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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva stanovenim vybranyclougech herbicid v povrchovych
vodach, picemzZ v prvnic¢asti prace jsou popsany herbicidy. Vzhledem k &inok
spektru herbicid se dale prace zabyvdegevsim glyfosatem. V dal&asti prace jsou
popsany elektromigtmi metody a metody, pomoci nichZz se herbicidy stajio

V neposlednirtad je popsan postup vyvoje elektrolytového systémuiusg vyuzitim
grafickych moznosti pitacové techniky. V z&ru prace jsou uvedeny a
okomentovany vysledky zd&eni glyfosatu v povrchovych vodach, srovnani se
zahrantni literaturou a posouzeni vhodnosti metody prdyamaskodlivin v Zivotnim

prostedi.

ABSTRACT

The thesis deals with the determination of selemaderbicides in surface waters and
in the first part describes the herbicides. Giviea broad spectrum herbicide further
work deals mainly with glyphosate. The next sectid@mscribes the electromigration
methods and the methods by which the herbicides determined. Finally, it describes
how the development of an electrolyte system alonth the use of graphical
possibilities of computer technology. In conclusae presented and commented on the
results of measurements of glyphosate in surfactersjacompared with foreign
literature and assessing the suitability of metiodshe analysis of contaminants in the

environment.

Kli¢ova slova: Glyfosat, AMPA, herbicidy, elektromigrna metody, Zivotni progdi,

puda, voda

Keywords: Glyphosate, AMPA, herbicides, electroratigm methods, environment,

soil, water
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1 UvOD

Tato prace se dotyka dvoiigpdnich elemerit které spolu s ostatnimi mezi sebou
interaguji, dochazi zde k vyimeé latek a energii, oba jsou nezbytné pro Zivot, sagmo
jsou biotopem pro mnohé organismy a jejich rolezemi je nezastupitelna.émito
dvéma elementy jsou voda &qha.

Od doby neolitické revoluce zhrubded 10 000 lety, kdy se spolost lovaé a
skéract usadila a z&ala zengdélsky hospodtt, proslo zemidélstvi obrovskym
pokrokem. Vzdy Slo o vyprodukovéani velkého mnozZgieidin, optimalizaci praci, boj
se Skidci, vylepSeni postupa samotnych plodin. Postupnym vyvojem, pozorovamim
vyzkumem doslo k mnoha vylepSenim a zefekinim, avSak mnohdy za velmi
vysokou cenu, ktera je do zme miry gehlizena. Postupy, které jsou v zekistvi
spiSe ke Skag jako je giliSné hnojeni minerainimi hnojivy, nadbyteé pouzivani
pesticidi, ochuzovani fdy o organicky materidl, intenzivni zeédglstvi, Spatné
uspdadani pozemka Spatny vyer péstovanych plodin s naslednou erozippvaji a i
pies snahu uplatni napravnych a preventivnich ofmti dochazi spolu s vlivem
piirodnich podminek a zmnou klimatu k postupné degradaci zeliské pdy.

K témto faktofim se vSak fidal jeS€ jeden. Jako odpeéd’ vyspilych stafi na hrozbu
pielidnéni a nedostatku jidla byly vyvinuty geneticky mdkivané organismy, které
byly geneticky pozrnény, aby ziskaly vlastnosti, diky kterym se zvySinesy a
odolnost &chto plodin wici vnéSim ¢initelam. Spolu sdmito rostlinami firma
Monsanto vyvinula herbicid (roundap) na bazi glyfos ktery vybranym druilm GMO
neublizi, zato eliminuje veSkeré ostatni nezad@levele. Tento herbicid se ro#bi
nejenom v této oblasti, ale je pouzivanym herbitig® celém ssté v Sirokém spektru.

Jak je znamo, jednotlivé sloZzky Zivotniho presi nejsou oddené buiky, nybrz
slozity provazany komplex. Tento fakt se st&dmetem mnoha studii, ktere & za
ukol zjistit mobilitu tohoto herbicidu vig¢, jeho mozny transfer do vodniho prest
a zjistit miru potencialniho zdravotniho rizika. déoje jednim z nejdezit¢jSich prvka
na zemi, je kolébkou Zivota, podminkou Zivota, at@ropravené piedmetem ochrany,
kterd je vzhledem Kk jejimu z&iéfovani, Spatnému hospddai a ¢im dal vice
zmensSujicim se zasobam pitné vodygledit¢jSi. Vzhledem krozmachu GMO a
mnoZstvim aplikovaného herbicidu ve¢gy se dostavily nasledky a obavy o dopadu

tohoto herbicidu na Zivotni prdsti, ale i zdravéloveka.
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2 CIL PRACE

Cilem prace je zpracovat literarriepled na téma ,Stanoveni vybranych iontovych
herbicidh v povrchovych vodach“. Konkré&n zpracovat literarni fehled
elektromigra@nich metod, zakladniiehled herbicid a literarni pehled metod pro
stanoveni herbicid Dale vyuZiti grafickych moZnosti pibacové techniky a reni
konkrétniho vzorku. Na zéw je cilem vyhodnotit ziskané vysledky, porovnat je
s doposud publikovanymi vysledky, zhodnotit pouzitmetodu a jeji aplikovatelnost

v oblasti Zivotniho progedi s pihlédnutim na agroekologii.
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3 ELEKTROMIGRA CNi METODY

3.1 Z&kladni elektromigraé¢ni metody

3.1.1 Z6nova elektroforéza (ZE)

Kapilarni elektroforéza je popularni sepsmia technika pro detekci nabitych
molekul. Vzhledem ke kratké detek optické délce a naneseni vzorku méitar
omezeni pokud jde o citlivost, coZ omezuje jehoZaopro Siroky rozsah aplikaci (XU
et al., 2010).

Zakladnim principem elektroforézy jako analyticleparani metody je to, Ze jde o
pienos hmoty vyvolany elektrickym polem, kd§zné latky tvéici i smésnou zonu
urazi ukitou ¢ast migréni drahy a fi tom se smis rozdli na zony jednotlivych latek.
Jakmile je srés takto rozdlena na zony jednotlivych latek,i@e dojit k analytickému
vyhodnoceni pomoci det&kiho zdizeni. V kapilarni analytické elektroforéze se
prakticky vyhradg pouziva detekce v on-line uspdani. To znamena, Ze po dosazeni
separace se nevypina elektricky proud, ale v elfskitze se poktaje. Latky (jiz
separované) migruji kapilarou dale, az vSechnyypostprojdou ugitym mistem, kde
je detekni cela. Zaznam analyzy, tj. elektroforegram, repntuje zavislost odezvy
(urgitého signalu) detektoru nmse (CHURAEK et al., 1993). Z principuéei samé
se pi elektromigraci v kapilge uplatiuji jeS€ dalSi jevy, které ovliwuji pribéh
separace. Jsou tdgalevsSim: jouleovo teplo, elektroosmoézangé, gravitace a sorpce.
Tyto jevy mohou v pibéhu analyzyc¢asto msobit velmi negativé tak, Ze Bhem
elektromigrace fisobi proti separaci latek. Jde vilasmto, Ze vznikajici individualni
zony latek jsou rusivymi efekty rozmyvany a prondicany (MIKES et al., 1980).
V praxi je tedy nutné mit uvedené jevy nateli a vhodnou volbou experimentalniho
uspdadani potl&ovat ruSivé jevy naifjatelnou miru.

Zakladni charakteristikou zonové elektroforézygeze vzorek migruje v prastdi
zakladniho elektrolytu, ktery vede prakticky vesketektricky proud. Btom plati, ze
sloZzeni zakladniho elektrolytu je konstantni podélé migr&ni drahy a neni se
sc¢asem. Tim je samégjmé dano, Ze specificka vodivost v celé kafel@red analyzou
i béhem analyzy je prakticky konstantni & prachodu konstantniho elektrického
proudu timto roztokem je intenzita elektrického eo@odél kapilary vSude stejna a

konstantni. Odchylky vodivosti v mistech, kde gravigruji zény, jsou vyznamné pro
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moznost elektrické detekce zo6n, nikoli vSak z tdkdi migr&nich rychlosti
(CHURACEK et al., 1993).

