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ABSTRAKT

Tato diplomové prace na téma stanoveni herbicidi pomoci kapilarni elektromigracni
techniky je v prvni ¢asti zaméfena na popis elektromigra¢nich metod, herbicidi a moz-
nosti jejich stanoveni pomoci chemickych analytickych metod.

V dal8i Casti prace je popséana izotachoforeticka analyza a elektrolytovy systém
vyuzivany pii stanoveni glyfosatu. Déle je popsano stanoveni glyfosatu v odpadni vodé
pomoci akumulace na asymetrickém ucelové vytvoreném neutralizaénim rozhrani.

V zévérecné casti prace jsou zhodnoceny a okomentovany namétfené vysledky
Z odebrané vody.

Kli¢ova slova: glyfosat, izotachoforéza, elektrolytovy systém, fokusace.

ABSTRACT

This thesis on the determination of herbicides by capillary electromigration techniques
in the first part focuses on the description of electromigration methods, herbicides and

possibilities of their determination using chemical analytical methods.

The next section describes the Isotachophoretic analysis and electrolyte system used
for the determination of glyphosate. Further described is the determination of
glyphosate in effluent using accumulation at the asymmetric neutralization boundary
purposefully created in capillary.

The results, obtained from the real sample, are evaluateded and discused in the final
part of thesis.

Keywords: glyphosate, isotachoforesis, electrolyte system, focusing.
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1 UVOD

Zivotni prostfedi je vSe, co vytvaii piirozené prostiedi pro existenci organismt. Me-
zi slozky zivotniho prostiedi fadime pudu, vodu, ovzdusi, horniny, organismy, ekosys-
témy a energii. Clovék by mél zatézovat uzemi v takové mife, aby nedochazelo
k poskozovani zivotniho prostiedi, a to zejména k poskozovani jeho slozek, funkci eko-
systémt nebo ekologické stability. [5]

Ne vzdy je kvalita Zivotniho prostfedi v souladu s pozadavky na parametry
napiiklad zeméd¢lské produkce a néasledné i potravin. Soucasti zivotniho prostfedi jsou
I latky toxické, jejichz u€inek muze spocivat v chemickych reakcich se slozkami zivych
systémi. Tyto latky mohou ptlisobit ve zménach fyzikalné¢ chemickych vlastnosti
vnéj§iho a vnitiniho prostfedi organismu a mohou zptsobovat naptiklad zasahy do
redoxnich pochodii, zmény pH nebo blokaci enzymi. Chemické latky v zivotnim
prostftedi mohou byt také pric¢inou d&ji, jako je naptiklad bioakumulace. V této
souvislosti je zavaznou vlastnosti téchto latek perzistence toxickych latek v zivych
systémech. Je nutné mit informace o pohybu chemickych latek jak v abiotickém, tak
Vv biotickém prostiedi. Jediné potom lze prerusit ¢i omezit tok Skodlivin v potravnich
fetézcich. I

Roundup je bé&zn€ pouzivany herbicid, ktery dosud nebyl povazovany
zanebezpe¢ny. Jeho hlavni u¢innou slozkou je glyfosat neboli N-Phosphonomethyl-
glycin. Vyzkumy ovSem v posledni dobé ukazuji, Ze tento herbicid neni tak bezpecny,
za jaky ho miZe vefejnost povazovat. V Ceské republice se roéné primémé pouzilo
vice nez 900 000 kilogramii glyfosatu a jeho spotieba se stale zvySuje.

Vzhledem k tomu, Ze spotieba glyfosatu nejen v Ceské republice, ale i v celosvéto-
vém mefitku roste, je tfeba sledovat chovani této latky a jeji dopad na zivotni prostiedi
a zdravi ¢lovéka sledovat intenzivnéji. Je nutné sledovat 1 jeji mnoZstvi, které se nachazi
Vv Zivotnich sloZzkach a také v potravinach.

Jednou z metod, jak lze sledovat mnozstvi latky, naptiklad ve vodach, je
izotachoforetickd analyza. Jednd se o elektromigracni chemickou metodu, ktera ndm
prosttednictvim vhodného programu muiZze sdélit, zdali se hledana latka v daném vzorku
nachazi ataké vjakém mnoZstvi. Tato metoda ovSem neni zatim pifi stanovovani
glyfosatu tak casto vyuzivana. Je stale tfeba metodu vyvijet a hledat vhodné
elektrolytové systémy, které by nam umoznily dané analyzy provést vV co nejkratSim
casovém useku a poskytly nam pravdivé udaje pii vystupu z analyzy.

9



2 CIL PRACE

Cilem této diplomové prace je stanovit glyfosat pomoci elektromigra¢ni kapilarni tech-
niky, konkrétné izotachoforézou. Ke stanoveni byla vybrana voda z kitinského hibitova,
kde dochazi k pravidelnym postrikiim herbicidem Roundup, ktery ma jako hlavni G¢in-
nou slozku pravé glyfosat.

Vedlejsim cilem bylo praktické zvladnuti techniky meétfeni na izotachoforetickém
analyzatoru, sezndmeni se s programem pro simulaci analyz a zvladnuti vyuziti
vyhodnocovaciho programu Clarity. Jako redlny vzorek byla pouzita voda ze hibitova
ve Kitinach, kde pribézné¢ dochazelo k oSetfovani ploch Roundupem, jehoz hlavni
sloZzka je glyfosat.

Prvni ¢ast diplomové price je zaméfena na literarni piehled elektromigracnich
metod, herbicidii a analytickych metod, kterymi mtizeme herbicidy stanovit. V druhé

¢asti prace jsou vyhodnoceny vysledky odebrané vody.
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3 TEORETICKA CAST PRACE

3.1 Analyticka chemie elektrochemie

Elektrochemie je odvétvi fyzikalni chemie, které se zabyva rovnovahami a d&ji
Vv soustavach obsahujicich elektricky nabité Castice, tedy latky, které jsou schopné vést
elektricky proud.

Analytickd chemie je ptirodovédecka disciplina, kterd zkouma a aplikuje metody,
nastroje a strategie, aby ziskala informace o sloZeni a povaze hmoty v daném prostoru
a Case. Analyticka chemie neni definovana pouze pouzivanymi prostiedky, ale i cilem,
kterého ma dosadhnout. Vlastni ¢innost, ktera ma ziskat pozadované informace o latko-

vych systémech, se nazyva chemicka analyza. 1]

3.1.1 Elektrolyty

Elektrolyty jsou roztoky nabitych ¢astic neboli ionti. Jako roztoky jsou oznaCovany
systémy, které jsou makroskopicky homogenni. Jednd se o typické iontové slou€eniny,
u kterych je predpokladana existence iontl jiz v krystalické struktufe, a déle jsou to po-
larni latky, které se v prvnim kroku ucinkem rozpoustédla polarizuji a teprve potom
disociuji.

Typickym znakem iontovych latek je iontova vazba. V tuhém stavu jsou prakticky
nevodivé, v tavenin€¢ ¢i roztoku, jsou elektrolyty. VétSinou jsou ve vodé dobie
rozpustné, ale existuji 1 takové, které jsou ve vodé nerozpustné. Tato skupina je
zastoupena pocetnou skupinou soli, napiiklad hydroxid sodny. 7]

Ty elektrolyty, které jsou upln€ disociovany pii vysokych koncentracich,
oznacujeme jako silné. Pokud probihd disociace elektrolytu pouze v omezené mife,
pokladéame jej za slaby.

Disociace molekul elektrolytu probihd mechanismem zvratné reakce. Nakonec
se disociac¢ni rovnovaha ustali. Disociované ionty jsou v rovnovaze s nedisociovanymi

molekulami. 2%

AB— AT+B
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Elektrolyticka disociace je tedy rozpad elektroneutralnich molekul. Elektrolyty silné
jsou v roztoku pfitomny vyhradné ve formé svych ionti, slabé elektrolyty jsou pfitomny

ve formé iontt a také molekul. [

3.1.1.1 Transportni déje v roztocich elektrolytii

Zmény v chemické soustavé, kterd neni v rovnovaze, zavisi na chemickych reakcich
a také na transportnich dé&jich. Mezi zakladni transportni déje patfi:

Difuze — proces, pii kterém dochazi ke vzajemnému pronikani rozpusténych latek
Z mista o vyssi koncentraci do mista s niz§i koncentraci, kdy je pfi¢inou samovolny tep-
lotni pohyb molekul. Difuze ma veliky vyznam ptedevS§im v biologickych procesech.

vvvvvv

U rostlin ma zékladni vyznam pro pfijem Zzivin kofenovou soustavou z ptidnich roztoki
a dale pfi transportu do jejich nadzemni ¢asti. [15]

Vedeni elektrického proudu — elektrické ¢astice migruji vlivem plisobeni elektrického
pole.

Vedeni tepla — mtize probihat bud’ mezi soustavou a jejim okolim, nebo mezi ¢asticemi

uvniti soustavy, které maji riiznou teplotu. 4

3.2 Elektromigracni separa¢ni metody

Elektromigra¢ni separacni metody vyuZzivaji dvou elektrokinetickych jevi, a to elektro-
osmozy a elektroforézy. V prostfedi obsahujicim roztok s nabitymi ¢asticemi a pevné
povrchy stykajici se s roztokem, kter¢ mohou nést elektrické ndboje, naptiklad stény
kapilary, se vytvateji elektrické dvojvrstvy. Casem vznika uréité rovnovazné rozdéleni
nabojii. Na toto prostiedi je pfipojeno stejnosmérné elektrické pole, které porusi rovno-

vahu v rozloZeni ndbojl a vyvola jejich pohyb.

12



Elektroforéza — po aplikaci napéti se nabité castice pohybuji k opacné nabité elektrode.
Elektroosméza — po aplikaci napéti se v kiemenné nebo sklenéné kapilafe pohybuje

voda k zaporné elektrodé.

Principem separace slozek vzorku je rozdilné rychlost jejich migrace, nebot’ nabité
Castice riznych slozek se v urcitém prostredi 1i$i svou elektroforetickou pohyblivosti.

