktery prevadi vzorek do plynného
skupenstvi. Dale udrzuje stabilni teplotu v koloné a v detektoru. V pribéhu analyzy lze
teplotu na koloné programove ménit [43].

2.7.2 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie se zaklada na schopnosti délit nabité Castice podle jejich poméru
m/z v elektrickém, pfipadné magnetickém poli. Tato metoda je pouzitelna pro vSechny prvky.
Je vysoce citliva a pomémné nenaro¢na na mnozstvi vzorku. Zafizeni se sklada ze vstupu
vzorku, ziontového zdroje, iontové optiky, disperzniho prvku, detektoru a vakuového
systému [44].

2.7.2.1 Ionizacni techniky

Elektronova ionizace (EI) je nejpouzivangjsi tvrda ionizacni technika. Principem této
techniky je interakce analyzované latky s proudem urychlenych elektront (70 eV) za vzniku
radikal - kationu (M"). Jako zdroj elektroni se nejcastéji vyuZiva elektricky zhavené
rheniové nebo wolframové vlakno.

Chemickd ionizace (CI) patti do skupiny mékkych ioniza¢nich technik. Primarnim zdrojem
je opét proud urychlenych elektrond, ktery ionizuje reakcni plyn vyskytujici se v iontovém
zdroji ve vyrazném nadbytku oproti vzorku. K ionizaci dochazi v dasledku ion-molekularnich
reakci mezi reaktivnimi spéciemi vzniklymi zreakéniho plynu a molekulami vzorku.
Nejpouzivanéj§im reakénim mediem je methan.

Elektrosprej (ESI) je technika prevodu iontd z kapalné faze do plynné. Dochazi ke vzniku
nabitych kapének na konci sprejovaci kapilary v disledku piisobeni intenzivniho elektrického
pole.

Matrix Asssted Laser Desorption/Ionization (MALDI) je technika, kde vzorek je smichan
s matrici a nanesen na desticku s ter&iky. Zdrojem zafeni jsou lasery pracujici v UV a IC
spektru. Vzorek je ozaren laserem a tim je vyvolano jeho odpareni a ionizace [45].

2.7.2.2 Analyzdtory v MS

Funkci analyzatora je separace iontu na zaklade€ jejich poméru hmotnosti a naboje (m/z).
Fyzikalni principy, které k tomuto ucelu vyuzivaji, jsou odchyleni ionti v elektrickém a
magnetickém poli, oscilace iontl v elektrickém poli vytvoreném kombinaci stejnosmérného a
vysokofrekvenéniho stfidavého napéti, méfeni doby letu iontd, absorpce energie pri
cykloidalnim pohybu iontd v magnetickém a elektrickém poli.
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Magneticky analyzator umoziiuje prostorové rozdéleni monoenergetického svazku ionta
podle m/z. Tonty urychlené v iontovém zdroji majici stejnou kinetickou energii vstupuji do
magnetického pole elektromagnetu, kde opisuji drahu o riznych polomérech zakfiveni a tim
dochazi k jejich rozde€leni podle jejich efektivni hmotnosti.

Elektrostaticky analyzdtor (ESA) pracuje na stejném principu jako magneticky analyzator,
namisto magnetického pole vyuziva pole elektrické.

Pruletovy analyzator (TOF) je nejjednodus§im hmotnostnim analyzatorem ve hmotnostni
spektrometrii. Je tvofen prazdnou trubici, do které pulsnim zplsobem vstupuji ionty
urychlené na stejnou kinetickou energii. Ionty s vét§i hmotnosti se pohybuji nizsi rychlosti
nez ionty leh&i. Cim del3i je letova trubice, tim je rozdé&leni iontd lepsi.

Kvadrupdlovy analyzator (Q) je nejcastéji vyuzivan ve spojeni s plynovou nebo
vysokoucinnou kapalinovou chromatografii. Zafizeni se sklada ze Ctyt kruhovych ty¢i, které
jsou pripojeny ke zdroji stejnosmérného a stfidavého napéti. lonty, které vchazi do prostoru
mezi témito ty¢emi, se dostanou do stfidavého pole a zacnou oscilovat. Pii vhodném poméru
stejnosmérného a stfidavého napéti a dané hodnoté téchto napéti projdou jen ionty o urcité
hodnoté m/z.

Resonant fragment

lon source

DC and AC voltages

Obrazek 47: Schéma kvadrupolu

lontova past (IT) je zafizeni, které umoziiuje pomoci elektrického pole uzaviit ionty
v ohrani¢eném prostoru. lontova past se sklada ze tfi soucasti. Jedna se o vstupni a vystupni
elektrodu kruhového prafezu a prstencovou stiedovou elektrodu. Krajni elektrody jsou
uzemnény a na stfedovou elektrodu se vkladd vysokofrekvencni napéti s proménnou
amplitudou. Ionty jsou nuceny se pohybovat uvnitf iontové pasti na cyklickych drahach.
S rostouci amplitudou napéti se ionty s rostouci m/z dostavaji na nestabilni trajektorie a
opoustéji prostor smérem k detektoru [46].
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Obrazek 48: Schéma iontové pasti
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Odbér vzorku
3.1.1 Oblast odbéru

Meésto Kunstat se nachéazi v oblasti zdpadniho Boskovicka, v severozapadni ¢asti okresu
Blansko. Krajina se rozprostird v nejvychodngjsi &asti Ceskomoravské vyso&iny. Nazyva se
Hornosvaratecka vrchovina a dosahuje na severozapadé a zapadé az 700 m.n.m. a smérem
k jihovychodu a vychodu se snizuje az na 300 m.n.m. Vrchy a kopce se spojuji v horské
hiebeny, které misty prikie spadaji do udoli, misty prechédzeji poznenahlu do roviny.
Z nékterych kopcu je krasny pohled do krajiny, kde se stfidaji lesy jehlicnaté se smiSenymi,
sady s hajky nebo poli, loukami a pastvinami odd&lenymi remizky. Uzemi Kunitatu, Lysic a
Olesnice patfi do povodi feky Svitavy a z mensi Casti 1 do povodi feky Svratky. V Kunstaté
zije zhruba 2000 obyvatel. Od roku 1980 byl chranény pfirodni park pokitén na Halasovo
Kunstatsko.

Zakladatelem méstecka byl Kuna, syn Herolta z Obfan. Prvni pisemna zminka o Kunovi je
zroku 1281 v listiné Alberta z Dubna. Mésto vystfidalo mnoho nazvu od Kunina Mésta az po
Kunstadt a od roku 1872 jiz zastal jeho dosavadni nazev ,, Kunstat“. Kuna, ktery vérné slouzil
krali Premyslu Otakarovi I1., si vybral zdej$i kraj a zalozil zde hrad a také mésto. To se velmi
rychle rozristalo. Nejvyznamnéjsi osobnosti Kunstatu je kral Jifi z Podébrad a z KunStatu,
ktery zde stravil détstvi se svym porunikem Heroltem z Kunstatu a Lestnice. Byvaly hrad byl
poté prestavén na zamek. Unikatnim objevem zroku 1994 pii opravach omitek na zamku
doslo k objeveni mnoha pozdné romanskych kamenickych detailt patiicich do romanského
stylu. Tim se na§ zamek, ktery je jedinym tohoto druhu na Moravé, zaradil mezi nejstarsi
Slechtické hrady.