3.1.21zotachoforéza (ITP)

Metodou izotachoforézy Ize stanovit jak Kkationtyakt anionty. Princip
izotachoforézy spva ve vloZeni roztoku s¥si elektrolyti s intermediarnimi
pohyblivostmi mezi dva elektrolyty,figemz zalezi, zdali stanovujeme kationty nebo
anionty. V gfipact stanoveni katiofit bychom do systému nejblize ke katagmistili
elektrolyt, ktery ma nejvyssi elektroforetickou gblivost a nejblize anody elektrolyt
s nejnizsi elektroforetickou pohyblivosti.ii Ppraichodu elektrického proudu dojde
k izotachoforetickému jevu, kdy se postéprma nejrychlejSi vedouci kationt iadi
kationty od nejrychlejSiho po nejpomalejsticpmz nejpomalejSi kationt uzavifadu
z6n a #stava nejblize anédMIKES et al., 1980). Samotna separace se uskuije
v kapilae spojené dsma elektrodovymi prostory, ty jsou napojeny na isitadvany
zdroj stejnosrérného proudu. V izotachoforéze se vyuzivaji dvahgrelektrolyti a to
elektrolyt vodici (leading), ktery by secémvolit tak, aby né&l nejwtsSi efektivni
pohyblivost ze vSech separovanych latek, a elektkadncovy (terminator), ktery by
mél mit naopak nejmensi efektivni pohyblivost. Vzorek pak davkuje na rozhrani
mezi vodici a koncovy elektrolyt. Vyhodou izotaahvd@izy je, Ze nedochézi ke
snizovani koncentraceemného vzorku (CHURAEK et al., 1990). Velmi specifické
je pri této metod i vyhodnoceni izotachoforegramktery ma schodovity fbeh,
pficemz tyto schody fedstavuji rotkazeni jednotlivych latek dle vodivosti, vySka
schodu mé& kvalitativni charakter a délka zony kiatni tedy koncentrani
(PAZOUREK, 2003). Vyuziti izotachoforézy je velmiagké, mizeme stanovovat ionty
ve vodach, pdach, hnojivech, biologickych materialech, a dak&Zeme tuto metodu
vyuzit pro stanoveni organickych latek zgedpokladu, Ze maji povahu protdiyt
(JANCAROVA a JANCAR, 2008).

3.1.3 Izoelektricka fokusace (IEF)

Izoelektricka frakcionace nebo fokusace (IF- Isoile Fractionation) je metodou,
pii které se k separaci pouziva presdi s gradientem koncentrace igntoz méa za

nasledek ovlivéini naboje separovanych latek. Tento princip siZzeme ukazat na
12



bilkovinach. Jednotlivé bilkoviny se od sebe lisdhotou izoelektrického bodu, tedy
velikosti pH, kdy jejich naboj nabyva nulové hodnobDostane-li se bilkovina do
oblasti nizSiho pH nez je jeji izoelektricky bodska kladny naboj aidledkem toho se
v elektrickém poli pohybuje jako kationt, ktery smazi dostat do oblasti, kde &p
nabude nulové hodnoty (MIKES et al., 1980). Tak#tent latky putuji docasti
separaniho prostedi, jehoz pH je rovno jejich izoelektrickému bodaJe je teba po
dosazeni ustaleného stavu fokusované zény mobdizaby mohly byt detekovany UV
detektorem, ktery je umisty na konci kapilary. Mobilizaci dosdhnemekolika
zpisoby a to bd hydrodynamickym tokem, ktery zabezfrae retlakem nebo
podtlakem na konci kapilary nebo elektroeluci vmu @i zméné sloZeni katalytu
nebo analytu (KASIKA, 1997). Tato metoda tedy nachazi uptainpredevsim fi
separaci latek amfoterniho charakteru. Na rozdil astatnich metod vytva
izoelektrickd fokusace takové podminky predf, kdy rychlost jednotlivych
separovanych slozek, byla funkci jejich polohy oke (CHURACEK et al., 1990).

a) '
A*S H
am™* ]
Avmd
A = |
A = i ta
A A ] T a
IEF Capillary filled with mixture of sample and ampholytes
bl a0l FIE N LE B C Exin T Ve ]
] [ ] A [ ] Aw ® 4§ m
ljflii‘-E.A.l. 1FIDBL' Lt 5 1=0
B mH A et ™ o 4 p deg "4 epym EA e mD G pk
.L.!""_'i“'_P.H - - pH gradient _-!-- High pH
AMA BB |A Al CC DD EE (" ®m| FF [® | GG HH 50
Ah BB | 4| cC Do EE (®g| FF e | 66 HH '
ITP
c «d m
T f'.l" L t=0
‘_I.‘ —
A B
T P it s e e t>0
A A = b

Obrazeke. 1 Pribeh jednotlivych elektromigranich metod, a) zénova elektroforéza b)
izoelektricka fokusace c) izotachofordPAZOUREK, 2003).
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3.1.4 Elektroforéza s pohyblivym rozhranim

V této metod je principem roztok analyzované &snse zakladnim elektrolytem
rozptylen v kolog, pricemz g tak malé délce kolony neiie dojit k Uplné separaci.
Pii spuSéni stejnosmrného proudu do systému dojde k separaci smiSempch
piicemZz je prvni zéna twena smisi zakladniho elektrolytu a latky s n&si
pohyblivosti a na konci kolony se budou separcétklyl nejpomalejsi (CHURBEK et
al., 1993). Takze ip priachodu elektrického proudu dojde k separaci, kdkylat
aniontové povahy budou migrovat &®am k anod, a po uéité doke dojde kéaste&ne
separaci na dvsérie smisnych zén. V pednicasti pivodni zony doSlo k separaci zon A
a A+B, za touto fivodni oblasti doSlo k separaci zon B+C a C. Anjomtigruji
smeérem k anod, pricemz vzorek obsahujici anionty n&be nikdy projit pes anionty
obsazené ve vedoucim elektrolytu, protoZze jejiclektini mobilita je wvySSi.
Pt elektroforéze s pohyblivym rozhranim j&t$inou obsazeno v zon4ch vice iontovych
druhi ze vzorku. SloZeni vzorku hrajéldzitou roli @i stanoveni koncentrace, hodnoty
pH a vodivosti iznych zon. Tato situace je v rozporu s udaji zngim&otachoforéze,
kde vSechny tyto valiny jsou nezavislé na kvantitativnim sloZeni vzorku
(EVERAERTS et al., 1976)

3.2 Varianty elektromigra¢nich metod

3.2.1 Gelova elektroforéza (GE)

Gelové prosedi, které mllo zabezpéit stabilizaci z6n, bylo pouZzivano jiz od
pocatku rozvoje elektroforézy. Tehdy se pouZzivalykaijely a agarové gely, které se
pouzivaji do dnes. P pouziti gelu v elektroforéze dochazi zamvek jevu
molekulového sita, jak tomu bylo u pouziti Skrobdowégelu. Nevyhodou pouZiti gelu
je, ze dochazi ke kontaminaci polysacharidy usmymi z gelové matrice. Jiné gely
jako silikagely a agarové gely obsahuji ionogennipisy, které vytvéeji vyrazny
osmoticky tok, jenz ma za nasledek posun zon askieetak vysledky analyzy. Pouziti
nekterych gel bylo zejména vyznamné pro imunoelektroforézu. Bkaze, zZe nejlepsi
vlastnosti il gel polyakrylamidovy. Polyakrylamidovy gel se uké jako nejmé#
chemicky reaktivni, malo afinitnit¢i barvivim coz umoznilo lehkou detekci barvenim

u biopolymet, zejména bilkovin, nukleovych kyselin a peptidMIKES et al., 1980).
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DalSi vyhodou tohoto gelu je témzanedbatelny elektroosmoticky efekt, mimo jiz
zmiréné latky se touto metodou dale daji stanovit tak&ys DNA a RNA
(PAZOUREK, 2003).