Elektromigra¢ni separa¢ni metody maji celou fadu modifikaci. Muze se v hich
pouzivat jak samotné elektroforézy a jeji kombinace s elektroosmoézou, tak i dalSich
separacnich principti, které dopliuji vyuziti elektroforetickych pohyblivosti o dalsi

rozdily v chovéni analyt vV daném prostiedi. [11]

3.2.1 Princip elektroforézy

Elektroforéza spoc¢iva v migraci elektricky nabitych ¢astic ve stejnosmérném elektric-
kém poli. Toto pole se vytvaii vkladanim konstantniho stejnosmérného napéti me-
zi elektrody. V zonové elektroforéze je prostfedi mezi elektrodami tvofeno zakladnim
elektrolytem. Tento elektrolyt zajistuje dostateCnou elektrickou vodivost Vv celém sys-
tému. Anionty migruji ke kladnému polu, kationty k zdpornému p6lu a neutralni mole-
kuly se nepohybuji. Vzhledem k tomu, ze slozky migruji odliSnou rychlosti, dochazi
Vv pribéhu separace K vytvoreni oddélené zony jednotlivych slozek. Velikost nabitych

¢astic mize byt rlizna, od jednoduchych iontl aZ po makromolekuly. [t

3.2.2 FElektroforeticka pohyblivost

Elektroforeticka pohyblivost urcité nabité Castice je rychlost jejiho pohybu elektrickém
poli o jednotkové intenzité. Jsou-li na zacatku separace Castice v jednom misté, dostava-
ji se béhem separace dopfedu nabité Castice, které maji vétSi pohyblivost a Céstice
s mensi pohyblivosti se opozd'uji. Tim dochézi k jejich oddéleni. [

Na nabitou c¢astici o naboji Q ptisobi v elektrickém poli o intenzité¢ E dvé sily: Sila
F1, ktera ¢astici uvadi do pohybu, a odpor viskdzniho prostiedi F2, ktery ji brzdi.

V roztocich slabych elektrolytl jsou vedle sebe disociované neboli nabité

a nedisociované (nenabité) molekuly. Podil nabitych ¢éstic je uréen stupném disociace

a. Takovato molekula vykazuje efektivni elektroforetickou pohyblivost danou sou€inem

13



o . We. Disociaci slabych kyselin lze ménit volbou pH prostiedi, a tim ovliviiovat
separaci téchto latek.

Pokud provadime zonovou elektroforézu ve volném roztoku, oddéleni zon bude
mareno diftzi, kterou se roztok bude snazit vyvazovat V celém objemu koncentrace
slozek. Proto je tfeba slozky b&hem separace fixovat a elektroforézu provadét

ve vhodnou separaci. ™!

3.2.3 Kapilarni elektroforéza

Kapildra je naplnéna zakladnim elektrolytem, ktery vede proud. Konce kapilary jsou
ponofeny do zdsobniki s elektrolytem, spole¢né s elektrodami inertniho materialu, na-
piiklad platiny. Mezi elektrody je vpousténo vysoké napéti (10 — 30 kV).

Maly objem vzorku se davkuje do konce kapilary, ta prochazi pies detektor, ktery je
nejcastéji  fotometricky. V tomto typu detektoru dochazi ke sledovéni absorpce
ultrafialového zareni. Zaznam zévislosti odezvy na Case se nazyva elektroforegram a je
podobny chromatogramu. Poloha pikl uréuje kvalitu, plocha nebo vyska pikl kvantitu.

Je vypracovana fada separacnich technik, které¢ dopliuji prostou kapilarni zénovou

elektroforézu o dalsi moznosti. M4

Kapilarni zénova elektroforéza (Capillary Zone Electrophoresis) neboli kapilarni
elektroforéza ve volném roztoku (Free Solution Capillary Electrophoresis — PSCE) je
separace zalozend na rozdilech v naboji analytu.

Micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie (Miccelar Electrokinetic Capil-
lary Chromatography — MECC) se pouziva k separaci neutralnich sloucenin a vyuziva
povrchové aktivity micel.

Kapilarni gelova elektroforéza (Capillary Gel Electrophoresis — CGE) vyuziva mole-
kulové sitového efektu rozpusténych latek v prostiedi gelu.

Kapilarni izoelektricka fokusace (Capillary IsoElectric Focusing — CIEF) slouzi
k separaci analytt v gradientu pH.

Kapilarni elektrochromatografie (Capillary ElectroChromatography — CEC) vyuziva
k pohybu mobilni faze elektroosmotického toku. Separace nastava v silikagelu jako sta-
cionarni fazi. Separacni selektivita v CEC je kombinaci elektroforetického a chromato-

grafického procesu. [t
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3.2.3.1 Instrumentace

Kapilary

Jsou vyrdbény z taveného kiemene. Kapilara je bézné 25 — 100 cm dlouhd a nejcastéji
pouzivané vnitini priméry jsou 50 a 75 um. Vnitini povrch kapilary maze byt chemicky
modifikovan kovalentnim navézanim roznych latek. Uprava povrchu je vyuZivana
pro rizné ucely, napt. snizeni adsorpce vzorku.

Regulace teploty

Regulaci teploty se zajist'uji stalé podminky separace.

Davkovani vzorku

Roztok vzorku se zpravidla davkuje do konce kapilary, kterd je vzdalengjsi
od detektoru. Zéna tvofti asi 1 — 2 %z celkové délky kapilary.

Detektory

Jelikoz je primér kapildry maly, musi byt detektory velice citlivé. Nejvice pouzivané
detektory jsou zaloZeny na absorpci ultrafialového zateni. Dalsi typy detektorti vyuziva-
ji fluorescenci. V posledni dobé se casto vyuziva spojeni kapilarni elektroforézy
a hmotnostniho spektrometru, ktery se znaci zkratkou ,,MS*, vyhodou je, Ze umoziuje
snadnou identifikaci analytu a také poskytne informace o dané struktufe analyzované

latky. M

3.2.4 Kapilarni izoelektricka fokusace

Kapilarni izoelektricka fokusace, zkracené CIEF se vyuZiva pii separaci amfolyti. Am-
folyty jsou latky, které obsahuji ve své struktufe kladnou i zapornou skupinu. Molekula
amfolytd muze existovat ve formé kladné, zaporné i neutralni ¢astice. Na to, v jaké po-
dobé se nachazi, ma vliv pH prostfedi. Mezi klasické amfolyty se fadi naptiklad amino-
kyseliny, peptidy a proteiny.

Prostfedi, ve kterém je amfolyt v elektricky neutralni formé&, ma pH, které se rovna
izoelektrickému bodu pfislusného amfolytu. Izoelektricky bod je takova hodnota pH
roztoku, v némz se amfion (ion, ktery ve své molekule obsahuje negativni i pozitivni
naboj, jeho celkovy naboj je ovSem neutralni) nepohybuje v elektrickém poli. Pokud je

pH prostiedi vyssi nez izoelektricky bod, ptevlada zaporna forma amfolytu. V opacném
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ptipad¢, tedy pokud je pH prostiedi niz§i nez izoelektricky bod, ptevlada kladna

forma.l!

3.2.5 Aminokyseliny

Odvozuji se substituci vodiku na alifatickém fetézci nebo aromatickém jadre ptislus-
nych kyselin aminoskupinou — NH;. Aminokyseliny jsou vétSinou bezbarvé krystalické
latky, které jsou dobfe rozpustné ve vod¢. Jejich molekuly obsahuji jednu karboxylovou
skupinu — COOH, ktera je kysela a jednu bazickou skupinu — NH,, Chovaji se tedy jako
amfolyty.

Jak jiz bylo zminéno, pfi urcité hodnoté pH, ktera se oznacuje jako izoelektricky
bod (pl), se hodnoty kladného a zaporné¢ho naboje v molekule vyrovnaji. Vysledkem je
celkovy nulovy naboj molekuly. I1zoelektricky bod u neutralnich aminokyselin se pohy-
buje v rozmezi 4,8 — 6,3. U kyselych aminokyselin je hodnota pH 2,7 az 3,2 a u bazic-
kych 7,6 —10,8. V izoelektrickém bodé ma aminokyselina nejmensi rozpustnost ve vo-
de. Jestlize se zméni pH ptidanim kyseliny nebo zésady, jeji rozpustnost se zvetsi.

Jsou pojmenovany trividlnimi nazvy, ze kterych se odvozuji zkratky tfipismenné

e Gly, glycin, se nejvice vyskytuje ve skleroproteinech.; jeho N-methylderivat sar-

kosin ziskany ze svalového extraktu a betain;

e Ala, a-alanin je soucasti pantotenové kyseliny. B-alanin tvofi ¢ast koenzymu A;

e Val, valin;

e lle, Isoleucin a Leu, Leucin jsou $tépnymi produkty bilkovin a obsahuji hydro-

fobni fetézec;

e Thr,treonin;

e Ser, serin je obsazen napiiklad v kaseinu;

e Cys, cystein obsahuje reaktivni — SH skupinu, ktera se podili na bunéénych re-

doxnich pochodech;

e Met, methionin je vyznamnou soucasti bilkovin;

o Asp, aspartova kyselina,;

o  Glu, glutamova kyselina,

e Lys,lysin reaguje zasadité v dasledku dvou — NH, skupin v molekule (pl =9,7);

e Arg, arginin reaguje zasaditéji nez Lys (pl = 10,8);
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e Phe, fenylalanin;

e Tyr, tyrosin je prakticky stavebnim kamenem vsech bilkovin;

e Trp, tryptofan je stavebni slozkou fady bilkovin;

e His, histidin pati mezi bazické aminokyseliny, protoze obsahuje aminoskupiny
= NH (pl = 7,6); tvoti souc¢ast mnoha bilkovin;

e Pro, prolin soucast rostlinnych bilkovin. **!

3.3 Kapilarni izotachoforéza

Pti izotachoforetické analyze je vzorek davkovan mezi dva elektrolyty, které se 1iSi mo-
bilitou. Rychlejsi elektrolyt je oznacovan jako vedouci iont (L) a pomalejsi jako konco-
vy (T). Obé slozky migruji opa¢nym smérem nez analyt. Pokud vloZime do systému
napéti, migruji slozky naddvkovaného vzorku riiznou rychlosti a uspotadaji se podle
svych mobilit, dokud nedosdhnou rovnovazného stavu. Poté¢ migruji sefazené ve svych
zonach podle svych mobilit od nejrychlejsi po nejpomalejsi slozku. Rozhrani me-
zi zonami jsou spole¢na pro sousedni zony. Toto rozhrani je trvale ostré a rychlost mi-
grace je konstantni, pokud je do systému vkladan potad stejny proud.

M¢éné pohyblivé ionty se ve stacionarnim stavu pohybuji stejné rychle jako ionty

S 4

vvvvv

pusobi na méné pohyblivé ionty vétsi hnaci sila. 1

Pii prichodu zony, kterd je vrovnovazném stavu, detektorem, odpovidd doba
prichodu mnozstvi latky ve vzorku a je kvantitativnim parametrem ITP analyzy.
Kalibrac¢ni kiivka zavislosti délky vlny na zaznamu na nadavkovaném mnozstvi analytu
musi prochazet pocatkem. Pokud by doSlo k tomu, Ze poc¢atkem neprochéazi, mize to
znamenat, Ze doSlo ke ztrat¢ analytu v pribéhu reakce nebo také, Ze je Vv systému
pritomna takové slozka, kterd se chova podobné jako analyt.