Obrazek 49: Zamek Kunstat

Jedno z odbérovych mist se nachazi ve vesnicce Sychotin, ktera je pfifazena pod Kunstat.
V¢elin €. 1 byl umistén na konci této vesni¢ky. V okoli se nachazela Cerpaci stanice a vede
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zde hlavni silnice na Olesnici. V¢elin byl obklopen smiSenym lesem a pobliz se nachéazelo
pole s fepkou a obilim.

Obrazek 50: Odbérové misto Sychotin - umisténi véelinu

Druhé odbérové misto se nachazi v oblasti Toubof. Poloha Toubofe je asi 2 km
jthozapadné od Kunstatu a opét patii pod obec Kunstat. Trvale zde zije pfiblizné 30 obyvatel.
Je to malebna vesnicka, kde se zastavil ¢as. V okoli se nachazeji jehli¢naté a smiSené lesy a je

zde mnoho neobdé€lavanych luk. Piiblizn€ asi 1-2 km od vcelina se nachézeji velké lany
s fepkou olejkou, obilim a makem.

Obrazek 51: Odberové misto Toubor - umisténi véelinu
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3.1.2 Vlastni odbér vzorku

Byl odebiran pyl rouskovy a pyl plastovy. Analyza byla jesté¢ doplnéna odbérem medu.
Odbér se provadél piiblizn€ po mésici. VSe bylo zavislé na pocasi. V roce 2010 bylo jaro a
léto velmi desStivym obdobim, takze odbér pylu nebylo mozné provadét v presnéjSich
terminech. Terminy odbéru jsou uvedeny v tabulce ¢. 7. Vzorky byly vysuSeny pii pokojové
teploté po dobu 48 hodin a poté ulozeny v lednicce v polyethylenovych saccich.

Tabulka 6: Data odbéru pylu

Cas

Misto . Teplota Tlak

Druh pylu Datum 8 odbéru °

hP
odbéru (hod] [°C] [hPa]
_ 22.5.2010 Toubor 13:00 13,8 1020,7
S 22.5.2010 | Sychotin 19:30 13,8 1020,7
\E\ 25.6.2010 Toubor 18:00 23,0 1011,8
é 25.6.2010 | Sychotin 19:00 23,0 1011,8
§ 5.8.2010 Toubor 18:30 25,0 1015,3
6.8.2010 Sychotin 19:30 23,0 1010,6
22.5.2010 Toubor 18:30 13,8 1020,7
é 22.5.2010 | Sychotin 19:30 13,8 1020,7
B 8.7.2010 Sychotin 19:00 31,0 10223
% 13.7.2010 Toubor 19:30 28.5 1016,6
~ 5.8.2010 Toubor 18:30 25,0 1015,6
6.8.2010 Sychotin 19:30 23,0 1010,6
Tabulka 7: Data odb¢éru medu
Datum medovani Druh medu
10. 6. 2010 SmiSeny
26.6.2010 SmiSeny
17.7.2010 Lesni
31.7.2010 Lesni

3.1.2.1 Odbér rouskového pylu

Rouskovy pyl je pyl, ktery vCely piindSeji do ulu, ale jesté neni zpracovany. Odbér se
provadi pomoci specialni mfizky, nazyvané , pylochyt®. Vzdy v dobé odbéru se miizka
umistila pfed Cesno v Casnych rannich hodinach a jesté tentyz den veler se tato mfizka
oddélavala. Vcely pii pfiletu zvenku musi prolézt touto mfizkou. Pfi pruchodu dojde
k odpadnuti pylu do nerezové misky, umisténé pod Cesnem. Na nasledujicich obrazcich je
zobrazen odbér rouskového pylu.
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Obrazek 52: 1. Odhalené Cesno; 2. - 3. montdz pylochytu; 4. ukdzka zpiisobu priilezu véely touto mriZkou

3.1.2.2 Odbér plastového pylu

Plastovy pyl je pyl, ktery je uloZzen v buiikach plastu. Tento druh pylu byl odebiran
tzv. ,,vypichnutim* z buiiky, kde je pyl umistén. K tomu slouzi tzv. ,vypichovatko®, kterym
se pyl odstrani, ale nedojde k velkému poskozeni buriky plastu.

Obrazek 53: Odbér plastového pylu

3.1.2.3 Odbér medu

Med byl odebiran vzdy pii medovani. V roce 2010 se medovalo celkem 4x, a to v mésicich
Cerven az Cervenec. Zde bohuzel nebylo mozné oddélit med podle stanovist. Po odvi¢kovani
se ram s plastem ulozi do medometu a odstfedivou silou se med vyto¢i do medometu a po
nasledném precezeni a vycCefeni se stoCi do potravinovych plastovych nadob. Med byl
odebiran do zavarovacich sklenic.
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3.2 Piiprava vzorku

Obrazek 54: Vzorky medu

Vzorky pylu a medu byly pfipravovany podle ¢lanku ,,High Levels of Miticides and
Agrochemicals in North Ameri¢an Apiaries: Implications for Honey Bee Health* [47]. Byla
zde vyuzita medota QUEChERS.

3.2.1 Pristroje a vybaveni pro pripravu vzorku

0O O O 0O 0O O

3.2.2 Chemikalie

Analytické vahy, Sartorius, Némecko

Centrifuga

SPE vybaveni, Barker, model SPE-12G (Holandsko)
TurboVap®, Caliper Life Sciences, USA

Teflonové filtry, Cronus filtr Syringe Teflon 4 mm, 0,45 Green
injekeni stiikacka a dalsi bézné vybaveni

Extrakcni roztok:  Acetonitril: deionizovana voda: kyselina octova (55:44:1)

o

o

o
Vnitini standard:

o
Standardy:

o

o

o

o

o

Acetonitril gradient grade pro chromatografii LiChrosolv®, Merck
(Némecko)

Deionizovana voda

kyselina octova 99 %, Penta, Chrudim

Deuterovany methiocarb, Dr Ehrenstorfer GmbH (Némecko)

Dicamba, Dr Ehrenstorfer GmbH (Némecko)
Propiconazol, Dr Ehrenstorfer GmbH (Némecko)
Chlorpyrifos, Dr Ehrenstorfer GmbH (Némecko)
Boscalid, Dr Ehrenstorfer GmbH (Némecko)
Mesotrione, Dr Ehrenstorfer GmbH (Némecko)
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QuChERS slouceniny:
o Siran hote¢naty MgSO,
o Anhydrid octanu sodného NaAc