3.2.2 Micelarni elektrokinetickd chromatografie (MEKC)

V podstat se jedna o druh elektroforézy, coz je sefrardechnika zaloZzena na
migraci analytu v roztoku pod vlivem elektrickéholg@ Drive nez byla vyvinuta
micelarni elektrokinetickd chromatografie (MEKC) roce 1984. Byly neutralni
molekuly povaZzovany za nerozseparovatelné. Myslepkaziti iontovych micel
v elektroforéze byla navrhnuta Nakagawem v roce 1198eutralni analyt ziska
zdanlivou elektroforetickou pohyblivost ve chvitidy je z&lenén do iontové micely a
piejdou na stejnou rychlost jako micely za elektrefamkych podminek. Vzhledem k
rychlému a rovnovaznému rozloZzeni analytu mezi Iyi@ okolni vodné faze, je
ziejmé, Ze elektroforeticka mobilita a migra rychlost je v pimém vztahu k
distribwtnimu koeficientu (LANDERS, 2007). MEKC byla vyvirsutna zakla¢l
neschopnosti CZE&It nenabitécastice (SIMO et al., 2003). Princip siva pidanim
surfaktantu (neéjpstji se pouziva sodiumdodecyl sulfat-SDS) do elektrol
v koncentraci vySSi nez je kritickd micelarni komicace, takZze se jeho molekuly
zanou samovolé agregovat. Tim dojde krozseparovani mezi fazktedgtu a
micelarni v zavislosti na afirit Plati zde pravidlo¢im je interakce silgjsi, tim déle se
analyt zdrzi v micelach, a tim vice se é&minmigrani ¢as. Dilezité vlastnosti vySe
muze analyt rozélovat. Jelikoz maji micely negativni naboj, migrujroti
elektroosmotickému toku, ktery je obvykle vySSi ak tmicely dosahnou Uro¥n
detektoru. Latky, které siéninteraguji s micelami, jsou nejpomalejSi, naopaieper
interagujici latky budou rychlejSii€sto, Ze se jednd v podstat chromatografickou
techniku, dosahujeme selektivity jak reém/anim mezi dv faze, tak i
elektroforetickou mobilitou (PAZOUREK, 2003).
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Obrazeke. 2 Interakce a pohyb neutralniho analytu s micel@AZOUREK, 2003).

3.2.3 Elektrochromatografie (EC)

Kapilarni elektrochromatografie je hybrid mezi kami elektroforézou (CE) a
kapilarni vysokotinnou kapalinovou chromatografii (HPLC). Metoda gatakova,
byla charakterizovanackterymi jako to nejlepsi z obou technologii a asitai jako
kompozit z nejhorSich vlastnosti, realita vSak le#kde mezi &mito extrémy
(LANDERS, 2007). Winnost této techniky je vy3si nez séve vibec @ekavalo, coz
prispélo k rozsfeni této techniky a zdjmem o ni. Existujizné zmsoby provadni
separaci pomoci techniky CEC. Jednim z nich je ym@ni chiralniho selektoru na
stné¢ potazenim nebo chemickou vazbou. Mobilni faze @k prepravovana ies
kapilary (jedna-li se o variantu provamu v kapild#e) pomoci EOF (GUBITZ a
SCHMID, 1997). Je to technika srovnatelna s kapiladdPLC, kdy je obdobh
separéni prostor tvéen kapilarou, uvnit které je stacionarni faze. Rozdilem mezi
HPLC a elektrochromatografii je v pohybu mobilnzda ktera je viipadc HPLC
elektroosmotickym tokem, ktery épobuje stejnosimné elektrické pole. Zdroj energie
je pripojeny ke kon@m kolony, jejiz konce jsou poreny do elektrodovych nadob
s roztokem mobilni faze. Hlavniganosti je pravouhly sinelektroosmotického toku
na rozdil od parabolického hydrodynamického tokakél Ize v CEC vyuZzit mensi
¢astice sorbentwiimz se zvysi &innost separace, coZ je mozné pouze diky absenci
zpstného tlaku kolony (KASIKA, 1997). V gipadt pouziti kapilar pi této metod se
naplni kapilaracasticemi oxidu kemkitého, ktery ma funkci stacionarni faze a pufr,
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ktery se nasledkem elektrického pole pohybuje,Al@ko mobilni faze, jehoz rychlost
je ameérna elektroosmotickému toku (SIMO et al., 2003).

3.2.4 Afinitni elektroforéza (ACE)

Zaklad metody ACE spidva v rozpou&ini jednoho komponentu z analyzovaného
paru ligandu a analytu v promyvacim pufru &emi jeho zrdiny mobility v zavislosti
na koncentraci. Timto agobem je mozné odhadnout vazebné konstanty melgiema
a ligandem. Tato metoda nam tedy dovoluje studaweitovalentni molekularni
interakce mezi danym analytemdié v DDS) a ligandem (polymer pouZzity pizeni
vydaje I&iva s DDS). Vyhodou této metody je vysoka rychlagtresna kvantifikace
(SIMO et al., 2003). Tato metoda se zdmje na stanovovani vazebnych konstant,
interakcemi fiznych I&€iv s proteiny, dale také s antigeny a protilatkaknghiralnim

separacim a mnohym dalSim (ALTRIA, 1999).

3.3 Techniky (prostedi)

3.3.1 Papir

Papir jako prosedi pro elektromigrani metody byl pouzivan jiz od patku €chto
metoda a to zejména Awbdu nizké ceny a laborat@riiz pouzivany pro papirovou
chromatografii. Jedna z dalSich vyhod je, Ze papimese Zadné naboje a tudik p
analyze nedochézi k népnivému ovliviovani, tedy interakci s analyzovanym
vzorkem. Na papir, ktery lezi na chladici desceh®@Z konce jsou pobeny do nadob
s elektrolytem, kde jsou mimo jiné pdeay i konce elektrod, naneseme zkoumany
vzorek, ktery je aplikovan spolu s ionizovanymi\bay a standardy pro sledovani
migrace. Velikost pouZitého né&p je WtSi v porovnani s gely, coz je danétsim
odporem papiru. Nevyhodou této metody je jeji nizkéivost, coz je zpsobeno

velikosti a kvalitou par papiru, kterou nefiteme nijak ovlivnit (PAZOUREK, 2003).

3.3.2 Gel

V pripadt pouziti gelu jako progedi pro elektromigrani metody vyuzivame efektu

omezené diflze. Efekt difize, ktery vede k rozmyvadn je zgisobem vlivem
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prichodu elektrického proudu, ktery kapalinu e, coz vede k naruSeni analyzy,
popripact i kvySe zmidnému rozmyti zon. Pro tytocély se pouziva kil gel
agarosovy (polysacharid z fisych ras), nebo uwgie syntetizovany polyakrylamid
(CH2=CHCONH?2) (PAZOUREK, 2003).

3.3.2.1 Agarosa

Agarosové gely se nggstji pouzivaji pro separaci velkych molekul, coz se
vyuZziva pro analyzu velkych bilkovin a DNA. Tytedné gely jsou dostataé rigidni
a jednoduché proffpravu v nizkych koncentracich. Jak uz bylo zmé) agar je
polysacharid, ktery se extrahuje ziske fasy rodu Rhodophycae. Je tgn d¥ma
slozkami a to agarosou a agaropektinem. Vzhled¢omk, Ze je agarosa téimbez
naboje je vhodnou elektroforetickou matrici. Vyhadimhoto gelu je, Ze agarosa je
levna, netoxicka a ke své Up&awepotebuje zadné dalSi latky gebné pro
polymerizace (PAZOUREK, 2003).

3.3.2.2 Polyakrylamid

Na rozdil od agarosy se timto gelem separégdevSim menSi molekuly jako
nukleové kyseliny, ale i proteiny a menSi oligoragtldy. Polyakrylamidové gely se
skladaji z monomeru akrylamidu (GHCHCONH,), ktery je do dlouhychietzcl
svazan tzv. crosslinkeremt{gvanim), coz je procegigkterém dochazi ke spojeni dvou
nebo vice molekul kovalentni vazbou. Nejpouz&@in crosslinker je N,N’-
methylenbisakrylamid [(CEHCHCONH)CH,]. Rozsah molekulovych hmotnostifi p
kterych bude gel dinny (velikost po6é), miZzeme nastavit procentualnim obsahem
sitovadla ve srmsi. Akrylamid na rozdil od agarésy pebuje ke své polymeraci aditiva
ve forme peroxodisulfatu amonného (NHS,Og a tetramethylendiaminu (TEMED),
ktery funguje jako katalyzator (PAZOUREK, 2003).