K ziskavani vysledkt je nutné zvolit vhodny elektrolytovy systém, ve kterém bude
analyza probihat a ve kterém bude dosazeno rozdéleni sledovanych analyti. Volbou
systému lze také ovliviiovat citlivost, rychlost a pfesnost vyhodnoceni analyz. [1]

K zékladnim rozdilim proti elektroforéze patii naptiklad prace s konstantnim

proudem. U elektroforézy se pracuje s konstantnim napétim. Rychlost pohybu zon je
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proti elektroforéze ve stacionarnim stavu konstantni. Dale na sebe zony v izotacho-

. oy . 1o [11
foréze navazuji a nejsou oddélené. [11]

3.3.1 Praktické vyuziti kapilarni izotachoforézy

Izotachoforéza je vhodnéd pro kvantitativni analyzu pfedem zvolenych latek a neni
vhodna pro identifikaci neznamych slozek vzorku. Césteéné oviem miize napomoci tim,
ze vylouci nékteré z okruhu uvazovanych latek. Déle je vhodna ke stanoveni latek, kte-
ré jsou ionogenni povahy a jsou v daném rozpoustédle, které predstavuje nejcastéji vo-
da, pomérn¢ snadno ionizovatelné.

Vzorek musi mit takovy objem, aby obsahoval dostatené mnoZstvi vSech
analyzovanych latek pro pozadovanou citlivost analyzy a aby separace vSech
analyzovanych slozek vzorku probéhla v co nejkratsim ¢ase. Vzorky kapalin o dosta-
te¢né vodivosti mohou byt analyzovany ptimo. Je-li vodivost mala, je nutné ke vzorku
ptidat vedouci nebo koncovy elektrolyt.

Kapilarni izotachoforéza s detekci on-line neni schopna analyzovat vice vzorka
soucastné. Dalsi vzorek musi byt analyzovan az po dokonceni analyzy a po promyti
kapilary elektrolytem.

Izotachoforézu mizeme vyuzit naptiklad pfi analyze télnich tekutin, kdy se pozor-
nost nejcastéji soustied’uje na analyzu krevni plazmy a moce.

V potravinafstvi mizeme izotachoforézu vyuzivat zejména pfi analyze konzervac-
nich pfisad, organickych kyselin, ale tfeba i toxickych latek.

U analyzy slozek Zivotniho prostfedi se stanovuji predevSim pravé herbicidy.
Stanovit mizeme jak kationtové, tak aniontové herbicidy. Mezi herbicidy, které Ize
1zotachoforeticky stanovit patii naptiklad glyfosat, aminopyralid, chlormequat chlorid a
dalsi.

V povrchové vodé miizeme stanovit chloridy, sirany, dusitany, dusi¢nany, fluoridy,

fosfaty atd. !
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3.4 Herbicidy

3.4.1 Charakteristika herbicidu

Herbicidy jsou slou¢eniny s fytotoxickymi ucinky. Tyto slouceniny jsou vyuzivany
pii omezovani nezddouci vegetace. Herbicidy patii mezi pesticidy, tedy chemické latky,
které slouzi k hubeni biologicky skodlivych ¢initelti péstovanych rostlin.

Herbicidem je tedy sloucenina, které je nositelem fytotoxickych ucinkt a je povazo-
véna za G&innou latku. U¢inek herbicid je zptsoben poskozenim pletiv nebo blokaci
nekterych Zzivotné dulezitych biochemickych pochodl v rostliné. Projevy ucinku
herbicidi na rostlinu jsou oznaCovany jako herbicidni ucinnost. PoSkozeni plodin
herbicidem byva oznacovano jako fytotoxicita. V herbicidu jsou krom¢ samotné uc¢inné
latky obsaZeny 1 dalsi slozky. Jsou to naptiklad plnidla, emulgétory, fedidla a pfipadné
barviva. Tyto latky zajist'uji stabilitu, skladovatelnost a feditelnost ptipravku. Pro ucin-
nost ptipravki jsou dualezité adjuvanty, tedy ingredience, které zesiluji a zlepsuji ptiso-

beni uginnych latek a zkvalitiiuji manipulaci s herbicidy.!?

3.4.2 Historie pouzivani herbicidi

Hubeni pleveli pomoci chemikalii bylo v Evropé aplikovano jiz pred sto lety.
K odstranéni veskerého rostlinstva z zelezni¢nich svrskl, ploch pro skladovani dieva
se napf. pouzivala kamenna stl, drcenéd arsenova ruda, kyselina sirovd a méd’naté soli.
V prvnich letech 20. stoleti se dosahlo urcitého uspéchu pii potlacovani Sirokolistych
plevell v obilninach aplikaci rozpustnych médnatych soli a zfedéné kyseliny sirové.
Prvnim vyznamnym herbicidem pro hubeni pleveld byl 2,4-dinitro-o-kresol (DNOK)
zavedeny ve Francii roku 1933. Jedna se o kontaktni herbicid, ktery hubi malé dvoudé-
lozné plevele, aniz by poskodil obilninu. DNOK m4 také insekticidni U€inek a u nas
se donedavna pouzival jako prostiedek pro zimni postiik ovocnych stromil. Vyznam-
nym piedélem pro pouZzivani herbicidi byl objev Uc¢innosti fenoxyoctovych kyselin

ve 40. letech 20. stoleti. %

3.4.3 Rozdéleni herbicidua

Herbicidy rozdélujeme podle selektivity Ucinku, aplikace, podle ptsobeni a také

podle mechanismu ucinku.

19



Selektivita ufinku herbicidi — ni¢i jen specifickou skupinu rostlin, Sirokospektralni

herbicidy poskozuji vSechny zasazené rostliny.

Aplikace herbicida

Ptedsetové — pouzité v dobé, kdy neni na pozemku vyseta hospodaiska plodina.
Preemergentni — herbicidy jsou pouzity v dobé, nez semena hospodaiské plodiny jiz
kli¢i.

Postemergentni — v dob¢, kdy hospodaiska semena jiz vzkli¢ila nebo jsou Vyseta.[lg]

3.4.4 Herbicidni pripravky a jejich aplikace

U herbicidli rozhoduje o optiméalnim ucinku v praxi slozeni a uprava ptipravki a jejich
spravna aplikace. Herbicidni latky se pouzivaji téméf ve vSech piipadech ve formé vod-
nych postiikt, které se pfipravuji z pevnych technickych vyrobku. Postiiky tvoii veétsi-
nou prave roztoky herbicidii. Herbicidy obsahuji n¢kdy 1 latky zmékeujici tvrdou vodu a
zabranujici vzniku méné rozpustnych vapenatych a hofecnatych soli herbicidd, a tim

jejich vypadavani z roztoku. [19]

3.4.4.1 Jednoslozkové herbicidy

Ptipravky, které obsahuji jednu ucinnou latku, ktera je urcena bud’ pro hubeni Sir§iho
spektra plevelnych druhii, nebo je cilena proti urcité skupiné pleveld ne-

bo dominantnimu druhu. 2

3.4.4.2 Translokacni herbicidy

VétSina translokacnich ucinnych latek je na bazi fenoxykyselin. Objev herbicidnich
ucinki fenoxykyselin je spojen s poznanim vlivu auxinu. [

Pronikaji do rostliny a jsou rozvadény do jejich ¢asti. Translokace mize probihat
Z list do podzemni ¢asti rostliny nebo naopak z kofenli do nadzemni ¢ésti rostliny.
Tento typ herbicidii mlZe nicit i vytrvalé druhy plevel. Rostliny, které jsou zasazeny
timto druhem herbicidu, maji poruSenou latkovou vyménu. Zpomaluje se rist nadzemni

1 podzemni ¢asti rostliny a dochézi k tthynu. [25]
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3.4.5 Osud herbicidi v padnim prostiedi

Pesticidy postupné pronikaji do vSech slozek biosféry. V pidé se pomoci vody premis-
tuji jak horizontdlng, tak vertikdln€. Mezi dulezité faktory ovliviiujici osud pesticidi
patii adsorpce na piidni koloidy a jiné formy sorpce, vyplavovani z pady. Mikrobialni
a chemické degradace, odbouravani rostlinami. Dilezitou otazkou je perzistence nebo-
li stalost herbicidu.

Perzistence herbicidu je obycejn¢ vyjadfovana terminem ,,poloCas rozpadu®.
Neperzistentni herbicidy rozkladaji polovinu své koncentrace za méné nez 30 dntl.
Stiedné perzistentni herbicidy se rozkladaji nejdéle do konce vegetacniho obdobi, délka
polocasu rozpadu je 30— 100 dni. Perzistentni herbicidy se rozkladaji za vice
nez 100 dni.

Znacné problémy zpiisobuji rezidua herbicidi, ktera jsou pfijimana kofeny a mohou
byt i€innd 1 nékolik mésica, pti relativné nizké koncentraci. Reziduem je chépana kazda
latka pfitomnéd v rlznych substratech (napf. pida, voda, potravina atd.) v duasledku
vyuzivani pesticidii. Aktivita rezidui zavisi na vlhkostnich pomérech. Nékteré rezidualni
totalni herbicidy jsou méné zavislé na ptadni vlhkosti a mohou byt pfijimany v plynné

fazi semeny nebo ristovymi Vrcholy.[Z]

3.4.6 Rezistence pleveli viici herbicidim

wrwv

Z pohledu hubeni rezistentnich populaci plevell je zavazna kiizova rezistence (cross-
rezistence). Rostlina, u niz byla vyvolana rezistence jednim herbicidem, je rezistentni
viuci dalsim herbicidim se stejnym nebo podobnym mechanizmem ucinku. Velmi vy-
znamna je cross-rezistence plevelll viici triazinim 1 vici jinym herbicidim, ovliviuji-
cim fotosyntézu.

V naSich podminkéach byla cross-rezistence prokazana u merliku bilého viici vSem
triazinim a u¢innym latkam patficim mezi uracily a pyridazinony.

Existuje také negativni cross-rezistence, kdy biotop, ktery je rezistentni viici urcité
skuping latek, je hypercitlivy vici jiné skupiné latek.

V souvislosti s touto problematikou souvisi také vicendsobna rezistence.
Mechanismy rezistence se kvice nez jednomu herbicidu rozvinuly v oddélenych

procesech. Po ziskani rezistence vici herbicidu A vyvola uziti herbicidu B rozvoj

21



rezistence vuci herbicidu B. Rostlina je tedy rezistentni vii¢i herbicidu A i B na zékladé
dvou procesti.