SPE vybaveni pro analyzu GC/MS:
o SPE kolonky:
e 250 mg grafitizovaného uhliku
e 500mgPSA
e 800 mg anhydridu siranu hofe¢natého MgSO4

o Promyvaci roztok: Aceton: toluen (7:3)
e Aceton, Chromservis s.r.o., Praha
e Toluen pro chromatografii LiChrosolv (R),
Merck, Némecko

3.2.2.1 Postup

Do plastikovych zkumavek byly navazeny 3,0 g pylu. Poté bylo pfidano 30 ml extrakéniho
rozpoustédla (aceton: deionizovana voda: kyselina octova (55:44:1) a asi 3 minuty se ru¢né
ttepalo. Do protiepanych vzorkti bylo pfidano 20 pl vnitiniho standardu a opét se vzorky
protiepaly. Do kazdé zkumavky bylo potom piidano 6 g anhydridu siranu hofe¢natéhoa 1,5 g
anhydridu octanu sodného. Vzorky se tfepaly po dobu asi 1 minuty a poté byly odstiedény
centrifugou po dobu 2 minut pii 2000 otackach.

Do SPE kolonek, obsahujicich 250 mg grafitizovaného uhliku a 500 mg PSA, byla pfidana
treti vrstva 800 mg anhydridu siranu hofe¢natého. Kolonky byly aktivovany 4 ml smésného
roztoku (aceton: toluen (7:3). Do aktivovanych kolonek se pfidalo 10 ml extraktu vzorku a
4 ml smésného roztoku (Aceton: toluen) a eluat byl jiman do 20 ml sklenénych vialek.

Takto prolisténé vzorky byly odpafeny pod dusikem pomoci piistroje TurboVap® pii
teploté vodni lazn€ 50 °C po dobu 40 min. Zkoncentrované vzorky byly nafedény 400 pl
acetonu a byly prefiltrovany pies teflonovy filtr do 2 ml vialek pro automaticky davkovac
GC/MS.

Obrazek 55: Ukdzka pripravy vzorkii: Panel 1: Zkumavka s roztokem vzorku, Panel 2: SPE zarizeni, Panel 3:

Vzorky pylu nachystané na zakoncentrovdini
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3.3 Analyza pomoci HPLCs UV-VIS detekci
3.3.1 Zarizeni
e Kapalinovy chromatograf Agilent 1100 Series (Agilent Technologies, USA)

e UV-VIS detektor s diodovym polem
e Software ChemStation for LC systém, Rev. B.01.03 (204)

Obrazek 56: Agilent 1100 Series HPLC

3.3.2 Chemikalie a rozpoustédla

Standardy
o Boscalid v cyklohexanu
e Koncentrace 10 mg.1™"; &istota: 99,5 %, hmotnost: 5,026 mg
o Dicamba v acetonitrilu
e Koncentrace 100 mg.1"; istota: 99,0 %, hmotnost: 2,528 mg
o Chlorpyrifos v cyklohexanu
e Koncentrace 100 mg.1"; istota: 99,0 %, hmotnost: 2,528 mg
o Propiconazole v cyklohexanu
e Koncentrace 100 mg.I™" &istota: 97,5 %, hmotnost: 5,129 mg
o Mesotrione
e Pevna krystalicka latka, hmotnost: 1 g
Rozpoustédia:

o Acetonitril, Multisolvent, Scharlau Chemie (Barcelona)
o Deinozovana voda
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3.3.3 Chromatografické podminky
3.3.3.1 Autosampler
Objem davkovaného vzorku byl nastaven na 10 pl.
3.3.3.2 Mobilni faze

Jako mobilni faze byly pouzity acetonitril (ACN) a deionizovana voda (DW). Gradient
mobilni faze trval 8 minut a jeho nastaveni je uvedeno v tabulce €. 9.

Tabulka 8:; Gradient mobilni faze

t [min] Pomér ACN :DW
0 10:90
2 20:80
4 50:50
6 80:20
8 100:0

3.3.3.3 Kolona
Byla pouzita kolona ZORBAX" SB — C18 o rozmérech 3,0 x 250 mm s velikosti &astic
naplné 5 um, pro maximalni teplotu 90 °C a tlak 350 bar (Agilent Technologies). Prutok
mobilni faze kolonou byl nastaven na 0,5 ml.min™".
3.3.3.4 Termostat
Termostat kolony byl nastaven na teplotu 25 °C.

3.3.4 UV - VIS DAD detektor

UV-VIS detektor s diodovym polem byl nastaven pro zobrazeni chromatogrami pfi
vlnovych délkach 230 nm, 254 nm, 270 nm a 275 nm.

3.3.5 Postup analyzy

Meéfeni probihalo na uvedené kolon¢ v systému obracenych fazi. Byly zméfeny standardy
pfi uvedenych podminkach.

3.4 Analyza na GC/MS

Vzorky byly prométeny v modu SCAN a SIM. Celkova doba analyzy trvala 13 minut.
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3.4.1 Zarizeni

Agilent 6890 Series GC Systém (Agilent Technologies, USA)
Agilent 5973 Network Mass Selective Detector (Agilent Technologies, USA)
Software Enhanced ChemStation (Agilent Technologies, USA), verze 00.00.38

i
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Obrazek 57: Agilent 6890 Series GC System / Agilent 5973 Network Mass Selective Detector

3.4.2 Chemikalie a rozpoustédla

Standardy

o Boscalid v cyklohexanu

e Koncentrace 10 mg.1™"; &istota: 99,5 %, hmotnost: 5,026 mg
o Dicamba v acetonitrilu

e Koncentrace 100 mg.1"; istota: 99,0 %, hmotnost: 2,528 mg
o Chlorpyrifos v cyklohexanu

e Koncentrace 100 mg.1"; istota: 99,0 %, hmotnost: 2,528 mg
o Propiconazole v cyklohexanu

e Koncentrace 100 mg.1"; ¢istota: 97,5 %, hmotnost: 5,129 mg
o Mesotrione

e Pevna krystalicka latka, hmotnost: 1 g

Rozpoustédia:

o Aceton pro organickou stopovou analyzu SupraSolv(R), Merck, Némecko
o Hexan pro organickou analyzu, J. T. Baker, Holandsko
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3.4.3 Chromatografické podminky
3.4.3.1 Automaticky davkovacé

Automaticky davkova¢ byl nastaven na nastfik objemu vzorku 1 pl. Na vyplachnuti
sttikacky byl pouzit aceton a hexan.

3.4.3.2 Davkovani

Bylo vyuzito bezdé€licové davkovani. Teplota pii nastfiku byla 250 °C. Jako nosny plyn
bylo pouzito helium Cistoty 99,998 %, pfi prutoku 1,3 ml/min (konstantni prutok).