3.3.3 Kapilara

V této technice se vyuzivaji tenkéeknenné kapilary o pmeéru 20-200 pum, které
jsou naplgny elektrolytem nebo gelem. i&menna kapilara na rozdil od skla
neobsahuje kationty, které byély za nasledek absorpci&la v UV oblasti, jedna se
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tedy prakticky asisty oxid kemgiity. Vyhodou této techniky sgiva v relativié velkém
poneru povrchu wéi objemu, coz nabizi moznost chlazeni kapilaty,ua okolnim
vzduchem nebo chladici kapalinou )& strany kapilary, f vzniku jouleova teplaip
prichodu elektrické energie elektrolytem. Na druhérstnevyhodou této techniky je,
Ze rozméry systému doprovazeji problémy s davkovanim, kapledem k objemu
kapilary musi byt davkovany velmi malé objemy aediéni za&izeni pak musi byt
uzpisobeny, aby dokazaly malé koncentrace detekovalSi [paoblém nastavaip
cisténi kapilary, jelikoZ neni na jedno pouziti a préaSdlanalyzu je nutndistota vnitni
strany kapilary. VyuZziti kapilarnich elektromigrach metod k analyze vzarke velmi
Siroké. Mizeme analyzovat jak latky organické, tak latky ganické, aminokyseliny,
proteiny, lipidy, sacharidy, vedle ionogennich katmohou byt detekovany i latky
neionogenni, syntetické molekuly, viry, bakterimaohé dalSi (PAZOUREK, 2003).

3.4 Jevy v elektroforéze

3.4.1 Jouleovo teplo

Jouleovo teplo je produkovanoiipprichodu elektrického proudu sloupcem
elektrolytu o daném fiftezu S a ré&rné vodivostiy. Ffi snaze urychlit pibéh analyzy
zvySime proud. # dvojnasobnému zvySeni proudu dosahneme dvounésgiohlosti
analyzy, ale tepelny vykon stouptiginasobs. Prag elektricky oltev je limitujicim
faktorem, ktery mZe zapicinit efektivni mobilitu migrujicich latek, destrukc
termolabilnich latek nebo rozmyvani zén (CHUREK et al., 1993). Mira mnoZstvi
odvedeného tepla ze systému tedy definuje mnopsivzitého nafti, které nizeme
aplikovat, aniz by doslo ke ztigseparani (Cinnosti (PAZOUREK, 2003).

3.4.2 Elektroosmbza

Castym transportnim jevem uskéiiejicim se v procesu elektromigrdch metod
je tak zvany elektroosmoticky tok, ktery vznikéspbenim elektrického stejnodmeho
pole na difuznicast elektrické dvojvrstvy na rozhrani pevné a kapdhze na vnihi
strare kapilary (KASICKA, 1997). Povrch femenné kapilary obsahuje negativn
nabité funkni skupiny, ty pitahuji pozitivre nabité protiionty. Pozitivh nabité ionty

migruji k negativni elektrada unasi sebou molekuly rozpaidia stejnym srrem. Ri
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separaci dochazi k pohybu neutralnich molekul gtejsmérem jako elektroosmoticky
tok. Positivié nabité ionty jsou elektroosmotickym tokem urycliiny, negativé
nabité naopak zpomalovany (PAZOUREK, 2003). Vzhhedezavislosti pH roztoku na
disociaci ionogennich silanolovych skupin na kmiitstrag kapilar, je pH roztoku
dulezitym faktorem ovliviujici elektroosmoticky jev i procesech elektromigéaich
metod (KASCKA, 1997).

Glass capillary
LAY AVAT LY.

OIONOIONOXO
+‘ ®E 00 ‘—

==

Electroosmotic flow
eI CHRP

Obrazek¢. 3 Uspaadani iont: v kapilae pi elektroosmotickém toku (PAZOUREK,
2003)

3.4.3 Diftze

Po separaci nadavkované analyzované latky je ywghmostré rozhrani, které se po
¢ase (pokud nepsobi jina sila proti) rozmyva diti. V patateni fazi analyzy je tedy
charakter koncentrace obdélnikového tvaru, ktasem dostane podobu gauského
tvaru (CHURACEK et al., 1993). Tato dikze je pro nejytsi molekuly nejmensi
vzhledem k nizkému difuznimu koeficientu (PAZOUREXQ3).

3.4.4 Gravitace

V piipact elektroforézy mize dochazet kifrozené konvekci souvisejici s hustotni
diferenciaci, kdy zény s&Si hustotou jsou umisty nad zonami s nizsi hustotou a tak
dochéazi k rozmyvani (CHURZEK et al., 1993).
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3.4.5 Adsorpce v kapilarni elektroforéze

Vlivem integrace iont separovanych latek se&sbu separai kapilary, dochazi ke
zménam migraéniho chovani separovanych zon. Problém adsorpcévspee vytvdeni
ionizovanych skupin na&tach kapilar, které maji ofpray naboj, ty se zde hromadi a
pusobi \ici separovanym ioim jako ionex, coZz ma za nasledek zvySenou sorpci.
Tento jev nastava zvlatu makromolekul s malymi difaznimi koeficienty. Niégkem
vySe popsané sorpce je rozmyvani separovanychkeéng se projevi na vystupu jako
chvostovani zadniho rozhrani. DalSimi problémy jsagiklad tak silna sorpce, kdy
sorbovanou latku z kapilary nelze vymyt, dale takghou zafi¢init zmény rozloZeni
naboje podél gh kapilary, které se projevi na lokalni &gmi elektroosmotického toku,

v nejzazSim pipact muze vlivem tohoto faktoru dojit az k znemenn provedeni

analyzy (CHURACEK et al., 1993).
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4 POVOD A VYZNAM HERBICID U

Herbicidy jsou v uzSim slova smyslu aktivni chekgidatky, v SirSim smyslu pak
obchodni pipravky k néeni nezadouci vegetace (OBENBERGER a TROJAN, 1971).

V sowasné dob zpiisntnych pozadavk na ochranu ifrody vystupuji do pofedi
snahy uplatnit mechanickéfipadré biologické reguléni systémy. Resto herbicidy
stadle ZAstavaji nezbytnou sdasti technologie gstovani ®gkterych plodin s mensi
konkurergni schopnosti, jako je cukrovka, kulae, len apod. V ze#délské vyrok
ném jde v podstato regulaci (nikoliv Uplné vyhubeni) plevedlo takové miry, aby byly
neSkodné pro cilovou plodinu. Stanovit tuto hrarikodlivosti, zvlagt na za&atku
vegetace, jedkdy obtizné (UKZUZ., 1996).

Jednou z hlavnichifin stojici v cest za dosazenim optimavysokych a trvalych
vynodi péstovanych plodin jsou Skodyigobené plevely. Kirchhoff definuje plevel jako
kazdou rostlinu, jez se vyskytuje na poli profilivpéstitelow vedle utité plodiny
péstované. Skodlivost plevielje otazkou mnoha faktbr Potlauji v rastu uZitkové
rostliny, tak Ze jim zabiraji prostor, odnimaji tkwmhim rostlinam sétlo, neba jim stini.
Dale jim odebiraji zjdy ziviny a vlahu pro svou vlastni, mnohdykolikrat vétsi
potrebu. Snizuji pdni teplotu pimérmné o 1,5 — 3 °C, coz je z#Hpinéno WtSi
transpiraci plevél NaruSuji vyvoj a zrani uzitkovych rostlin, zapdené kultury
nestejnonirné dozravaji. Plevely zanaSejiigu svymi oddenky a vyiky, zaplevelena
puda je neob§ejné kompaktni a velmi&Zce se zpracovava. Plevelgzaiji i oSetovani
porosfi za doby vegetace &iprovedeni sklizé. Nékteré plevele podporuji vyvoj a
Siteni tiznych Skodlivycheinitela (vira, bakterii, hub, a ziv@Snych Skidci). Mnohé
plevely znehodnocuji rostlinné produkty a mohou oafir zdravi domacich zkat.
Skody fisobené plevely v polnich plodinach jstasto i i norméalnim agrotechnickém
o3etovani pozemi velké (ZBIROVSKY et al., 1960).