Vznik a rozvoj populaci rezistentnich herbicidi je podminén nespravnou aplikaci
herbicidii. Pro omezeni vzniku a Sifeni rezistentnich biotypli je zapotiebi dodrzovat

’ w7 r s « + 10 o . ;o 2
osevni postupy a stiidavé pouzivani herbicidii s rozdilnym mechanismem Géinku.?

3.5 Roundup

Roundup je registrovana ochranna znamka pro skupinu totalnich herbicidi. Tento her-
bicid vyrabi americkd spole¢nost Monsanto, kterd na né&j roku 1970 ziskala patent.
Od roku 1974 se pouziva jako totalni herbicid k vyhubeni nezadoucich pleveld a dievin
na zeméd¢lskych plochach i mimo né.

Utinnou latkou je glyfosat, derivat glycinu. Smési latek prodavané pod nazvem
Roundup jsou celosvétové nejpouzivanéjsi herbicidy tohoto stoleti. Zhruba polovina
vSech prodavanych glyfosatovych herbicidil je proddvana firmou Monsanto.

V Ceské republice je roén& vyuzito vice nez 900 000 kilogrami glyfosatu.
Predpoklada se, ze vroce 2017 dosahne jeho pouzivani V celosvétovém méfitku
1,35 milionu tun.

Evropské ekologické organizace zadaly v Némecku provedeni nezéavislych
laboratornich analyz celkem v 18 zemich, které analyzovaly rozbory vzori moce
dobrovolnikil. Vysledky ve viech zemich prokazaly stopy glyfosatu. V Ceské republice
byl glyfosat obsazen v celkem 60 % vzorki.

Dal$im problémem by mohl byt i vliv na ornou pudu. V nékterych typech pud
se totiz glyfosat vaze na pldni ¢astice a udajné se tak stava inertnim. V jinych padnich
typech ovSem zistava aktivni a jeho rozklad koordinuji mikroorganismy. To mize
ovlivitovat biologické a chemické procesy v okoli rostlin, v¢etné jejich schopnosti vazat
dusik. Disledkem na takovych pidach mlze byt zvySend potieba aplikace dusikatych

hnojiv. B

3.5.1 Glyfosat

Neboli N-Phosphonomethylglycin, je hlavni u¢innou slozkou Roundupu. Glyfosat je

Sirokospektralni herbicid, ktery se aplikuje na listy rostlin. Je vyuZivany po desetileti
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k regulaci pleveli v zemédélstvi. Jeho mechanismus spociva v inhibici enzymu
5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate syntazy (EPSPS), zapojeného do Sikimatové
drahy. Inhibice EPSPS vede k nartistani koncentrace Sikimatu a sniZzeni syntézy aroma-
tickych aminokyselin, které jsou nezbytné pro pteziti rostlin. [16]

Prvotni myslenka toho, Ze glyfosat uc¢inkuje pouze na rostliny a jinak je pro Zivotni
prostiedi bezpecny se v poslednich letech nejevi jako zcela pravdiva. Pocatecni studie
U zab naznacuji, ze glyfosat mize byt teratogenni a mize mit podstatny vliv na vyvoj

predniho a stfedniho mozku. [17]
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Obr. ¢. 1: Glyfosat — strukturni vzorec (Zdroj: http://www.indiamart.com/)

Navic studie stale vice prokazuji, Ze glyfosat pfetrvava ve vodé¢ a pidé déle, nez se
puvodné odbornici domnivali. Polo¢as rozpadu glyfosatu v pud¢ je klidné az rok a vice,
zalezi na slozeni pidy. Vyzkumy ukazuji, Ze sorpce a degradace glyfosatu v pudé se lisi
podle chemickych, fyzikalnich a biologickych vlastnosti pudy. Je dulezité 1épe poznat
vlastnosti glyfosatu a mechanismy jeho pisobeni. Agentura pro ochranu zivotniho
prostiedi EPA uvadi, ze pfijatelné mnozstvi glyfosatu, které muize clovék pfijmout
denné po delsi dobu bez znatelného rizika, je 1,75 mg glyfosatu na 1 kilogram vahy.
Ovsem pro Evropu jsou piijatelné davky znaéné nizsi a piedstavuji 0,3 mg na 1 kilo-
gram vahy. [18]

Pozadavky na mnozstvi glyfositu v povrchovych vodach pro naSi republiku
najdeme v predpisu €. 401/2015 Sh., Natizeni vlady o ukazatelich a hodnotach
pfipustného znecisténi povrchovych vod a odpadnich vod, ndleZitostech povoleni k
vypousténi odpadnich vod do vod povrchovych a do kanalizaci a o citlivych oblastech,
ve kterém jsou uvedeny specifické znecistujici latky pro utvary povrchovych vod a

limit pro glyfosat 36 pg/l.
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Degradace glyfosatu probihd ptedev§im mikrobidln¢ za aerobnich podminek.
Za anaerobnich podminek probihda pomaleji. Pfi rozkladu jsou Stépeny vazby
mezi dusikem a uhlikem, za vzniku kyseliny aminomethylfosfonové neboli AMPA,
coz je hlavni metabolit glyfosatu ve vod¢ a pidé. AMPA se samostatné komercné

nevyuziva a svym slozenim je glyfosatu podobna. [33]

HO_
P~ NH

e

Obr. ¢. 2: AMPA — strukturni vzorec (Zdroj: http://www.indiamart.com/)

Vyzkumy bylo zjisténo, ze glyfosat a AMPA se Casto vyskytuji v piidach a sedimen-
tech, v prikopech, kanalizacich, fekach a potocich. Mén¢ Casto se vyskytuji v jezerech,
rybnicich a mokfadech, pidnich a podzemnich vodach. 2

Vyzkumy dale ukazuji, Ze AMPA se Casto vyskytuje v lidské moci, zatimco glyfosat
najdeme nejvice V nezménéné form¢ v matetském mléce a ve tkanich zvitat. Studie,
kterou provadéli Friends of Earth Europe, spoCivala v analyzovani 182 dobrovolniki
v ramci 18 zemi Evropské Unie a zjistili, Ze 80 dobrovolnikl, ma ve svém téle glyfosat
s pramérem 0,21 pg/1 a nejvyse 1,82 ug/1. AMPA byla pfitomna v moc¢i u 65 osob
s pramérem 0,18 pg /1 a nejvyse 2,63 ug/ 1. Ve spojenych statech ukazuji vzorky moci
8x vyssi koncentraci latek v moci, nez v Evropé. Analyza vzorkli matefského mléka,
které bylo testovano od matek po celé Americe, ukazala glyfosat s Grovni v rozmezi
od 76 do 166 pg/ I. Coz ptedstavuje 760x az 1600x vyssi hodnotu, nez stanovuje smér-
nice pro glyfosat pro pitnou vodu v Evropské Unii. [23]

Ovsem existuji i jiné zplsoby, nez je konzumace potravin, jakymi mizeme do svého
organismu nechténé dostat glyfosat nebo jeho metabolit AMPA. Tento problém se tyka
pfedev§im zZen. V poslednim roce se casto probird kontaminace surové baviny
glyfosattem a AMPOU. Napiiklad jedna argentinska studie Prostoru socio-
environmentalni spoluprace (EMISA) University of La Plata, Argentina, ptfedklada
kontrolni vysledky tampont, hygienickych vlozek a sterilni gazy pozitivnich

na ptritomnost glyfosatu a AMPY. 85 % vsech testovanych vzorktl bylo pozitivnich
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na glyfosat a 62 % na AMPA, ale v pfipadé baviny a sterilni bavinéné gazy to bylo
100 %. Za zminku také stoji, ze v bfeznu2015 zménila Mezindrodni agentura
pro vyzkum rakoviny (IARC), kterd je soucasti WHO, klasifikaci glyfosatu z mozného

karcinogenu na karcinogen pravdépodobny. 2

3.5.2 Glyfosat a AMPA v odpadnich vodach

Vzhledem K polarnimu charakteru, nizké rozpustnosti vV organickych rozpoustédlech
a vysoké rozpustnosti ve vodé je stanoveni glyfosatu a AMPA oproti dal$im herbici-
diam, které jsou v zeméd¢€lstvi vyuzivané, pomérné komplikované. Pii analytickém sta-
noveni se preferuji metody chromatografické, spektrofotometrické a jiz zminované ka-
pilarni elektroforetické.

Nicméné na mnozstvi a pritomnost AMPY v odpadnich vodach byl provadén
vyzkum napftiklad na dvou Cistirnach odpadnich vod v Rakousku. Cilem této studie bylo
zjistit vyskyt AMPY v odpadnich vodach, jako mozny zdroj znec€isténi pro povrchové
vody. Ve studii dosli k zavéru, ze vyskyt AMPY v odpadni vod¢ byl vysoky a mnozstvi
samoziejmé zaviselo na mife zne¢isteni. !

V roce 2002 taktéZ védci zkoumali vzorky vypousSténych odpadnich vod do fek
z 10 cistiren odpadnich vod. V tomto ptipadé byly vzorky glyfosatu malé, ale Slo
0 prvni vyzkum, ktery poukazoval na to, Ze glyfosat na vystupu z Cistiren odpadnich
vod mlZe byt zdrojem znecisténi ve vodnich tocich. Vzorky byly odebrany z ¢isténych
odpadnich vod, a to jak pted vstupem na ¢istirnu, tak i na vystupu po vy¢€isténi.

V této studii dale védci dosli k zavéru, Ze v odpadnich vodach byla v mnohem vétsi
mife detekovana kyselina aminomethylfosfonova, tedy metabolit glyfosatu a také
v mnohem vyssich koncentracich. Asi 68 % vzorkli obsahovalo AMPU a 18 % vzorkt
obsahovalo glyfosat. !

Problematika glyfosatu a AMPY na vystupu z €istirny odpadnich vod je v soucasné
dobé¢ nevyiesena. Mnoho vyzkumt se touto problematikou nezabyva a i navzdory témto
dvéma vyzkumim pievlada spise tvrzeni, ze glyfosat a AMPA jsou vzhledem ke svému
sloZeni na cistirnach odbourany. Rozklad glyfosdtu a AMPA na ¢istirnach odpadnich
vod byl prodiskutovan s odbornikem na ¢isténi odpadnich vod z firmy Kralovopolska
Ria a.s., ktery potvrdil toto tvrzeni. Abychom ovSem méli stoprocentni jistotu, museli

bychom provést vlastni vyzkum.
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3.6 Stanoveni herbicidii pomoci dalSich analytickych metod

3.6.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Metoda HPLC je zaloZzena na separaci analyti na zakladé jejich pohyblivosti me-
zi stacionarni a mobilni fazi. Béhem separace dochazi k vzajemnému pusobeni me-
zi mobilni fazi a analyty, dale dochazi k interakci mezi stacionarni a mobilni fazi a
sorpci analytl na staciondrni fazi.