3.4.3.3 Kolona

Byla pouzita kolona HP-SMS 5 % Phenyl MethylSiloxan o rozmérech 30 m x 250 um x
0,25 um (Agilent Technologies).

3.4.3.4 Termostat

Termostat byl nastaven na pocatecni teplotu 60 °C. Tato teplota se podrzela 0,5 min a poté
byla zvySovana rychlosti 25 °C za minutu do 300 °C.

3.44 Podminky MS

Teploty, které byly nastaveny na hmotnostnim spektrometru, jsou uvedeny v tabulce ¢. 10.
Tyto teploty byly nastaveny po celou dobu méteni.

Tabulka 9: Teploty nastavené na hmotnostnim spektrometru

Teplota transferline 298 °C
Teplota iontového zdroje 230 °C
Teplota kvadrupolu 150 °C

3.4.5 Postup analyzy

Byly zméfeny standardy urcenych ucinnych latek. Dale byla prométena kalibrace pro
standardy o koncentracich 100 ng.ul™, 80 ng.ul™, 60 ng.pl™, 30 ng.ul™, 15 ng.ul™, 5 ng.pl™
(Dicamba, Chlorpyrifos, Mesotrione, Propiconazol) a pro Boscalid byla ptfipravena kalibracni
tfada 10 ng.ul™, 8 ng.ul™, 6 ng.ul™, 3 ng.pl”, 1,5 ng.pl”, 0,5 ng.pl”. Dale byly zméfeny
vzorky pylu a medu metodou SCAN a SIM.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Vysledky z analyzy LC/DAD

Na kapalinovém chromatografu Agilent 1100 Series s UV-VIS DAD detektorem byly
proméfeny standardy vybranych ucCinnych latek, tj. Boscalid, Dicamba, Chlorpyrifos,
Mesotrione, Propicnazol pfi vinovych délkach 230 nm, 254 nm, 270 nm a 275 nm. Pro

vyhodnoceni byla vybrana vinova délka 230 nm.

DAD1 A, Sig=230,4 Ref=360,100 (C::DOCUMENTS AND SETTINGS\KATKA\PLOCHA\ANALYZA _LC_MS\11_03_17\KM_SMES_1.D)
mAU |
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1504 | “
1007 A A i 1\ Il
50 : SN I, |
0 B I\ o~ 2 AN A L G B
; - - - ; - - - : - - - - - - ; - - ; -
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DAD1 B, Sig=254,4 Ref=360,100 (C::\ DOCUMENTS AND SETTINGS\KATKA\PLOCHA\ANALYZA _LC_MS\11_03_17\KM_SMES_1.D)
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DAD1 C, Sig=275,4 Ref=360,100 (C:DOCUMENTS AND SETTINGS\KATKA\PLOCHA\ANALYZA LC_MS\11_03_17KM_SMES_1.D)
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DAD1 D, Sig=270,4 Ref=360,100 (C:DOCUMENTS AND SETTINGS\KATKA\PLOCHA\ANALYZA LC_MS\11_03_17KM_SMES_1.D)
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Chromatogram 1: Chromatogram standardii pro vinové délky 230 nm, 254 nm, 275 nm, 270 nm
4.1.1 Vyhodnoceni spektra pro vinovou délku 230 nm

Tabulka 10: Spektrum standardu pfi vinové délce 230 nm - naméfené udaje

Retencni . Ly
| v e e
[min] '

2,966 Mesotrione 110,5 36,6
4,174 Propiconazole 676,7 27,3
7,431 Dicamba 1618,3 80,9
7,920 Boscalid 1421,9 96,4
8,22 Mesotrione 343 6,8
10,24 Boscalid 311,1 68,7
10,963 Propiconazole 446,9 944
11,052 Propiconazole 320,6 65,9
12,039 Chlorpyrifos 1109,4 2622
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Chromatogram 2: Chromatogram standardii pro vinovou délku 230 nm

4.2 Vysledky z GC/MS
4.2.1 Analyza metodou SIM

4.2.1.1 Vyhodnoceni standardi

Bylo méfeno na plynovém chromatografu Agilent 6890 Series GC System s hmotnostnim
spektrometrem Agilent 5973 Network Mass Selective Detector. Byly prométeny standardy
vybranych tc¢innych latek, tj. Boscalid, Dicamba, Chlorpyrifos, Mesotrione, Propiconazol pii
standardnich podminkach stanoveni pesticidi. Podminky jsou uvedeny v experimentalni Casti

v podkapitole 3.4.

Tabulka 11: Vyhodnoceni standarda

Nazvy standardi Retencni ¢as tg [min]
Boscalid (c = 10 ng.ul?) 10,69
Dicamba (c = 100 ng.ul1) 6,27
Chlorpiryfos (c = 100 ng.ul?) 7,76
Mesotrione (c = 1000 ng.ul1) 12,23
Propiconazole (c = 100 ng.ul-1) 9,06 29,10
Methiocarb (ISTD) (c = 100 ng.ul1) 5,08 a 7,57
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Chromatogram 3: Namérené standardy
4.2.1.2 Vyhodnoceni kalibracni rady

Pro standardy dicamba, chlorpyrifos, propiconazole byly hodnoty kalibra¢ni fady 5 ng.ul™,
15 ng.ul™, 30 ngul™, 60 ng.pl”, 80 ng.ul™ a 100 ng.ul”. Pro boscalid byly hodnoty
0,5ng.ul™, 1,5ng.ul™, 3 ng.pl™, 6 ng.pul™, 8 ng.pl™ a 10 ng.pl ™

Vzorovy vypocet kalibracni fady pro hodnotu 80 ng.ul”

Vychozi koncetrace je 100 ng.pd ™'

v, =100

c, =80 ng.ul™
¢, =10 ng.ud™
V=1

oV =a,

100.J, =80.100
V, =80 pl standardu o koncetraci 100 ng.zd ™"

Mez Stanovitelnosti LOQ
Odpovida koncentraci, pfi které je presnost stanoveni takova, Ze dovoluje kvantitativni
vyhodnoceni.
c-10

LoO =
0=

)

N........ Sum zakladni linie, S.......... vyska piku standardu nejmensi koncentrace
v kalibracni tfadé.
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Mez detekce LOD

Odpovida koncentraci, pro kterou je analyticky signal statisticky vyznamné odlisny od