Plevely tvai velmi rozsahlou skupinu rostlin. Jednotlivé drude/ od sebe zoiae
liSi vlastnostmi biologickymi, Skodlivosti, apobem hubeni a mnoha dalSimi znaky.
V zemedélské praxi se zazilo a nejlépe odvilo tridéni pleveli podle biologickych
vlastnosti, hlavé podle zfisobu rozmnoZovani a vytrvalosti. Na zakladhoto kritéria
lze rozalit bézné druhy naSich pleel do nasledujicich zakladnich skupin
(ZBIROVSKY et al., 1960).
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1. Plevely rozmnoZujici se zcela nebarevazre plody ¢ semeny (generativi):

a) Jednoleté

b) Jednoleté ozimé agzimujici
c) Poloparazitické

d) Parazitické

e) Dvouleté a viceleté (vytrvalé)

2. Plevely (viceleté) rozmnoZujici se semeny a plod(generativré) a

vegetativnimi organy (vegetativig):
A. Mélce korenici plevely, rozmnozujici se

a) plazivymilodyhami,

b) pevnymi a tuhymi vytzky,

c) kiehkymi a n¢kkymi vybezky,
d) cibulkami,

e) hlizkami.
B. Hluboko korenici plevely, rozmnoZujici se
a) osnimi vylEZzky (oddenky),
b) kotenovymi vylEZzky.
Z praktického hlediska chemického hubeni plevdé je obvyklé
déleni pleveli do dvou tid:
1. Plevely dvoudlozné jejichz semena maji dvdélohy, které jsou P kliceni
vyneseny nad povrchidy, kde zezelenaji a Zimi se ve dva nepravé listy, tz\laoni.
Tyto listy vykonavaji funkci asimikmich orgaf do doby, nez se vytvbprave listy

z pupenu ulozeného mezéldznimi listy, nasled& pak zanikaji (ZBIROVSKY et al.,
1960).

2. Plevely jednodlozné jejichz semena maji jen jednelachu, ktera pi kliceni
zastdva v zemi. Zni vyrézi na povrclidy klicek, z thoz se vyvinou fimo listy
pravé, kterymi teprve rostlina asimiluje (ZBIROVSKY al., 1960).
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Rozctleni plevel na tyto d¥¢ skupiny je vyhodné vzhledem k tomu, Ze proti kazdé
Z nich jsou obvykle &inné jiné typy herbicid.

4.1 Rozdleni herbicida

Podle perzistence mizeme herbicidy rozdlit na:

1) Herbicidy s dlouhou perzistenci v @@dé- pouzivaji se k odstrani veSkeré
vegetace na delSi dobu. Vyhodo&chto herbicid je trvalejSi dinek nicenim
vzchazejicich semen a raSicich vegetativnich drgdlevyhodou je, Ze délka rezidui
VvV padé se nedaiesre stanovit vzhledem kiuinimu druhu, vihkosti, teplétatd. U latek
mére rozpustnych ve vaddochazi f vétSich srazkach kjejich splaveni do nize
poloZenych mist, kde se hromadi voda a mohou tekil@at do spodnich vod nebo

vodnich tok (UKZUZ., 1996).

2) Herbicidy s kratkou perzistenci v piadé- pronikaji do rostlin ¥tSinou pouze
nadzemnicasti a v @dé jsou rychle inaktivovany. Pouzivaji se u bodovyagiikaci
nebo plosa pii ni¢eni plevel v meziporostnim obdolsi podlistové aplikaci (UKZUZ.,
1996).

Herbicidy Ize rozdélit z hlediska praktického na dw velké skupiny:

I. Selektivni herbicidy- obecr je jako selektivni herbicid ozdavana latka,
kterd je toxétéjSi pro jeden druh rostlin vice nez pro jiny draisttin. VétSinou se vSak
pouziva tohoto pojmu vtom smyslu, Ze za selektpwiladame slateniny, kterymi
jsou @i vhodném pouziti zpravidla ¢eny ucité druhy plevel, aniz byla podstatn
posSkozena kulturni rostlina nachézejici se v parogde byl herbicid aplikovan
(ZBIROVSKY et al., 1960). Rozhodujicimi set@kmi ¢initeli jsou: pouzita davka
(koncentrace) herbicidu na jednotku plochy, morao stdi a vyvojova faze rostlin,
hloubka kdeni plevefi a kulturni rostliny, nadzemnichasti, klimatické porry-
teplota, slunéni svit, relativni vlhkost, apod.), fyzikalni vlasitsti herbicidniho
piipravku (gilnavost, sméivost) a zfisob jeho aplikace (pdst, granulat, popras
apod.) (OBENBERGER a TROJAN, 1971). U g@ich herbicid jde o druhovou
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odolnost ukitych rostlin - k dané chemické slgenirg, kter4d je podmigna
fyziologickymi vlastnostmi a celkovym biochemismeaostlin (UKZUZ., 1996).

Il. Neselektivni herbicidy (totalni} ni¢i vSechny rostliny bez rozdilu, a proto se
pouziva vyhradé k hubeni veSkeré vegetacéit®n hranice mezi aima skupinami je
vétSinou plynuld a jecasto otdzkou pouze mnoZzstvi davky aisgbu aplikace
(ZBIROVSKY et al., 1960). Tyto latky se pouzivajinkeni porostu na cestach,
silnicich, Zelezrinich tratich, KStich apod. Neselektivni herbicidy lze dalditdna
defolianty (tj. odlisovaci herbicidy), totélni (extirtki) herbicidy a sterilizatory vy
s dlouhodobym nebo kratkodobyrtinkem (OBENBERGER a TROJAN, 1971).

Déleni herbicidia podle prevazujiciho zpisobu (inku

1. Kontaktni herbicidy - pasobici dotykem s rostlinnym pletivem. Zasazené
rostlinné pletivo oduife, takZze herbicid neiiie byt dale rozvéash v rostlire. Jsou
zniéeny jen tycasti rostliny, které byly herbicidem zasazeny. Tyterbicidy néi
dokonale pouze jednoleté plevely, u vytrvalych pléwici jen nadzemnéasti, takze
rostliny mohou regenerovat (ZBIROVSKY et al., 196®ontaktni herbicidy jsou
leptavé latky, které srazeji bilkoviny aigobi jako plazmatické jedy. Daleskteré
z nich pisobi i dehydratné, tj. po zachyceni na listech a proniknuti do rogtl
odnimaji vodu, coz vede k Uplnému vysuseni rostlityz ji ni¢i. Jejich @inek je
rychly a még zavisly na klimatickych pogwmech nez u systémovych herbitid
(OBENBERGER a TROJAN, 1971). Ne¢jan¢jSi aplikace &chto herbicid je na
plevele ve fazi doznich listi az Sesti pravych ligf pokud plodiny nebo plevele netvo
piili$ husty zapoj (UKZUZ., 1996).

2. Translokaéni neboli systémoveé herbicidyjsou rostlinou absorbovany, a poté
rozvadny do técasti rostliny, které nebylyifmo zasazeny. Kfe jit jak o translokaci
floémem (z listu do podzemnictasti), tak i translokaci xylémem (z ilemi do
nadzemnickasti rostlin). Tyto herbicidy i i vytrvalé plevely (ZBIROVSKY et al.,
1960). Pat do skupiny tzv. regulatarristu, gicemz jde o latky, jejichz dinek se
projevuje zngnou tistovych pochodl Uginek &chto latek je nevratny, zasazena rostlina
diive nebo pozt]i odumird (OBENBERGER a TROJAN, 1971). Aplikuji sa vzeslé
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rostliny. RestoZe hubi Iépe rostliny v ranétové fazi, mohou jimi bytdinné zasazeny
i dosplejSi rostliny v pIné metabolitické akti¢ita diky translokaci i podzemni organy
vytrvalych plevel (UKZUZ., 1996).