Pti pfechodu analytu A z faze mobilni do faze stacionarni se chromatograficky
systém piiblizi k rovnovaznému stavu. Tento jev mezi obéma fazemi mizeme popsat

distribuéni konstantou Kp.

14l
Ko =i

[A]s— rovnovazna c analytu ve stacionarni fazi

[A]m — rovnovazna ¢ analytu v mobilni fazi

Na zéklad¢ rozlisnosti této konstanty jsou analyty v koloné zadrzovany rtzné. Jejich

retence je tedy rozdilnd a je porovnavana pomoci retencnich faktort.

t. — retencni Cas analytu neboli ¢as od doby, kdy je vzorek nadavkovan a detektor za-
znamena maximum piku

tmn— mrtvy ¢as analytu, doba, kdy latka neinteraguje se staciondrni fazi

V chromatogramech vyuzivame piky, abychom ur¢ili mrtvy ¢as potiebny pro vypo-
¢et retencniho faktoru, podle kterého poté ur€ujeme dany analyt v systému. Piky mohou

vznikat tehdy, pokud mobilni faze obsahuje vice nez jednu slozku.

Tato metoda je vhodnd pro stanoveni netékavych a polarnich latek. Lze s ni

stanovovat napiiklad s-triazinové herbicidy. [12]
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3.6.1.1 Spojeni chromatografickych technik a hmotnostni spektrometrie

Tato metoda predstavuje velmi ucinnou a vyznamnou analytickou techniku
pro stanoveni organickych latek, které se nachazeji i v komplikovanych smésich
ve velmi rozdilném zastoupeni. Spojeni téchto dvou metod v podstaté eliminuje slabinu
chromatografickych technik, kterou je spolehlivost identifikace zalozend na porovnani
retenéniho ¢asu neznamé latky v analyzovaném vzorku se standardem. Zde je ovSem
jedina jistota v tom, ze pokud se reten¢ni chovani 1isi, nejsou standard a neznama latka
totozné. Jistota separace ovSem zavisi na konkrétnich podminkach separace.

Naproti tomu analyza organickych smési pomoci hmotnostni spektrometrie
s elektronovou ionizaci zpravidla nevede k smysluplnému vysledku, nebot’ je nemozné
ptifadit fragmenty pfislusné slozce smési. AvSak vlastnost hmotnostni spektrometrie
dovoluje sejmout dostate¢né kvalitni spektra i z mnozstvi sloucenin, ktera jsou

kompatibilni se separa¢nimi technologiemi. ™

3.6.2 Polarografie

Tato metoda se zabyva elektrolyzou roztokti oxidujicich a redukujicich latek me-
zi polarizovatelnou elektrodou, nejéastéji pouzivanou rtutovou kapkovou elektrodou
(DME) areferen¢ni elektrodou (RE). Tuto metodu objevil Jaroslav Heyrovsky, kte-
ry za ni dostal roku 1922 Nobelovu cenu. !

Velkou vyhodou polarografie je, Ze v ni mohou byt analyzovany vzorky, které jsou
v koncentraci 10® a také Ize manipulovat se vzorky v mnozstvi 0,05 ml. Poloha viny
V polarogramu podél osy udava potencialni identifikaci latky, velikost proudu udava

obraz o0 Kolisani koncentrace materialu. %
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difal foghilk

Obr. ¢ 3: Polarografické viny a schéma polarografu (Zdroj: http://canov.jergym.cz/)

Analyza funguje tim zptsobem, Ze se na povrchu kapky rtuti vytvofii elektricka
dvojvrstva. Pfi zvySovani potencidlu mezi anodou a katodou se uvoliiuji pfislusné ionty
nakatod¢ a dochazi knartustu proudu, ktery je ovlivilovdin mnozstvim iontu,
které mohou ke katod¢ zroztoku ptichazet. Proud pfestane rist v momenté, kdy se
mnozstvi vyluCujicich iontd rovna poétu prichazejicich ionti. Hodnota pilvinového
potencialu urCuje danou latku. Do roztoku je také pfidavana silna kyselina, aby doslo
ke zvyseni vodivosti roztoku.

Z vysledné kiivky stanovime podle jednotlivych poloh pikt, které latky roztok
obsahuje. Koncentraci dané latky muzeme uréit napiiklad metodou standardniho
pridavku. Méfeni se provede vicekrat a do roztoku je pfiddvano znamé mnozstvi latky.
Srovnanim ptvodniho roztoku a roztoku po pifidani daného mnozstvi latky lze urcit,
jaky narast proudu odpovidd tomuto mnozstvi, a z vysky ptivodniho piku vypocist

odpovidajici koncentraci. (101

3.6.3 Voltametrie

Voltametrie je metoda vhodna k detekci neznamych latek a k uréovani jejich koncentra-
ce. Principem je méfeni intenzity elektrického proudu prochazejiciho pracovni elektro-

dou v zavislosti na ménicim se elektrickém napéti.
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Systém se sklada ze tfi elektrod, a to z pracovni elektrody, ktera je soucasti
elektrického ¢lanku, srovnéavaci elektrody, kterou neprochédzi proud a nedochazi tedy
k polarizaci, a elektrody pomocné. Za téchto podminek ma referentni neboli srovnavaci
elektroda konstantni potencidl. Se zménou vlozeného napéti se meéni elektricky
potencidl elektrody pracovni vuci elektrod¢é referentni. Velikosti proudu protékajici
pracovni elektrodou se méfi proti pomocné elektrodé, kterd byva vétSinou platinova
nebo uhlikova.

Stanoveni glyfosatu pomoci voltametrie bylo zkouméno na Univerzité¢ Karlove
v Praze. Studium prokazalo, ze by metoda mohla byt vhodna pro rutinni analyzy

glyfosatu v ptidach béhem studie jeho vlivu na pidni organismy. 3]
3.6.4 Srovnani analytickych metod pri analyze herbicidii

Srovnani pouzivanych analytickych
metod pri analyze herbicidu

4 1
2% 2%
3
7%
1 Polarografie
J)  HPLC
2 3 Voltametrie
)
89% m Izotachoforéza

Graf ¢. 1: Procentudlni srovnani analytickych metod

Z grafu je vidét procentudlni srovnani pouzivanych analytickych metod pfi analyze her-
bicidt. Nejvice se herbicidy v souc¢asné dobé stanovuji pomoci vysokou¢inné kapalino-
vé chromatografie. Izotachoforéza je v soucastné dob¢ jedna z méné vyuzivanych me-
tod, ovSem vyznam stanoveni podle této metody davd moZnost srovnani vysledkl

S ostatnimi analytickymi stanovenimi a také dochézi k rozsiteni aplikacniho pole metod.

29



Ne vSechny herbicidy lze pomoci elektromigracnich metod, mezi néz se tadi i izotacho-
foréza, stanovit. Elektromigracnimi metodami miizeme stanovit pouze iontové latky.
Herbicidy ovSem vétSinou iontové nejsou. Proto jsme Kk nasi nasledné analyze museli
zvolit herbicid, ktery tuto vlastnost ma. I to je samoziejmé duvod toho, ze je izotachofo-

réza vyuzivand mén¢, nez vyse uvedena HLPC.
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4 PRAKTICKA CAST

4.1 Simulace

Pocitacovou simulaci je mozné provést v programu Simul 5 Complex. Tento program

provadi simulaci pohybu iontl v kapalnych roztocich v elektrickém poli.

B> SIMUL 5: No File W  — E=al=
S
Tools Option PSQ-Player Complex | Help || Exit
" ] Composition
Composition File Add I
| Open | @ Set Delete I # | name | |type n | p | cfin) | c
| Time(s) EOF Maohility (1E-9) Save | C Add Delete Al
IU ID’DQ+D Restore |
dt(s) Stop Time (s)
1.0e-4 ‘=l [3600 4
[ = Edit | % ~
Error Yoltage (V) e
IELUE*U Izsg ID MB ’C:\Users\,Michaela Janstovat "_hﬁn_é Simul 5 Complex - Release
Set Max Error Current (uA) Euh Stop | ‘T' Setup—— = No c
|1,De—11 [af I_ T & | I lonicStrength [ _Eq.
|- £ 1 v i
Left\Wall (Nodes)  Right'Wall (Nodes) [V’ Optimise dt -
Init ) [V Enshble Detector [ Diffusion Modifier
Il] |1DDD o Sim/Det| [~ EOF by Detectar
o Simulation
=
=
g
o
2.
=3
E
= T
S 0
% Position in capillary (mm)
- [L [Ready ... R = 4

Obr. ¢. 4: Simulacni program Simul 5 Complex

Program lze vyuzit, pokud potfebujeme zkontrolovat nebo vysvétlit jevy,
které pozorujeme v experimentech. Pozorovat mizeme napiiklad systémové piky,
neboli zony, jejich vysku a tvar.

Simul 5 complex obsahuje databazi na zaklad¢ tabulek TakeSiho Hirokawy. Tabulky

obsahuji data s mnoha ionty. !

4.2 lzotachoforeticka analyza

Izotachoforetickd analyza je ta ¢ast analyzy, kterd zahrnuje nastfik vzorku, separaci a
detekci. Po néstiiku se analyzované ionty pohybuji v elektrickém poli. Nejdiive dochazi
K separaci a poté jsou vysledné separované zony detekovany pomoci detektoru.

V separa¢nim kroku je cilem Uplnad vzdjemnd separace vsSech sledovanych slozek az
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dojde k vytvoreni izotachoforetickych zon individualnich latek. V druhém kroku je ci-
lem detekce analyzovanych latek. Zaznam musi byt dobte kvalitativné i kvantitativné
vyhodnotitelny.

Vyhodny je ten stav, kdy lze provést separaci i detekci v co nejkratSim case
S minimalnim mnozstvim vzorku. V praxi je tedy snaha pracovat s takovym minimem
vzorku, které jesté postacuje pro dosazeni pozadované piesnosti analyzy.

Separace je zavisla na mnoha podminkach, zavisi na slozeni vedouciho elektrolytu,
na hodnoté¢ hnaciho proudu, na mnozstvi davkovaného vzorku, ¢imzZ spolu souvisi

separace a nasledna detekce. 8]

4.3 Volba elektrolytového systému

Pti vybéru je tieba dbat na vybér chemikalii. Ne vSechny chemikalie jsou vhodné a né-
kdy je tieba je pted pouzitim v samotné analyze upravit. Je nutné brat v potaz rozpust-
nost latek, které budou slouZit jako elektrolytovy systém.