Sumu.
LoD =53 (4)
S/N
Tabulka 12: Hodnoty meze stanovitelnosti a meze detekce pro standardy
Nazev standardu LOQ [ng.pnl1] LOD [ng.pl1]
Boscalid 1,309 0,393
Dicamba 3927 11,77
Chlorpyrifos 0,2890 0,008
Mesotrione 13,77 4132
Propiconazole 1,045 0,314
4.2.1.3 Vyneseni do grafické zavislosti
Tabulka 13: Hodnoty kalibracni fady
Boscalid Dicamba Chlorpyrifos Mesotrione Propiconazol
c Plocha [n ¢ r Plocha [n ¢ r Plocha [n ¢ I Plocha [n ¢ I Plocha
LRSS C I R S N CV IR R E VI B S I £
0,5 160731 5 - 5 4481115 5 3278 5 1375783
1,5 689524 15 1012 15 12230950 15 13136 15 6357533
3 1474890 30 2105 30 27864543 30 19272 30 12317999
6 3590814 60 3829 60 54633935 60 40545 60 22331257
8 5104762 80 4766 80 65144088 80 51060 80 32698754
10 6953619 | 100 5687 100 | 79252458 100 70575 100 | 42658765
8000000
7000000 - y =709101x- 431597 %
6000000 - R?=0,9926
S 5000000 -
S 4000000 -
-E 3000000
2000000 |
1000000 -
0 T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
c [ng.pl-1]

Graf 1: Kalibracni zavislost pro Boscalid
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Graf 2: Kalibracni zavislost pro Dicambu
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Graf 4: Kalibracni zavislost pro propiconazole
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Graf 5: Kalibra¢ni zavislost pro Mesotrione

4.2.1.4 Vyhodnoceni vzorki

Vzorky rouskového pylu a medu byly obohaceny standardy. Objemy standarda, které byly
pouzity pro nastiik, jsou pro boscalid (¢ = 10 ng.ul™) 100 pl, pro mesotrione (¢ = 100 ng.pl™)
50 ul a pro ostatni standardy (c =10 ng.ul™) 25 pl. Objem vnitiniho standardu &inil 20 pl.
V tabulce ¢. 13 a 14 jsou vyhodnoceny vzorky s pifidavkem standarda.

Tabulka 14: Koncentrace standardu ve vzorcich s pfidavkem, zakoncentrovanych na objem 0,4 ml.

Standard Cstandardu [ngl-ll_] v 0,4 ml
Boscalid (C = 10 ng.ul1) 0,833
Dicamba (C = 100 ng.ul-1) 2,083
Chlorpyrifos (C = 100 ng.ul-1) 2,083
Mesotrione (C = 100 ng.ul1) 41,67
Propiconazol (C = 100 ng.pl1) 2,083

Vzorovy vypocet koncentrace chlorpyrifosu ve vzorku za dne 22. 5. 2010 Sychotin
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Rovnice regrese :
¥ =796580,2458x + 2099802,9533
¥ —2099802,9533 O
= ng.ul
796580,2458 [ 84 ]

X=c

Za y se dosadi plocha piku daného standardu
Pro chlorpyrifos ze dne 22.5. 2010 Sychotin
v =33933702

c=1624ngug' v213 g pylu

c=0762ng. ™ v1g pylu
c=762ng.ul™" ve100g pylu

Tabulka 15: Naméfené a vypocitané hodnoty pro vzorky rouskového pylu s pfidavkem standardu.

Datum | Misto | m vzorku Nazev R(itencnl ¢ [ng.ul- ¢[ngul| c[ng.ul”]
odbéru | odbéru | pylu [g] standardu cas. tr 1] v ve
[min] 1gpylu | 100 g pylu
" Boscalid 10,56 0,852 0,400 40,00
= Dicamba Pod limit detekce
& | Sychotin | 2,130 | Chlorpyrifos 7,99 1,624 | 0,7620 76,20
o Mesotrione 12,22 36,97 17,35 1735,9
Propiconazole 9,47 2,099 0,986 98.60
- Boscalid 10,58 0,630 0,210 21,00
s Dicamba Pod limit detekce
| Toubof | 3,052 | Chlorpyrifos 8,10 1,117 0,366 36,60
o Mesotrione 12,24 44.15 14,54 14,540
Propiconazole 9,47 2,130 0,698 69,80
R Boscalid 10,58 0,869 0,290 29,00
= Dicamba Pod limit detekce
:- Sychotin | 3,0356 | Chlorpyrifos 8,10 1,491 0,491 49,10
i Mesotrione 12,25 33,68 11,09 1109
Propiconazole 9,48 1,974 0,650 65,00
- Boscalid 10,57 0,712 0,231 23,10
s Dicamba Pod limit detekce
& | Toubor | 3,0848 | Chlorpyrifos 8,10 1,090 0,535 53,50
i Mesotrione 12,25 37,29 12,08 1208,9
Propiconazole 9,48 2,085 0,676 67,60
o Toubot | 0,9821 | Boscalid 10,57 0,597 0,607 60,70
Dicamba Pod limit detekce
wi E Chlorpyrifos 8,10 1,955 1,991 19,91
N Mesotrione 12,35 27,00 27.49 2749
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Propiconazole 9,48 2,169 2,208 220.8
Boscalid 10,59 0,645 0,210 21,00
E Dicamba Pod limit detekce
; Sychotin | 3,0757 | Chlorpyrifos 8,11 1,813 0,589 5,900
S Mesotrione 12,24 38,86 12,63 1263
Propiconazole 9,50 1,829 0,595 59,50
Tabulka 16: Naméfené a vypocitané hodnoty pro vzorky medu s piidavkem standardi.
Datum Typ m ey Nizev Rstenéni ) c [?g.ul' ¢ [ng.ul™]
odbéru | medu [2] standardu cas tr | c[ng.ul’] Iv ve
[min] 1 g medu | 100 g medu
Boscalid 10,55 0,776 0,113 11,30
E Dicamba Pod limit detekce
S Lesni 6,842 | Chropyrifos 8,07 1,489 0,218 21,80
[ Mesotrione 12,21 40,50 5919 591,9
Propiconazole 9,43 1,923 0,281 28,10
Boscalid 10,54 0,817 0,140 14,00
E Dicamba Pod limit detekce
S Lesni 5,8152 | Chropyrifos 8,07 1,725 0,297 29,70
o Mesotrione 12,24 34,66 5,962 596,2
Propiconazole 9,42 1,827 0314 31,40
Boscalid 10,53 0,649 0,113 11,30
g Dicamba Pod limit detekce
N SmiSeny | 5,725 | Chropyrifos 8,07 1,625 0,284 28,40
S Mesotrione 12,23 37,83 6,609 660,9
Propiconazole 9,45 1,872 0,327 32,70
Boscalid 10,54 0,618 0,100 10,00
E Dicamba Pod limit detekce
N SmiSeny | 6,1984 | Chropyrifos 8,07 1,514 0,244 24,40
i Mesotrione 12,21 41,12 6,634 663,4
Propiconazole 9,43 2,457 0,396 39,60
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4.2.2 Vysledky z modu SCAN

Vzorky byly vyhodnoceny metodou SCAN a spektra byla srovnana s knihovnou spekter NIST 05.L. VSechny nalezené slouceniny jsou
uvedeny v tabulkach ¢. 15, 16, 17, 18, 19, 20.

Tabulka 17: Slouceniny spole¢né pro vSechny vzorky rouskového pylu.