3. Herbicidy sterilizujici p tdu- piasobici proti vSem rostlinAm nag se
vyskytujicim. Podle toho, jak dlouho trva jejicinek, rozeznavdme kratkodobé a
trvalé herbicidy (ZBIROVSKY et al., 1960).

Déleni herbicida podle mista aplikace na rostlinu

A. Listova aplikace- postik rostlin kthem vegetace. Rasem ¥tSina kontaktnich
herbicich, dale defolianty (latky wené k odlisini rostlin, k néeni nati bramborové
apod.) (ZBIROVSKY et al., 1960). Tento herbicickinlisty ptimo, nebo psobi po
proniknuti do lish, pog. jinych nadzemnich orgénrostlin (OBENBERGER a
TROJAN, 1971).

B. Koienova aplikace zalivkou nebo mechanickym zapravenim ddy
Herbicidy jsou pijimany predevsSim kéeny rostlin a fisobi jejich prosednictvim
(ZBIROVSKY et al., 1960). Nii nadzemni i podzemrasti rostlin. Do této skupiny
pafti vétSina modernich herbicid OBENBERGER a TROJAN, 1971).

Déleni podle doby aplikace

a) Piedsa’ova aplikace herbicidem se oSétpripravena nebo i népravena fida
pied setim nebo sazenim kulturni rostliny.

b) Preemergentni aplikacetj. po zaseti, aletpd vzejitim kulturni rostliny.
V tomto gipack jde o:

a) Kontaktni preemergentni aplikace provadi se po vzejiti plevie(herbicid se
musi v fd¢ rychle rozkladat, aby pozfl neposkodil pi vzchazeni kulturni rostlinu).

B) Residuélni preemergentni aplikace)provadna ped vzejitim pleval (herbicid
musi setrvat v {dé dostaténé dlouho, aby zasahl vzchazejici rostlinky pléyedo
doby vzchéazeni kulturni rostliny se vdak musi td@vrozlozit) (ZBIROVSKY et al.,
1960).
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5 EKOLOGICKY VYZNAMNE IONTOVE HERBICIDY
5.1 Triaziny

Triazinové herbicidy fedstavuji vyznamnou skupinu pesticidSeznam sta
prioritnich herbicid a jejich rozkladnych produktEPA zahrnuje ametryn, atrazin,
DEA, prometryn, propazin, simazin a terbutryn. Bpgké studie dopotila, aby byly
do seznamu 38 prioritnich pestigigtidany triaziny (atrazin, cyanazin, metribuzin,
propazin, simazin, terbuthylazin , terbutryn a degni produkty). Dva neggngji
studované triaziny, které byly zji&té v @irodnich vodach, jsou atrazin a simazin,
piicemz hydroxyatrazin je hlavni abioticky degradovagmpdukt ve vod a pide.
Zahrnuti produkt degradace triazinu jako cilové steminy v analytickych postupech
je velmi dilezité, protoze &které z &chto produki rozkladu, jsou toxické stejnnebo
dokonce vice, nez jejichapodni slodeniny. Napiklad, DEA, ktery je povaZzovan za
stejre toxicky jako atrazin jak pro zkata, tak pratlovéka, byl detekovan v podzemni
vods v koncentraci mezi 0,01 a 1,0 9(MARTINEZ et al., 2006).

1
M

6 O‘N 2 5 H“N 2 Er \Iz
5 T!J 5 5 @3 Q M
N N
4 4 4
1,2, 3-triazine 1,2 4-triazine 1,3 B-triazine
or
s-triazine

Obrazeke. 4 Strukturalni vzorec triazinu (WIKIPEDIA.ORGQ1Z)

5.2 MCPA (kyselina 2 - methyl - 4 chlorofenoxyloctea)

Kyselina 2 - methyl - 4 chlorofenoxyloctova znamadpzkratkou MCPA, byla
zavedena v Anglii po roce 1945. #wby vyroby jsou zaloZeny na kondenzaci 4 -
chlor-o-kresolatu sodného s chloritanem sodnym kalekém vodném prostdi.
Pripravek se pouziva ve foensoli, které jsou dde rozpustné ve vagd nebo ve forré
estefi, které se dale rozpoudlji v béznych organickych rozpou&tlech nebo
v mineralnich olejich. MCPA se pouzivd Kk hubeniedevsim Sirokolistych
dvouckloznych rostlin. Analytické stanoveni MCPA ve &nmazeme provestdkolika
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metodami, naftklad pomoci ultrafialové a inféervené spektrofotometrie,
chromatograficky, diferami refraktometrii nebo izotopovouied’ovaci analyzou
(ZBIROVSKY et al., 1960).

O\)kOH

Cl

Obrazeke. 5 Strukturalni vzorec MCPA (WIKIPEDIA.ORG , 2017)

5.3 TCA (kyselina trichloroctova)

Tato kyselina byla poprvé pouZzita jiz vroce 194&3A. Tento herbicid byl
v minulosti jednim z nejpouzivgsich herbicid proti jedno@dloZznym plevelim,
zejména viceletym trdvam. TCA se aplikoval ve fésodnych soli. Népstji se tento
herbicid vyrabi oxidaci chloralucinkem kyseliny duginé. TCA misobi také jako
docasny mdni sterilizator, a proto je také aplikovan zejmérimo vegeténi dobu.
Tento herbicid mizeme stanovit nd&jklad detekci s anilinem v siin zasaditém
prostedi, gicemz vysledkem bude silny zapach. DalSimi metodawou jstanoveni
kolorimetricky (ZBIROVSKY et al., 1960).

N
Cl,

|
Cl

Obrazeke. 6 Strukturalni vzorec TCA (WIKIPEDIA.ORG , 2017)
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5.4 Diuron (dichlorfenyl - 1, 1 - dimethylmaovina)

Tento herbicid byl zaveden roku 1955 v USA. Je fia lrystalick4 latka bez
zapachu, je malo rozpustna ve woiuron se os¥dcil pti hubeni vSech plevelna
nezemddélskych mdach, a déale {sobi, jako selektivni herbicid ve vinicichtip
péstovani baviniku a rajskych jatkéch. innost diuronu je silé zavisla na druhu
pady. Analytické stanoveni je zalozeno na hydrolyzZBIROVSKY et al., 1960).

Cl N N

Cl

Obrazeke. 7 Strukturalni vzorec diuronu (WIKIPEDIA.ORG 170

5.5 Glyfosat a AMPA

Tento herbicid byl uveden na trh v roce 1974 spuwsti Monsanto Co., pod
nazvem roundup. Glyfosat (N - [fosfonomethyl] glycije Sirokospektralni herbicid,
ktery se pouziva neselektivn zengdelstvi pro regulaci plevéla bylin. Risobi tak, ze
inhibuje enzym 3 — enol — pyruvylshikimate — 5 sfft syntazu (EPSP syntazu), ktery
se nachazi v chloroplastu, zasahuje tak do biogyns&omatickych aminokyselin
pouzivanych p syntéze proteiln (ROBERTS et al.,, 1998). EPSP syntaza je enzym,
ktery tvai sowast metabolizmu kyseliny shikimic. Jednd se o @oddery se
vyskytuje pouze v rostlinach, bakteriich a houbacheexistuje u zvat. Vzhledem
k této skuténosti je akutni toxicita u zkat nizka. Nicmé# nckteré studie uvaii,
negiznivé &inky na vodni a suchozemské druhy a vzhledem ké&mu vyuzZivani a
velkého mnoZstvi se obratila pozornost také k poémim dopadm na Zivotni
prostedi (CONTARDO-JARA et al., 2009). Hlavnim ditgym produktem rozkladu
glyfosatu je AMPA (kyselina aminomethylfosfonov&tera se nachazi v zZivotnim
prostedi ve velkych koncentracich a jeji toxicita a iegé dopad je dokonce vySSi nez

u glyfosatu.
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Obrazeke. 8 Strukturalni vzorec glyfosatu (WIKIPEDIA.OR&0,17)
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Obrazeke. 9 Strukturalni vzorec AMPA (WIKIPEDIA.ORG , 2017)
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6 TRANSFER HERBICID U VODNIM PROSTREDIM