Déle je tfeba uvazit chemickou stabilitu danych latek. Pti volbé je nutné brat
Vv tvahu oxidacni ¢i redukéni vlastnosti, které budou ptisobit na analyzované latky, a je
nutné brat zfetel na srazlivost daného roztoku.

Dalsim faktorem ovliviiujicim stabilitu je ionizace latek, které jsou analyzovany.
K separaci téchto latek je tieba, aby byly alesponi Caste¢né disociovany a jejich
pohyblivost tedy byla dostate¢na.

Zona je dostatecné stabilni, pokud obsahuje stale konstantni mnozstvi analyzované
latky. Stabilitu zon predpokladdme v situaci, kdy se vSechny rovnovahy zahrnujici
analyzovanou latku ustaluji velmi rychle. Fyzikélné-chemické uspofadani latek je
takové, ze nedochazi k rozpadu komplexii béhem migrace a dale rozhrani zon vykazuji
samozaostiujici efekt.

Stabilitu z6n muzeme ovéfit pomoci kalibra¢niho grafu, ktery ndm vyobrazi
zavislost délky zony na ddvkovaném mnoZstvi analyzovaného roztoku.

Pokud je zona stabilni, kalibracni pfimka prochazi poc¢atkem a kalibra¢ni kiivka je
ve tvaru piimky. V pfipadé, Ze je zdéna nestabilni v kalibracnim grafu neprochdzi

pocatkem. Pro dalsi priib&h analyzy je tedy vhodné hledat jiné feSeni. 18]
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Obr. ¢ 5: Primka a zobrazuje stabilni zénu, naopak b zénu nestabilni (Zdroj: BOCEK, Petr. Analytickd
kapilarni izotachoforéza. Praha, 1987)

4.3.1 Doporucené elektrolytové systémy

Pti vybéru vhodného elektrolytového systému se pouzivaji kromé fyzikalné chemickych
pravidel a vypocti také uréitd konkrétni doporuceni. Jako vedouci iont je zpravidla
vhodny rychly iont plné disociované latky. Jako terminator je nutno uvézit H' ,
resp. OH" ionty, které musi vzdy vytvofit posledni zonu systému. Obecné& 1ze pouzit jako
terminator takovou slabou kyselinu nebo bazi, jejiz pohyblivost je nizs§i nez pohyblivost
separovanych latek. Hodnota pK, musi byt niz$i v ptipad¢ kationtd a vyssi v piipadé

anionti, neZ hodnoty pK, separovanych latek. ©

Tabulka ¢ 1: Zdakladni pravidla pro volbu elektrolytového systému (Zdroj: BOCEK, Petr. Analytickd
kapilarni izotachoforéza. Praha, 1987)

Kationtova ITP Aniontova ITP

vhodny vedouci iont

K", NH;" Cr

terminator

H+

OH

jiny vhodny terminétor

slaba baze

slaba kyselina

protiiont

slaba kyselina

slaba baze

podminka ionizace analy-

zovanych latek

pH < pkgy +1

pH > pkH/_\ -1
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4.4 Goodovy pufry

Pufry jsou obvykle smési slabych kyselin a jejich konjugovanych zasad. Nebo smési
slabych zasad a jejich konjugovanych kyselin. Hodnota pH pufru zavisi na vzajemném
poméru koncentraci obou slozek a disociaéni konstanté, ktera vyjadiuje ochotu
k disociaci.

Dané pH roztoku se odviji od koncentrace vodikovych (H") a hydroxylovych (OH)
iontl. Pokud je koncentrace obou iontd stejna, jednd se 0 roztok neutrdlni. Pokud
koncentrace vodikovych ionti pfevysi koncentraci iontd hydroxylovych, je roztok
kysely. Pokud Vv roztoku ptfevysuje koncentrace hydroxylovych iontl, pH je zasadité.

Kyselinu definujeme jako donor (déarce) vodikovych iontl, zasadu jako akceptor
(ptijemce) vodikovych iontii. Pufry jsou schopny uvoliiovat nebo naopak vézat
vodikové ionty, proto jsou vyuzivany k udrzovani pH roztoku.

Schopnost pufru udrzovat pH vyplyva z dostate¢né koncentrace obou slozek
konjugovaného paru. Kyselina pufru zabrani zvySeni pH, pokud do roztoku ptidame
zasadu, naopak zasada pufru zabrani snizeni pH, pokud ptidame kyselinu. [26]

V tabulce je uveden vycet Goodovych pufrt, které jsou Casto vyuzivany predevsim
Vv oblasti biochemie a biologie. Spliuji pozadavky, které jsou v této vyzkumné oblasti
tteba, a to konkrétné hodnotu pKa mezi 6 az 8, disponuji vysokou rozpustnosti. Dale
jsou netoxické, maji velice omezeny vliv plisobeni na biochemické reakce, jejich
absorbance je v rozmezi od 240 nm do 700 nm. Vykazuji omezenou interakci s kation-
ty, 27
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Tabulka ¢. 2: Tabulka Goodovych pufrii (Zdroj:Wikipedie.cz)

Pufr Nazev pﬁp £<anc
MES 2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid 6.15
ADA oxoethyI?(Oc(:llrli)rgxi/-r;(ezt}?)r/rl])lgr%-iﬁ-())acetate 6.62
PIPES piperazine-N,N'-bis(2-ethanesulfonic acid) 6.82
ACES N-(2-Acetamido)-2-aminoethanesulfonic acid 6.88
MOPSO B-Hydroxy-4-morpholinepropanesulfonic acid 6.95
Cholamine Chloride Cholamine Chloride 7.10
MOPS 3-(N-morpholino)propanesulfonic acid 7.15
BES 2-[Bis(2-Hydroxyethyl)amino]ethanesulfonic acid 7.17
TES 2-[[1,3-dihydro_xy-2-(hydroxym_ethyl_)propan-z- 75

yl]lamino]ethanesulfonic acid

HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 7.55
DIPSO 3-(Bis(2-hydroxyeths)lljll)f%rr?iigz)c-ii-hydroxypropane-l- 76
Acetamidoglycine Acetamidoglycine 7.7
TAPSO " aminal 2 ryarowymropanesuttonc ad | 1
POPSO Piperazine-1,4-bis(2-hydroxypropanesulfonic acid) 7.85
HEPPSO O ropane Lsuitonicatid 78
HEPPS 3-[4-(2-Hydroxye';r;)ll:())[r)]iigeargiz;n-1-y|]propane-l- 8.1
Tricine N-(2-Hydroxy-1,1-bis(hydroxymethyl)ethyl)glycinev 8.15
Glycinamide Glycinamide 8.2
Bicine 2-(Bis(2-hydroxyethyl)amino)acetic acid 8.35
TAPS 3-[[1,3-dihydroxy-2-(hydroxymethyl)propan-2- 8.55

yllamino]propane-1-sulfonic acid
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4.5 Provedeni kalibrace

Ucelem kalibrace je nalézt zavislost mezi stanovovanymi slozkami X a méfenymi veli-
¢inami Y tak, aby vysledky méfeni nebyly zatiZzeny soustavnymi chybami. Vlivem kalib-
race by vysledky stanoveni mély mit vétsi ndhodny rozptyl, nez jaké mé méteni hodno-
tyy.

Vyhodou kalibrace je, ze je mozné ji provést s nevelkym vynalozenim casu, prace
a naklada.

Kalibra¢ni zavislost je vzdy urcena z kone¢ného poétu mg méfeni v oblasti Xmin az
Xmax @ plati vzdy pro tuto oblast.

U néckterych fyzikédlnich analytickych metod je pribcéh kalibrace ovliviiovan
ptitomnosti ostatnich slozek, tomuto jevu se také fika matri¢ni efekt. Pokud se analy-
zuje pouze par vzorkt, muze se jako vyhodnéjsi metoda stanoveni jevit metoda
standardniho ptidavku, nez zjistovani kalibra¢ni funkce.

Konstanty kalibra¢ni funkce se mohou ménit s ¢asem, je tedy nutné kontrolovat
kalibra¢ni funkci v pravidelnych casovych odstupech. Pocet k tomuto potiebnych
vzorkll odpovida poctu konstant kalibracni zévislosti.

U standardnich vzorkt je kalibrace pomérné snadna. Lze pouzit Cisté roztoky
nebo uméle piipravené smési. Standardni roztoky se pripravuji zied’ovanim zakladniho
roztoku a je tedy tfeba pipetovat velky objem a dopliovat jej rozpoustédlem v bance
vetsi velikosti, aby se omezily chyby ziedovani. Ziedovani je nutné, protoZe silné

ziedéné roztoky je obtizné pfipravit pifimym navazenim a rozpuSténim. 6]

4.6 Detek¢ni systém

Vyrobce izotachoforetického analyzatoru, na kterém jsem méfeni stanovovala, je Villa
Labeco, Spisska Nova Ves, Chrapciakova 1, Slovenska republika. Pouzita elektrofore-
tickd jednotka je sloZena z terminatorového bloku (T) s davkovacim kohoutem a septem
pro nastik vzorku stfikackou. Dale ze separacni kapilary, kterd ma primér 0,8 mm,
detekéni cely pomocného detektoru (D1), rozvétvovaciho bloku s pomocnou elektro-
dou, analytické kapilary s primérem 0,3 mm, dalsi detekéni cely (D2) a cilové elektro-

dy s dalsim vstupem pro elektrolyt.
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Obr. ¢. 6: Pristroj pro izotachoforetickou analyzu a jeho popis (Zdroj: Archiv Glovinova)

K piedseparaci stanovovaného vzorku, fokusaci a mobilizaci dochéazi prichodem
elektrického proudu v teflonové separacni kapiléfe, kterd ma délku 160 mm a prameér
0,8 mm. Tato kapilara je umisténa v separacni kolon€. Tato je dale napojena
na analytickou kolonu obsahujici teflonovou analytickou kapilaru o délce 160 mm
apruméru 0,3 mm. Konce kapildr jsou ptipojeny k elektrodovym komirkdm,
které obsahuji platinové elektrody pfipojené na zdroj vysokého napéti. Zdroj VN
dodava konstantni stejnosmérny proud. V misté, kde jsou spojené kapilary
a elektrodové komirky, se nachdzi semipermeabilni membrana, kterd zabranuje
nezadoucimu proudéni elektrolytu.

Po nadavkovani vzorku je davkovaci neboli DE elektrolyt vyménén za koncovy TE
elektrolyt. Zony se stanou opét nabité a putuji do analytické kolony smérem k detektoru,
kde jsou v bézném izotachoforetickém modu detekovany.