Retontni & ' o Pravdépodobny
¢ enc.nl cas Nazev slouceniny Struktura o veep y
tr [min] puvod

Kontaminace z

4,393 2,3-Dihydrobenzofuran
kolony

Kontaminace z

4918 2-methoxy-4-vinylfenol
, methoxy-4-vinylfeno laboratore

Dukaz
pfitomnosti zivych
organismu

7,542 Cyklohexadekan

D
HiC
Kﬁjcm
CHa
R
_0 o)
4-hydroxy-3,5- e
7,146 dimethoxybenzohydrazid ?
o
NH,
Hscw(\/\/\/\/\/\/\/CH3

7,619 2-heptadekanon Biogenni lipidy

(0]
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7,712

Methylester kyseliny 14-

Dukaz pritomnosti

methylpentadekanové dH, 3 zivych organismu
: 0 Dikaz pfit ti
7,978 Kyselina n-hexadecanova Hsc/\/\/\/\/\/\/\)J\OH 211\1/yaczh Por;g(:rrllir;r(;sﬁl
8395 Methylester kyseliny 8,11- /\/\/\/\/\/\/\/\/ﬁ\ Dikaz pfitomnosti
’ octadekadienové HaC AN OH zivych organismu
0
8,432 9,12,15-octadecatrienoic, methyl ester NN e Biogenni lipid
[0}
8,636 Ethylester kyseliny linoleoveé o /\/\/\WOAcHS Biogenni produkt
o}
8,665 9,12,15-octadecatrienoic, ethyl ester A AN oy Biogenni produkt
CH,
9,138 2-Pentadecanon hao /\/\/\/\/\/\/J\o Biogenni produkt
NH,
9,397 9-octadecenamid hao /\/\/\/\/\/\/\/\/KO Biogenni produkt
10,254 1,6,10,14,18 22-tetracosahexane-3-ol
CH, CHg CHg
10,864 squalen N 7 NN Z Z Non, Biogenni produkt
Hy Hy CHg
e
(0]
) N
; 3- 10(3,4-
12,360 4 amino 3-methoxypyrazolo(3, . \\N 2
d)pyrimid 2 | R
N\%N
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Tabulka 18: Slouceniny charakteristické pro jednotlivé vzorky rouskového pylu.

Datum . & ;
odbéru Reten(.:nl cas Nazev slouceniny Struktura PranSPOdObny
tr [min] puvod
vzorku
7387 6,10,14-trimethyl-2- H3CWWO Dukaz pritomnosti
’ pentadecanon, CHy CHy CHy OH zivych organismu
7,623 9,12,15-octadecatrien-1-ol %(\/\/W\/\/\/\/\OH Biogenni produkt
7,10-octadecadienoic acid, ? : .
8,713 rvsiting] esiter o N e Biogenni lipid
Kyselina i
9,075 [(dimethylamino)methyl]kar H3C\N/\NHJkOH Biogenni
= . | produkt
= bamova CHy
S 9,656 ?
-
n 9,685 ?
= NH,
& N Produkt rostlin
w 10,025 1-piperidinamid P.ro LTS
o (Piper nigrum)
(o]
10,143 ?
OH  CHjg CHg
3,7,11,16-tetrahexadeca- HaC _ _ ) ,
= =
10,258 2.6.10,14-tetraen-1-ol CHg Biogenni vosky
CHg CHg
10,550 ?
10,679 8-methyl-7- Produkt rostlin

thiabicyclo[4.2.1]nonan

CHs
s
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CH,
isobutyl ester 2- . ,
Ox__O
7911 cyclohexylethylftalové oL Biogenni
: produkt
kyseliny .
CH,
8698 4-methylene-2,8,8- HeC Produkt rostlin
’ trimethylbicyclo[5.2.0]nonan (Chrysantéma)
CH,
CHs
9,234;9,530;
9,648; 10,032;

10,520; 10,698;
10,749; 12,109

25. 6. 2010 Sychotin

8,329 Heneicosane LN N N U N L O s Biogenni ptivod
HsC
Alkan
- CHy
9,098 4-methylheptadecan W biogenniho piivodu
CHg
OH
1,6,10,14- 5 : ‘
9,412; 9,571 hexadecatetraen-3-ol ClH = = CHg Biogenni vosky
: H
N
9,678 2,3,4,5-tetrahydro-1H- HN | Produkt rostlin

pyrido[4,3-b]indol
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9,903; 10,066;

10,358; 10,687;
10,801; 11,315

10,177;
10,299;
10,879; 11,008; He’t‘jt‘iz‘;'_zl'i;ll()'lll' AN ANA T Biogenni vosky
11,329
11,518;
12,006; 12,194; ?
12,590
ethyl ester 9,12,15- e .
y . r’ ’ : /\/\/\/\/\/\/\/\)J\ i
8,769 octadecatrienové kyseliny o NN o Biogenni vosky
> Hexadeca-2,6,10,14- H AN AU AN AT . ]
_§ 10,280 tetraen-1-ol N N Biogenni produkt
= 2,6,10,15,19,23- on
S 10,543 hexamethyl-1,6,10,14,18,22- e Z Z Z Z & oty Biogenni vosky
Q tetracohexan oot o
=
s 9,704; 9,896;
10,055; 10,361; ’
10,701; 11,518; '
11,950; 12,579
o}
GCHy
)s " o
< Kyselina 1-butyl-2- . CHy Laboratorni
o 7,915 methylpropyl-1,2- )
= : ) kontaminace
S benzenedikarboxylova OH
& CHy
xR 9,888; 10,047;
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8,399

Heneicosane

Alkan biogenni

6. 8.2010 Sychotin

puvodu
heptadecyl ester i . A
9,419 hexanoiové kyseliny Hac/\/\)J\o/\/\/\/\/\/\/\/\/C 5 Biogenni lipid
10,317 2,6,10-dodecatrien-1-ol I P T Ve N Biogenni lipid
9,718;9,18;

10,055; 10,406;
10,557; 10,731;
11,544

Tabulka 19: Slouceniny spole¢né pro vSechny vzorky plastového pylu.