Voda je nejen kolébkou Zivota, ale i podminkou prmt samotny, je obsazena ve
vSech organismech a jeji role na zemi je nezagln@dit & uZ hovdime o Zivotnim
prostedi, Zzivotodarné tekuténnebo prvku, jenz vstupuje do mnoha interakci, &gy
jinak nebyly mozné. Mnozstvi vody na zemi je gemé, nelze Werpat, a proto pét
voda mezi obnovitelné zdroje energieitdina vody se na zemském povrchu vyskytuje
v podolg vody slané v oceanech, coini 97%, voda sladka pak zaujima pouhé 3%
z¢ehoz 2,15 % sladké vody je uloZzeno v ledovcichpodzemni vod je zastoupena
v 0,62% a pouhych 0,017% zaujimaji vody povrch&d§, z tohoto mnoZstvi zaujimaji
84% jezera, z 11% baziny a @y a pouhé 2% vodaiekach (SREDOVA, 2014;
RUDA, 2017)

6.1 Rozdleni vod a druhy mikce

1. Vody podle pivodu
a) vody pirodni
b) vody odpadni
2. Vody podle vyskytu
a) vody atmosfeéricke
b) vody podzemni
c) vody povrchové
3. Vody podle pouZziti
a) vody pitné
b) vody uzitkove
c) vody provozni
d) vody odpadni

Voda prochazi uza&enym kolokhem a to velkym a malym, kdy neustéle
dochazi k vyparu, transferu a kondenzaci vodni @y na povrch. Diky dmto
jevaim krom jiného dochazi k pohybu vodni masy spolatkami v ni obsazené.
Krome téchto cykli je voda promichavana samotnym prénich vody, ke kterému
dochazi p toku vody viekach a bysinach. U vod stojatych dochazi

k promichavani nadrze cirkulaci a stratifikaci. d5ich podminkach mirného pasma
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hovaime o dimiktickych nadrzich, kde dochazi k promic dvakrat za rok.
Nadrze pak izeme rozdlit podle toho, zda jsou promichavany celé (holdiké

nebo jen jejich svrchni vrstva a profundastava stabilni (meromikticka).
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Obrazeke. 10 Stratifikace a mikce v jednotlivychinich obdobich (vsb.cz, 2017)

4°C

Pri stratifikaci dochazi k pohybu vodni masy, vzhiedd jeji husto¥, jenz je
zpiasoben rozdilnymi teplotami. V naSich podminkadizeme rozlisi¢tyii obdobi:
obdobi jarni cirkulace - dochazi ktani pokryvky ledu, promichavani vodmasy
vétrem a nastava vyrovnani teploty ve vodnim sloupoto obdobi je kratké a brzy
nastupuje letni stratifikace.
obdobi letni stratifikace —vlivem oteplovani dojde k rozvrstveni vodni masyadrzi.
Vrchni ¢ast vody se dopadajicim sleném z&enim olfiva a ta vlivem hustotyistava
ve vrchnich¢astech, kde vytwa vrstvu epilimnionu, kdezto voda studena, kterd ma
nejvyssi hustotu (4°CYistava ve spodriiasti, kterou nazyvame hypolimniem. Tytosdv
vrstvy jsou oddleny sk@&nou vrstvou metalimnionem, ve kterém se nachazi
termoklima.
obdobi podzimni cirkulace — pti poklesu teploty, dochazi k ochlazovani svrchni
vrstvy, kdy se postugn metalimnion dostavd do nizSickésti nadrze a dojde

k postupnému vyrovnani teploty v nadrzi.
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obdobi zimni stagnace -—pii vysokych teplotach pod bodem mrazu dochazi
k zamrznuti vrchni vrstvy a dojde tak i k zamezemc¢hani vody ¥trem. Vzhledem
k vySe popsané vlastnosti, kdy nejvyssi hustotay vakstava za teploty 3,96 °C, klesa

ke dnu a umatuje tak geziti vodnich organistn

6.2 Transfer herbicidi mezi jednotlivymi sloZzkami Zivotniho proskedi

Glyfosat je aplikovan nadgolu ve forng postiku, takZze pokud opomineme odnos
kapicek vlivem Wtru pii postiku, jeho transfer bude uskdtevan zejména
prostednictvim fidy, pogipad nasleds vody.

Glyfosat na bazi soli je velmi di#rozpustny ve vag ale je také sizachovan v
puadni matrici. Konkrétsji, glyfosat - fosfonova skupina je zodpmna za adsorpci
glyfosatu na oxidy a zvl&Stna chudé krystalické frakce (SHEALS et al., 2002).
Adsorpce glyfosatu naugni ¢astice zavisi zejména na obsahu a druliuvjipadach,
jejich kationové vyminné kapacity, obsahu bivalentnich katignobsahu Zeleza a
amorfnich hydroxid hliniku (PICCOLO et al, 1994).

Ve studii zandiené na transferu aigirvani glyfosatu vidé byla po aplikaci
nantiena dvaceti nasobrvyssi koncentrace glyfosatu a AMPA ve svrctdsti pidy
(0-5 cm) nez v pib¢hu obdobi ped aplikaci. Revaha AMPA (80%) byla nagfena u
snizuje s hloubkou a sinzavisi na obsahu organického uhliku a pH. MirngSeri
koncentrace pesticidbylo také nareno v hlubSich vrstvach (25-35 cm). tep
ponerné kratky pol@as getrvani glyfosatu v {dé, byl vyskyt GLY a AMPA
registrovan v tért vSech matricich gmy v riznych ¢asech odéru vzorki (pred a po
aplikaci). Chovani &hto znegistujicich latek v Zivotnim prosdi uguji fyzikalne-
chemické vlastnosti (obsah organického uhliku, uwext pH) a struktura gy a
sediment a to vSe zavisi na dphktera uplynula od aplikace (LUPI et al., 2015).

Vertikalni pohyblivost glyfosatu souvisitgdevSim s preferénim prou@nim a
¢asticemi usnatljici transport v dofe strukturované {mé (KJAER et al., 2011).
Prestoze je glyfoséat aplikovartimo na povrch fdy, experimenty zaloZzené na louzeni
ukéazaly, ze az 50%dastic ve vyluhu pochéazi z vrchnich 0,5 chady (STYCZH et al.,
2011).

33



SHUSHKOVA et al. (2010) prokazali v experimentamipodminkach, Ze se
glyfosat mize vylouhovat az do 30 cm hloubky. Atitdaké zjistili, Ze po aplikaci
glyfosatu a nasledné simulaci de&e asi 14 az 18%gsunula z ornice do nizSich 10 -
20 cm vrstvy a 6-8% se promyje az do 20 - 30 cntvyrsToto chovani o za
nasledek obohaceni nizSich horiZorglyfosatem, které se vyz&gi negitomnosti
(nebo nizkou arovni) biodegradovatelnych préces

Tyto poznatky vedou k zé&w, Ze je velka pravgbodobnost migrace glyfosatu a

AMPA pudnim profilem s moznosti dosazeni podzemnich vadP(Let al., 2015).

6.3 Ochrana vod

e

Voda je jednou z nejdezit¢jSich latek na plan&t ktera interaguje mezi
jednotlivymi ¢astmi Zivotniho progedi, ovliviiuje je a ony ovliviuji zpstné ji. Ackoliv
je voda nevyerpatelnym zdrojem, pokud dojde kjeji kontaminabbjde k jejimu
znehodnoceni a nasletdke znehodnoceni vSehaisn se dostane do kontaktu. Takze
jeji kvalita ovliviiuje nejen Zivotni prostdi, ale i vSe zivé vém etrg ¢loveka.
V dnedni moderni da&bpraimyslu a novych technologii vznikd spoustu odpadu a
odpadnich vod, které jsou zi&eny, stejr tak je vypoudino do ovzduSi spousty
Skodlivin, které jsou pak strhavany ve farrde§ovych kapek na zemi. Tyto latky
(kontaminanty) maji mnohdy toxicky, teratogennirckaogenni dinek nebo jinak
negativié ovliviwuji zdravi. Z ¢chto divoda je treba zajistit ochranu vod piipact

jejich ¢isteni.