Metody se tedy skladaji ze tfi Casti, a to fokusace, mobilizace a detekce. Jsou

Znazornéné na obr. &. 7. BY
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Obr. ¢. 7: Izotachoforetické mody (Zdroj: SISPEROVA, Eliska. \lyvoj elektromigracnich metod

pro stanoveni kovii. Brno, 2011. Disertacni prace)

4.6.1 Fokusace

Nejprve je tieba do systému vlozit stejnosmérné napéti. Plisobenim elektrického proudu
poté do systému putuje davkovaci elektrolyt smérem ke katod¢€. Poté, co se ustali rov-
novaha mezi toky iontd H* davkovaciho elektrolytu a OH  primarniho elektrolytu, stane
se neutralizacni rozhrani staciondrni v zavislosti na ¢ase a dale uz se nepohybuje. Fo-

kusace latek vzorku probiha na tomto stojicim rozhrani. [31]

4.6.2 Mobilizace

Poté co jsou latky vzorku dostate¢né nadavkovany, je davkovaci elektrolyt DE vyménén
za koncovy mobiliza¢ni TE. Fokusované ionty v zondch (separat) S, ziskaji opét naboj
a zvolna putuji ve formé ostrych zén do separacni kapilary. V okamziku, kdy prochazi
pies prvni detektor DET umistény v separacni kolon¢, piepne se proud do druhé kolony

a zony putuji dal analytickou kolonou k druhému detektoru. 24
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4.6.3 Detekce

V analytické kapilafe se mobiliza¢ni elektrolyt stdva termina¢nim a zony postupuji dale
V ITP médu smérem k detektoru béznou izotachoforetickou analyzou. Zoény jsou de-
tekovany konduktometrickym detektorem. Ziskand data jsou nasledn¢ zaznamenana

V pocitaci a vyhodnocena pomoci programu CLARITY. [31]

4.7 Analyza glyfosatu ve vodé pomoci akumulace na asymetrickém

ucelové vytvoreném neutralizacnim rozhrani (NBR)

Vyssi citlivosti v analytické chemii je mozno dosahnout pomoci vhodné ptedseparacni
nebo predkoncentraéni metody. Vybér metody zavisi na charakteru analytu a na cili
analyzy a také na tom, zda separujeme vzorek cely nebo pouze jeho ¢ast.

Pro predseparaci, selektivni pfedkoncentraci, byl vyvinut tfifazovy proces. V prvnim
kroku separace jsou latky ptfedkoncentrovany, v druhém kroku jsou separovany
a ve tietim nasledné analyzovany. Vsechny kroky probihaji on-line v pribéhu jedné
analytické procedury. Tyto kroky vyuZzivaji rizné elektromigrac¢ni principy a také
na sebe navazuji.

V prvnim kroku je vyuzito principu stojiciho neutraliza¢niho reakéniho rozhrani,
Vv pfipad€ stanoveni glyfosatu, tedy asymetrické neutralizacni rozhrani. Ve druhém
kroku je nahromadény analyt mobilizovan, separovan a dopraven do analytické kolony.
Tento krok probiha bez snizeni koncentrace naakumulovaného vzorku. V zavére¢ném
kroku je rozseparovany analyt detekovan.

Asymetrické neutraliza¢ni rozhrani je vytvofeno z jednoduchého NBR nahrazenim
kyselého nebo alkalického elektrolytu vhodnym amfolytem. Vysledkem je poté
konstantni pH na jedné strané rozhrani. Rozhrani umoziuje zvysit selektivitu
pii davkovani nebo na jedné strané€ pouzit extrémni hodnotu pH. Ta mlze byt vyuzita

napiiklad pfi akumulaci kyselin. 131
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Obr. ¢. 8: Schéma tokii na asymetrickém NBR (Zdroj: Archiv Glovinovd)

Experimentalni usporadani
Pro analyzy byl pouzit ITP pfistroj (CS Isotachophoretic Analyzer, Villa Labeco, Slo-

venska republika) ve dvoukolonovém uspofadani vybaveny konduktivitni deteket.

Elektrolytovy systém pro asymetrické neutraliza¢ni rozhrani
Alkalicky davkovaci elektrolyt. 0,02M Histidin pH=pl
Kysely (fokusacni) elektrolyt. 0,02M HCI + 0,005M Histidin pH=1,7

4.7.1 Podminky méfeni

Proud: 250 pA

Teplota: Separace probihala za pokojové teploty, pii 25 °C
Délka méreni bez fokusace: 1500 sekund

Délka méreni s fokusaci: 1000 sekund

Mnozstvi nastiikovaného vzorku: 30 pul
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4.7.2 Chemikalie

MOPSO  (B-Hydroxy-4-morpholinepropanesulfonicka kyselina, 3-Morpholino-2-
hydroxypropanesulfonicka kyselina): pH — 6,2-7,6, pK; — 6,9

O/\OfsosH

Obr. ¢ 9: MOPSO — strukturni vzorec (Zdroj: http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)

SPADNS (1,8-dihydroxy-2-(4-sulfofenyl azo) naftalen-3,6-disulfonova kyselina trisod-

na sul)

S—ONa
OH OH /@ﬂg
N
=N
?9
Na0—§ T‘:‘?—ONa
o) O

Obr. ¢. 10: SPADNS — strukturni vzorec (Zdroj: http://www.sigmaaldrich.com/)

hist (histidin): pK; -6
O

N OH
£ NH,

Obr. ¢. 11:hist — strukturni vzorec (Zdroj: http://lwww.sigmaaldrich.com/)

4.7.3 Odbér vzorku

Odbér vzorku probehl v priabéhu vegetacniho obdobi, bezprostiedné po postiiku,
ve Kitinach. Kitiny se nachdzi v Moravském krasu, asi 16 kilometri severné od centra
meésta Brna. Jako misto odbéru byl zvolen kitinsky hibitov, z divodu vyuzivani herbici-

du Roundup pfi oSetfovani hibitovnich cest proti nezadouci vegetaci. Cesty jsou timto
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herbicidem pravidelné oSetfovany. Tato voda byla pouzita misto destilované vody ja-

ko TE a DE.

Obr. ¢ 12: Misto odbéru vzorku

4.7.4 Postup analyzy

Pti analyze byla kolona naplnéna ptislusSnymi elektrolyty. Horni termindtorova komurka
byla naplnéna davkovacim elektrolytem, ktery obsahoval vzorek. Separa¢ni komora
spolu se spodni elektrolytovou komirkou byly naplnény primarnim — fokusac¢nim elekt-
rolytem. Analyticka kapilara s pfisluSnou komurkou byla naplnéna vedoucim elektroly-
tem.

Prichodem elektrického proudu se na rozhrani elektrolytt (kyselého a zéasaditého
fokusa¢niho) vytvori ostré skokové rozhrani o rozdilném pH a ionty vzorku jsou
nepfetrzit¢ davkovany do rozhrani. Zde se zadrzuji a dale vytvaii ostrou zonu
se samozaostiujicim efektem v ptipadé amfolytt, nebo jejich pohyblivost klesa k nule,
ato vpripadé¢ separace kyselin. Tento jev probiha krom¢ amfolyti také u kovi.
Po urcitém case a naakumulovani dostatecného mnozstvi vzorku se vyméni davkovaci
elektrolyt za terminac¢ni elektrolyt. Timto dojde k mobilizaci nadavkovanych zon,

které takto doputuji do analytické kolony, kde jsou nésledné analyzovany. [13]
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Pfed méfenim redlného vzorku, bylo tfeba najit vhodny elektrolytovy systém
pro detekci glyfosatu. Vzorek byl davkovan manudlné injekéni stiikackou do kohoutu
ve vrchni Casti pfistroje. Objem davkovaného vzorku byl 30 pl. Pro elektrolytovy
syst¢ém byl nastaven konstantni proud 250 pA. Napéti v systému se pohybovalo
v rozmezi 0,5 —2 kV. Separace probihala v izotachoforetickém analyzatoru slozeném
Z jedné kolony, nastiikového zatizeni, déliciho bloku a vodivostniho detektoru.

Po zvoleni vhodného elektrolytu byla zahajena separace. Do zasobniku pro TE
a do mista nastiiku byla aplikovana smés 0,02 M MOPSO a SPADNS vV riznych
koncentracich. Jako LE byl pouzit roztok o slozeni 10:9,5 Cl/hist. Pfi tomto méteni
se jednalo pouze 0 samotnou izotachoforézu bez fokusace, abychom zjistili detekéni
limit, pro SPADNS.

Jak lze zjistit z grafu ¢. 2, detekéni limit pro stanoveni SPADNS byl v pfipadé

pouZiti izotachoforézy bez fokusace 10™ mol.I™,

Obr. ¢. 13: Migrace zony glyfosatu v kapildaie

Na obrazku ¢. 13 je vyfocena migrace zony glyfosatu v kapilate. Cervené zbarveni
zony zpusobuje SPADNS.

Pii stanoveni detekéniho limitu pro glyfosat jsme postupovali obdobné.
Do zasobniku pro TE a do mista nastiiku byla aplikovana smés 0,02 M MOPSO ( 8-
Hydroxy-4-morpholinepropanesulfonicka kyselina, 3-Morpholino-2-hydroxypropane
sulfonickd kyselina) a glyfosat v riznych koncentracich. Jako LE byl pouzit roztok

0 slozeni 10:9,5 Cl/hist. Pti tomto méfeni se jednalo o pouze samotnou izotachoforézu
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bez fokusace, béhem separace se zona zvétsovala a bylo tieba zjistit koncentracni limit,

ktery jsme schopni detekovat.
Jak lze zjistit z grafi ¢. 2 a 3, detekéni limit pro stanoveni glyfosatu byl v piipadé

pouziti izotachoforézy bez fokusace 10 mol.I™.

Zavislost délky zony SPADNS na koncentraci

Délka zony [min]
o
w

0,2
®
0,1 =
) /
0,00E+00 2,00E-05 4,00E-05 6,00E-05 8,00E-05 1,00E-04 1,20E-04
c[mol.l-1 ]

Graf ¢ 2: Zavislost délky zémy SPADNS (1,8-dihydroxy-2- (4-sulfofenyl azo) naftalen 3,6-disulfonovad
kyselina trisodna sul) na koncentraci. TE: 0,02 M MOPSO, SPADNS, LE: 10:9,5 Cl/hist, I =250 uA,

U= 0,5-2 kV, vysledny detekcni limit 10 mol.I™
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Zavislost délky zony glyfosatu na koncentraci
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Graf ¢ 3: Zavislost délky zény glyfosdtu na koncentraci. TE: 0,02 M MOPSO, Glyfosdt, SPADNS, LE:
10:9,5 Cl/hist, 1 =250 ud, U= 0,5-2 KV, vysledny detekcni limit glyfosatu 10 mol.I™

Pii stanoveni SPADNS a glyfosatu izotachoforézou s fokusaci probihalo méfeni
S tim rozdilem, ze byl v prvnich 1000 sekundédch méteni do systému vlozen davkovaci
elektrolyt (DE) 50 ml H,O + 5 ml 0,2 hist + 5.10° GAS, poté se do systému vlozil TE.