Retencni ¢as

tx [min] Nazev slouceniny Struktura Pravdépodobny puvod
O Kontam;
4,349 2,3-dibenzofuran ontaminace z
kolony
HsC O Dikaz oii .
4,645 Kyselina nonanova /\/\/\/Y .. u az pr1to¥nn0°st1
HO zivych organismi
CH,
. e | Kontaminace z
4,915 2-Methoxy-4-vinylfenol HyC
kolony
HO
(0]
H3C .
5,158 4-fenyl-3-buten-2-on Kontamlrzace z
laboratore
HyC o . o .
: Duk
6,149 Kyselina dodekanov \/\/\/\/\/Y ukaz ptitomnosti

OH

zivych organismu
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Dukaz pfitomnosti

7,047 Kyselina tetradekanova v .
HO zivych organismi
7,531 ?
CH,
: i |
7708 methyl ester kysehny, 14 ho /\l/\/\/\/\/\/\ﬂ/o Biogenni lipid
methylpentadekanové 4t J
o
7,911 Kyselina n-hexadekanova ! ac/\/\/\/\/\/\/\)k on Biogenni lipid
. _ HC. 0]
8,396 Methyl ester kyseliny 9,15 I i Biogenni lipid
octadekanové CH,
Methyl ester kyseliny il : -

8,425 9.12,15-octadecatrinove o /\/\/\/\/\/\/\/\)J\o/% Biogenni lipid
AT Kyselina 9,12,15- HsC\/W\/\/\/\/\/YO Dikaz pfitomnosti

’ octadekatrienova OH zivych organismu

o
9,408 9-octadekenamide e /\MA/\AMNH Biogenni lipid
9,667 ?
9,704 ?
10,036 ?
HO,
(o}
ethyl ester kyseliny 2-hydroxy- Ho\j\o A
1-(hydroxymethyl)- 9-(3- . e
10,457 hexenylidenecyclopropylidene)- Biogenni lipid
Nonanové ,
CHy
10,520 .
10,683 ?
CH, CH, CH,

10,857 Squalen MO Z 7z Z Z & Nom, Biogenni produkt

Hs Hs Hs
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11,263

11,500
CHy
4-amino-3- N
12,338 methoxypyrazolo(3,4- H,N W ?
d)pyrimidin | N
N\/N
12,534 ?
Tabulka 20: Slouceniny charakteristické pro jednotlivé vzorky plastového pylu.
. < o P ” .
Df\tum . Retenc.m Nazev slouceniny Struktura ranfPOdObny
odbéru vzorku ¢as tr [min] puvod

=t . . .
‘.g 10,469 5,6-dimethoxy-1-indanon Produkt rostlin
=

(3

>

77

=)

S

N : _di -1- 2-

o 10,624; 6,7-dimethoxy-1 phenr‘netha‘nol .2 Alakloid

o 10,790 methyl-1,2 3,4-tetrahydroisoquinolin,

10,999 ?
1 = S ok )
® Qe ﬁ 2 10,258 1,6,10,14-hexadecatetraen-3-ol Biogenni produkt
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6,7-dimethoxy-1-phenmethanol-2- .
0,661 ’ ) . Alkal
19, methyl-1,2 3,4-tetrahydroisoquinolin, aloid
11,259 ?
Biogenni produkt
11,825 Canadin (Alkaloid)
11,995 ?
0
| ) o
oH N o Biogenni produkt
12,228 Cheilanthifolin S ’ (Alkaloid)
DS
OH CH, CH, CH
= HaG Z > >
= 2,6,10,15,19,23-hexamethyl- 7 7 .
) 1 ’ ’ ’ 4
S 10,258 1,6,10,14,18,22-tetracohexan Biogenni vosky
S,
7
=
-
Q
- 10,668,; 6,7-dimethoxy-1-phenmethanol-2- Alkaloid
S 10,820 methyl-1,2,3,4-tetrahydroisoquinolin
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Biogenni produkt

12,250 Cheilanthifolin (Alkaloid)
Tabulka 21: Slouceniny spole¢né pro v§echny vzorky medu.
.t P « .
Retenc.m cas Nazev slouceniny Struktura ravdSpodobny

tr [min] puvod
& Laboratorni
) ni

4,397 2,3-dihydrobenzofuran a ora‘ or
kontaminace

on Rostlinny produkt
4,449 2-fenylethanol @I (Riize)
|CH2
e Laboratorni
- 41 HiC
4,944 2-methoxy-4-vinylphenol g D) Kontaminace
HO
(0]
HaC 5

_ L torni
5,181 4-phenyl-3-buten-2-one aboratori
kontaminace
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CHs
CH,
5,905; 6,178 2,4-bis(1, 1-dimethylethyl)-fenol Produkt rostlin
HsC CH,
CH,
Kyselina 4-(2- NH Qo
o - ?
6,962 fenylhydrazino)benzoova S ‘@/(OH .
Ow_ _OH
7,135 Kysehna 4-hydr0xy-,3,5- Biogenni produkt
dimethoxybenzoova _CHs
o} o}
c|;H3 OH
0
12 ° Laboratorni
7,693 Benzylftalat ©¢O/\© Ll
OH
7,760 ?
0
: o~ Laboratorni
7,897 Dibutylftalat o .
kontaminace
Ot
8,322 ?
8,643 9,12,15-octadecatrien-1-ol HO = X = CHs Biogenni produkt
8,706 Hexadekanamid HsC NH, Biogenni lipid
(0]
9,349 9-octadecenamid oo /\/\/\/\/\/\/\/\/U\NH Biogenni lipid
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o  HC
mono(2-ethylhexyl)ester kyseliny o\/z/\/CHs Laboratorni
9,944 . . :
1,2-benzendikaroboxylové 0 kontaminace
OH
0
10,679 13-dokosenamide ?
HsC = NH,

Tabulka 22: Slouceniny charakteristické pro jednotlivé vzorky medu.

R v _rw v r o
o dbérll)la\f:;:ku t;t?:rllciill; cas Nazev slouceniny Struktura Pravdépodobny puvod
o
E . /\/\/\/\/\/\/\/U\ E I i
7,90 Kyselina n-hexadekanova HaC o Biogenni lipid
8.617 Kyselina ‘9, 12, 1,5- Hac\/\/\/\/\/\/\/\/\(o })f}kaz pﬁtqnnczsti
o octadecatrienova OH zivych organismi
= 12,364 ?
= 4,837 ?2
e 6,178 ?
g 0]
6.962 Kyselina 4-methy1,fenylester HSC@/ @ 9
benzoova
(@)
12,327 ?
10. 6. 2010 7,893 Kyselina n-hexadecanova GG Biogenni lipid
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Chromatogram 8: Plastovy pyl z 8. 7. 2010 - Sychotin
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Chromatogram 10: Medz 31. 7. 2010 (SCAN)

4.3 Odbér vzorku

Vzorky pylu byly poskytnuty Lubomirem MareCckem ze Sychotina, ktery vcelafi uz
pies 30 let. Odbéry vzorkt byly provadény ve dvou stanovistich. Prvni véelin byl umistén na
konci Sychotina, kudy vede hlavni cesta na Olesnici a pobliz se vyskytuje Cerpaci stanice.
Druhy vcelin se nachazi na Toubofi, kde byl obklopen pouze smiSenymi lesy a lany s fepkou
a obilim.

Byla snaha odebirat vzorky po mésici, ale z divodu Spatnych klimatickych podminek pro
rok 2010, kdy dochézelo k castym srazkam a boutrkovému pocasi, jsou odbéry uskuteciovany
a jen tehdy, kdy bylo mozné se ke vCelstvu priblizit.