Do zéasobniku pro TE a do mista nastfiku byla aplikovana smés 0,02 M MOPSO
a SPADNS. Jako LE byl pouzit roztok o slozeni 10:9,5 Cl/hist. Pfi tomto méfeni
se jednalo o izotachoforézu s fokusaci, abychom byli schopni snizit detekcni limit
pro glyfosat. Béhem separace dochazelo k akumulaci SPADNS, ktery postupné ztratil
naboj a byl imobilizovan. Samotny glyfosat je amfolyt a chova se v terminatoru jako
kyselina a je kontinualné davkovan do systému, ¢imz doslo ke snizeni detekéniho
limitu.

Jak lze zjistit z grafu ¢. 4, detekéni limit pro stanoveni SPADNS byl v pfipadé
pouziti izotachoforézy s fokusaci 9.107 mol.I". Na grafech je zobrazena zavislost délky
zony SPANDS (1,8-dihydroxy-2- (4-sulfofenyl azo) naftalen-3,6-disulfonova kyselina

trisodna sul) na koncentraci.
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Zavislost délky zony SPADNS na fokusaci
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Graf ¢ 4. Zavislost délky zény SPADNS (1,8-dihydroxy-2- (4-sulfofenyl azo) naftalen 3,6-disulfonova
kyselina trisodna siil) na koncentraci. TE: 0,02 M MOPSO, GAS, SPADNS, LE: 10:9,5 Cl/hist.,

DE: 50 ml H,O + 5ml 0,2 HIS + 5.10° GAS 1 =250 uA, U= 0,5-2 kV, vysledny detekcni limit

s fokusaci 9.10 7

Pti stanoveni glyfosatu byl postup stejny, jako pii stanoveni SPADNS, ¢ili prvnich
1000 s byl v systému DE 50 ml H,O + 5ml 0,2 HIS + 5.10° GAS a poté se do systému
vlozil TE.

Do zéasobniku pro TE a do mista nastfiku byla aplikovana smés 0,02 M MOPSO
a glyfosat. Jako LE byl pouZit roztok o slozeni 10:9,5 Cl/hist.

Jak lze zjistit z grafu ¢. 5, detek¢éni limit pro stanoveni glyfosatu byl v piipadé
pouziti izotachoforézy s fokusaci 9.10” mol.I"*. Na grafech je zobrazena zavislost délky
zOny glyfosatu na koncentraci. Po prepocitani koncentrace jsme zjistili, Ze mnoZstvi
glyfosatu ve vod¢ je minimalné 153 pg/l.

Z Obr. ¢. 4 1ze vypozorovat, ze se délka zony zvysila oproti bézné izotachoforéze

180x.
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Zavislost délky zony glyfosatu na fokusaci
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Graf ¢ 5: Zavislost délky zény glyfosatu na koncentraci. TE: 0,02 M MOPSO, glyfosdt, SPADNS, LE:
10:9, 5 Cl/hist, DE: 50 ml H,0 + 5 ml 0,2 HIS + 5.10° GAS 1 =250 ud, U= 0,5-2 KV, vysledny detekéni

limit pro glyfosat s fokusaci 9.10
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Obr. ¢ 14: Analyza ghfosdtu 1.10-5Mol/l s 1500sec akumulaci — cervend ki'ivka a bez akumulace — mod-
rd kifivka (Zdroj: POSPICHAL, Jan a GLOVINOVA, Eliska. Analytical Methods and Human Health.

Bratislava: Department of analytical chemistry, Faculty of natural Sciences, 2015)
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5 VYSLEDKY MERENI A DISKUZE

Z naméfenych vysledkil Ize fici, ze se podaiilo najit vhodny elektrolytovy systém
pro stanoveni glyfosatu.

Dale se pomoci fokusace podafilo posunout detekéni limit pro glyfosat z 5.10™
na 9.107 mol/l, &imZ jsme dosahli sniZeni detekéniho limitu o dva fady oproti b&zné
izotachoforéze.

Jako vhodny elektrolyt byl vyuzit 10:9,5 Cl/hist a pii fokusaci dale davkovaci
elektrolyt 50 ml H,O + 5 ml 0,2 hist + 5.10° GAS, ktery byl do systému davkovan
po dobu 1000 sekund. Proud, pfi kterém jsem méfila, byl 250 uA. Na Obr. ¢. 4 1ze vidét
zonu glyfosatu pii migraci v kapilafe do detektoru.

Pro analyzu byla pouZzita voda z kitinského hibitova. Vysledky analyzy ukazaly,
ze voda obsahuje glyfosat. Analyza byla provedena pomoci asymetrického ucelove
vytvofeného rozhrani. Jako amfolyt pro NBR v tomto pifipad€ poslouzila aminokyselina
histidin, ktera byla pii analyze pouzita v koncentraci 0,02 M v termina¢ni komirce
spolu se stanovovanym vzorkem. Jako vedouci elektrolyt byl zvoleny 0,02M HCI +
0,005M histidin.

Vysledek nam ukazal pritomnost glyfosatu ve vodé o minimalni koncentraci
153 pg/l. Vzorek jsme 180x zafokusovali, kdybychom pouzili jen béznou
izotachoforetickou analyzu, nebylo by mozné vzorek stanovit, protoze koncentrace byla
na hranici detek¢niho limitu.

Z tohoto dlivodu bylo nutné vyvinout elektrolytové systémy a pouzit jiny mod
metody, coZ bylo vyuziti pfedkoncentrace (fokusace) na asymetrickém neutralizaénim

rozhrani.
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6 ZAVER

Ukolem diplomové prace bylo stanoveni herbicidii pomoci kapilarni elektromigraéni
techniky, kde byla konkrétné pouzita izotachoforéza. Jako herbicid byl zvolen Roundup,
jehoz ucinnou slozkou je glyfosat. Roundup jsme zvolili ztoho davodu, ze patii
Vv soucasné dob¢ celosvétove i u nas K nejvice pouzivanym herbicidim. VysSe uvedeny
herbicid jsme vybrali také proto, Ze ma iontovy charakter, coZ je nezbytnou podminkou
izotachoforetické analyzy.

Nejprve bylo nutné vyvinout elektrolytovy systém pro stanoveni glyfosatu. Jako
nejvhodnéjsi elektrolyt byla stanovena kyselina chlorovodikova spolu s amfolytem,
aminokyselinou histidin. Tato aminokyselina je vhodna jako amfolyt z toho dtvodu,
7e ma pl hodnotu v rozsahu intervalu pH potiebnou pro separaci.

Pro stanoveni glyfosatu jsme vybrali vodu z kitinského hibitova, ktera slouzi lidem
jako zdroj pro zalévani porostu na hibitové. Odbér vody, sohledem na mozZnost
stanoveni, prob¢hl bezprosttedné po postiiku vegetace herbicidem Roundupem.
Podatilo se ndm pomoci fokusaéni metody stanovit mnozstvi glyfosatu v odebraném
vzorku. Vzorek nebylo mozné stanovit klasickou izotachoforetickou analyzou, protoze
jeho koncentrace byla nahranici detek¢éniho limitu a nepodafilo se nam tedy
koncentraci glyfosatu touto cestou stanovit.

Vysledky zgrafu vypovidaji o tom, Ze odebrand voda pfesahuje povolenou
koncentraci pro povrchovou vodu minimalné ¢tyfnasobné. Jelikoz se kitinsky hibitov
nachazi v kopci, mizeme predpokladat, ze by takto znecisténa voda mohla stékat a
prosakovat do okolni vegetace a povrchovych vod, kde by mohla naruSovat ekosystém.
Abychom ovSem opravdu mohli tuto vodu hodnotit jako zavadnou ¢&i dokonce
nebezpenou pro zivotni prosttedi, museli bychom d¢lat odbéry vzorkd po celé
vegetacni obdobi.

Pokud by koncentrace odebiranych vzorka stale pfesahovaly povolené limity, mohli
bychom na zdklad¢ toho doporucit, aby tento herbicid jiZ nebyl nadéle pouzivan.
Dal§im moznym doporucenim by bylo =zajistit, aby takto zneCiSténd voda byla
zachycena a odvedena na Cistirnu odpadnich vod, kde by méla byt vy¢isténa. Vzhledem
K tomu, ze vsoucasné dobé neni mnoho vyzkumt na problematiku glyfosatu na
Cistirnach odpadnich vod orientovéano, bylo by vhodné provést testovani na pfitomnost
glyfosatu na vystupu z Cistirny odpadnich vod a také zjistit, zdali glyfosat nemuze mit
inhibi¢ni vlastnosti na bakterie v aktivacni nadrzi.
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Dale by bylo piinosné pro srovndni stanovit kyselinu aminomethylfosfonovou
neboli AMPA, hlavni metabolit glyfosatu, kterd je svymi vlastnostmi glyfosatu velice
podobna apodle vyzkumi se vsamotnych vodach vyskytuje jeSté ve vétsi mife
nez samotny glyfosat. Pro stanoveni tohoto rezidua ovSem nemame prozatim vyvinut
elektrolytovy systém, proto ho nejsme schopni v soucasné dob¢ izotachoforeticky

stanovit. To vSak jiz nebylo ucelem této diplomové prace.
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8 SEZNAM ZKRATEK

ITP — izotachoforéza

DNOK - 2,4-dinitro-o-kresol

AMPA — kyselina aminomethylfosfonova

IARC — mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny

NBR — asymetrické uceloveé vytvorené neutralizacni rozhrani

MOPSO - B-Hydroxy-4-morpholinepropanesulfonicka kyselina, 3-Morpholino-2-
hydroxypropanesulfonické kyselina

COV - ¢&istirna odpadnich vod

HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie

GAS — smés glyfosatu AMPY a SPADNSU

CIEF — izoelektricka fokusace

DE — vedouci elektrolyt

TE — terminacni elektrolyt

hist — histidin

SPADNS - (1,8-dihydroxy-2-(4-sulfofenyl azo) naftalen-3,6-disulfonova kyselina tri-
sodna sul)

VN — vysoké napéti
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