K odbéru pylu byly pouzity pylochytové miizky, které se naistalovaly pred cesno
v Casnych rannich hodinach a demontaz a sbér vzorkti byl uskuteCnén na vecer, obvykle
kolem 19 hodiny.

Med byl odebiran jen tehdy, kdy bylo naplanovano medovéani pro obé& stanovisté.
V tabulce €. 8 jsou uvedeny terminy medovani a tim 1 terminy odbéru medu.

4.4 Priprava vzorku

Vzorky pylu a medu byly zpracovany podle ¢lanku , High Levels of Miticides and
Agrochemicals in North Ameri¢an Apiaries: Implications for Honey Bee Health” [47]. Kde
jsme se nechaly inspirovat pfipravou vzorkti pomoci metody QUEChERS. Tato metoda je
pomérné rychlad. Vzorky pylu a medu se po centrifugaci dale zpracovavaly metodou SPE.
Kolonky, které byly pouzity pro tuto cast, se skladaly z 250 mg gravitovaného cerného
uhli 500 mg PSA, 800 mg anhydridu siranu hofe¢natého MgSO,. Mnozstvi vzorku, které bylo
odebirano pro SPE, bylo 10 ml a dale se vzorky zakoncentrovavaly pomoci TurboVapu II. Na
objem 0,4 ml. Takto pfipravené vzorky byly analyzovany pomoci GC/MS.
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4.5 Analyza LC/DAD

Pii méfeni standardd byly zkouSeny ruzné gradienty mobilni faze, rizné vinové délky
1 zména mobilnich fazi. Gradient mobilnich fazi, uvedeny v tabulce ¢. 9 v experimentalni
Casti, byl pro vyhodnoceni udaju relativné nejlepsi. Vétsinou dochazelo k prekryti standardu.

Volba vinové délky 230 nm vyplyvala opét z naméfenych udaju. Pfi vinové délce 230 nm
doslo k zobrazeni vSech standardi.

Byly zkouseny dvé rizné mobilni faze, a to acetonitril: deionizovand voda a
methanol:deionizovana voda. Pfi volbé methanol:voda nedochazelo k zobrazeni standarda
v prubéhu méfeni. proto byla zvolena mobilni faze acetonitril: deionizovana voda.

Ze ziskanych vysledkd vyplynulo, ze metoda HPLC/DAD neni vhodna pro analyzu téchto
latek.

4.6 Analyza GC/MS

Metoda byla optimalizovana na standardni podminky stanoveni pesticidi plynovou
chromatografii. Byly proméfeny standardy a nasledné probihala pfiprava kalibra¢ni fady.
Meéfieni probihalo metodou SIM. Pii méfeni kalibracnich roztokti Dicamby pii koncentraci
5ng.ul™ jiz nebyla viditelna odezva. Koncentrace, ktera byla pridavana pii piipravé vzorku,
Ginila 2,0833 5 ng.pl™ a tato hodnota je pod limitem detekce. Pfi proméfeni vzorku doglo ke
zjisténi ubytku pfidanych standardi. Tento ubytek se pohyboval od 2 do 40 %.
Pravdépodobné doslo k témto ztratdm pii extrakci tuhou fazi.

Pii méfeni metodou SCAN byla zmétena kvalita vzorku pylu a medu. Pyl a med obsahoval
mnoho biogenni lipidi a voskd, ale byly zjistény i1 latky, jejiz spektra nebyla shodna se
spektry z knihovny spekter. Objevily se zde i slouCeniny, jejichz pravdépodobny ptuvod
souvisi z kontaminaci vzorku béhem pfipravy nebo kontaminaci z kolony.
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5 ZAVER

Pesticidy a jejich nadmérné pouzivani vede ke kontaminaci abiotickych slozek—voda, ptida.
Tato prace se zaméfuje na vyuziti v€eliho pylu jako bioindikatoru zivotniho prostiedi.

Vzorky pylu a medu byly poskytnuty véelafem Lubomirem MareCkem z oblasti Kunstatu.
V téchto vzorcich byly hledany pesticidy, které pouzilo na ochranu poli Zemédélské druzstvo
vlastniki Nyrov. Pro jejich zjisténi byla pouzita metoda plynové chromatografie s hmotnosti
detekci.

Pii pfipravé vzorki metodou QUECHRS jsme zjistili, ze tato metoda pro stanoveni
pesticidi v pylu a medu by byla vhodna jen v ptipadé dalsiho Cisténi téchto vzorkt. Plynovou
chromatografii s hmotnostni detekci byly analyzovany vzorky pylu a medu, a to metodou SIM
urCenou pro kvantifikaci sledovanych latek. K vyhodnoceni naméfenych vysledkd byly
pfipraveny a prométeny kalibracni fady standardi. Metodou SCAN se zjistovala kvalita pylu
a medu. Pro identifikaci slouCenin byla pouzita knihovna spekter NISTO5.L. Pyl i med
obsahuji mnoho biogennich lipida a vosku, ale i slouCeniny, které neni mozné identifikovat na
zakladé porovnani s knihovnimi spektry.

Zvolena metoda GC/MS je vhodna pro stanoveni obsahu pesticidi ve vzorcich pouze
v ptipadé pouziti lepS§iho analyzatoru (napf. iontova past).

Dle mého nazoru lze pyl 1 med pouzit jako bioindikatoru stavu zivotniho prostredi, protoze
velice zavisi na poloze a umisténi vCelint a toho, co se vyskytuje v okruhu 5 km doletu vcel.
V nasem ptipadé byly vceliny umistény mezi lesy a loukami, tudiz doSlo k minimalni
kontaminaci odebranych vzorkd.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ACN Acetonitril

AMBA 2-amino-4-sulfobenzoova kyselina

CAS Chemical Abstracts Service

CGA 118245 Rezidua propiconazolu

CI Chemicka ionizace

CoA Koenzym A

CGS Ceska geologicka sluzba

DW Deionizovana voda

EC50 Efektivni koncentrace

EI Elektronova ionizace

EPA US US Environmental Protection Agency

ESA Elektrostaticky analyzator

ESI Elektrospre]

GC/MS Plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii
HFM Hydroxymethylfural

TIAA 1H-indol-3-ylacetic acid

1C Infracervend oblast zafeni

IT Iontova past

IUPAC International Union of Pure and Applied Chemistry
LC/DAD Kapalinova chromatografie s detektorem diodového pole
LD50 Letalni davka

MALDI Matrix Assested Desrorption Ionization

MNBA 2-nitro-4-sulfobenzoova kyselina

MS Hmotnostni spetrometrie

NOx Oxidy dusiku

03 Oz6n

PBA 3-phenoxybenzoova kyselina

Q Rizikovy kvocient hodnoceni pesticidi

Q Kvadrupol

QuEChERS Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, and Safe
SPE Extrakce tuhou fazi

TCP 3,5,6-trichlor-2-pyridinol

TOF Pruletovy analyzator

UV-VIS Ultrafialova a viditeln4 oblast zafeni
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