Ochranu vod u nas ¢R zastituje zakon o vodaah 254/2001 Sb., jenZ uvadi:
. (1) Ucelem tohoto zakona je chranit povrchové a podzemdy, stanovit podminky
pro hospodarné vyuzivani vodnich zdrog pro zachovani i zlepSeni jakosti
povrchovych a podzemnich vod, vyilvpodminky pro snizovani népnivych wdinkii
povodni a sucha a zajistit bezpest vodnich & v souladu s pravem Evropskych
spole‘enstvi. Welem tohoto zékona je té¥igpivat k zajidini zasobovani obyvatelstva
pitnou vodou a k ochran vodnich ekosystéma na nich pimo zavisejicich

suchozemskych ekosystem

»(2) Zakon upravuje pravni vztahy k povrchovym a podaemvodam, vztahy fyzickych

a pravnickych osob k vyuZivani povrchovych a podidmvod, jakoZ i vztahy k
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pozemim a stavbam, s nimiz vyskythto vod pimo souvisi, a to v zajmu za§ist
trvale udrzitelného uzivanéthto vod, bezp®osti vodnich é a ochrany ped inky
povodni a sucha. V ramci vzialipravenych timto zakonem se bere v Uvahu zasada
navratnosti naklad na vodohospod&ké sluzby,detre naklad: na souvisejici ochranu
Zivotniho prostedi a naklad na vyuzivané zdroje, v souladu se zasadou, zZe

zne‘iStovatel plati.”

Ochranu vod izeme takeé roziit z hlediska pravnického, ekonomického, technieké

a praktického na:
1. Obecnou ochranu vod

Z podstatn&asti vyplyva ze satasného zakona o vodéach spolu s jeho présiad
piedpisy, ale také zékolika dalSich pedpisi chranicich zZivotni prosdi. U obecné
ochrany plati, Ze je povinnosti kazdého ji dodriowea konat tak, aby nijak
neznehodnocoval jeji kvalitu, nesniZzoval jeji mnwois nedochazelo ke snizeni
retertnich vlastnosti jdy a nezhorSovaly se odtokové vlastnosti v povoidi eSe bez
naroku na finaéni kompenzaci (HUBAIKOVA a OPPELTOVA, 2008).

2. Zvlastni ochranu vod

Jak uz napovida nazev, zvlastni ochrana je vysgiestochrany nez ochrana
obecna, tedy, Ze chrémy prvek ma vyssSi vyznam a musigplat @isrgjsSi ochranu.
Tento druh ochrany je stanoven zakonem, v tonifpagt zakonem vodnim. Mezi
oblasti spadajici pod tento druh ochrany jsoufikégdl chragné oblasti firozené
akumulace vod, citlivé oblasti a zranitelné obldstUBACIKOVA a OPPELTOVA,
2008).

3. Specialni ochranu vod

Do specialni ochrany votadime ochranna pasma (PO), tedy pasma hygienické
ochrany vod (PHO). Tato ochranna pasma byiaozana ve spolupraci s organy
hygienické sluzby a oztiavala se jako PHO. Byly roztbny do ti stupii, piicemz

prvni stup@ musel spilovat nejpisrejSi kriteria. Tento systém platil az do roku 1989.

35



Nové pojeti zavadi vodni zdkah 254/2001 Sb. v platném &mi, které stanovilo
ochranu zonalni na rozdil od ochrany plosné (HUBROVA a OPPELTOVA, 2008).
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7 METODY STANOVENI HERBICID U

7.1 Vysoko®inna kapalinova chromatografie (HPLC)

Je souborem metodfigkterych dochazi kiznym rozdilnym metodam separace
daného vzorku, fiXemz se pouziva kapalné mobilni faze, vysokotlak§etpadel a
kolon. Tato metoda je rychla aciana, abychom doséahli tohoto efektu, musime
zabezpéit velky a konstantni @itok mobilni faze pomoci vysokotlakycterpadel.
Abychom mohli pouzit takto vysoky tlak, musi bytpkary zhotoveny z takovych
materiah, které tyto podminky vydrzi. Kapilary jsou zpraadiimenzovany na tlak az
60 MPa, jsou zhotoveny z antikorozni oceli neboombilikatoveho tvrzeného skla.
Velikostreé se pohybuji mezi 5 az 50 cm délky a ¥miin pfiméru 2-4 mm. Tyto kolony
jsou naplgné velmi malymic¢asticemi (3-15um). K detekci se pak pouzivajid’bu
detektory optické, nebo elektrochemické (IAMNROVA a JANCAR, 2003).

Principem této metody je rodéni latek mezi stacionarni fazi, kterou je n&pkn
kolona a mezi fazi mobilni, ktera je vidra do kapilary pod vysokym tlakem pomoci
vysokotlakychéerpadel. Z toho vyplyva, Zecimanost této metody zavisi na velikosti
castic stacionarni faze. Vzhledem k mozZnosti vyuatiatnych dvoufazovych
separanich mechanisfh jako je adsorpce, rozhbvani, iontova vymina, sitovy efekt
gelu, je mozné najit selektivni &idny systém pro separaci danych latek rildad
organickych latek rozpudtych ve vod, zZiednych kyselinAch nebo organickych
rozpoudtdel (KARLICEK et al., 2013).

7.2 Plynova chromatografie

Je to sepatai metoda, kterd k separaci plya par vyuziva dvheterogenni faze.
Fazi mobilni (inertni plyn) a fazi stacionarni (kéipa na inertnim no&i, povrchow
aktivni adsorbent). Tato metoda prosla od roku 1M@8Rym vyvojem a stala se jednou
v organické chemii, biochemii, petrochemickém argoh&ském pémyslu, [
analyze zné&steni jednotlivych slozek zivotniho prdstli a mnohé dalSi. Velkou
vyhodou v plynové chromatografii je pouziti plyrak¢ mobilni faze, jenz neinteraguje
s molekulami tak jako by tomu bylo w¥ipad kapaliny (CHURACEK et al., 1990).

Plynovou chromatografii fZeme dle typu techniky rozit na frontalni,

vytésiovaci a elani, gicemz tSina analyz plynové chromatografie je prosréal
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praw technikou eldni. Fi této technice vneseme malé mnozstvi analyzovar§i a
pocatek kolony, po separaci jeji jednotlivé slozky ldlzeji z kolony odéeng.
Zaznamenavana koncentrace slozek v detektoru byglsepodobat piku a éhby se co

nejvice blizit Gauss@kiivce s nejmensi dosazitelnotik&iu (MIKES et al., 1980).

7.3 Spojeni plynové chromatografie s hmotnostni skgometrii
(GC/MS)

Hmotnostni spektrometrie se pouziva pro identigkaa reSeni analytickych
problémi v mnoha oblastech chemie jako v chemii organitk@échemii a pi analyze
anorganickych materi@l Spojenim plynové chromatografie s hmotnostni spetetrii
(GS/IMS) dalo vzniknout jednomu z nejefekidjgich zpisohi analyzy sloZitych
organickych smsi. Pokud stanovované latky spji dané parametry a projdou
chromatografickou kolonou, ieme touto metodou stanovit i &norganokovové a
anorganické. Spojenimédhto dvou technik dosahujeme mozZnosti stanovitylatk
slozitych smsich, které fevedeme do plynného stavu a s pouzitim kapilayrigué
chromatografie rozHdime snés na jednotlivé slozky, které paku#eme s vysokou
specifenosti charakterizovat pomoci hmotnostniho spekttam@HURACEK et al.,
1990). NejetsSim problémem bylo spojeni vystupu chromatogré&ikklony s iontovym
zdrojem hmotnostniho spektrometru. Problém seéesily propojenim fes tzv.
molekulové separatory, které tlakooddluji vystup kolony a iontovy zdroj a séasré
v nich dochazi k obohacovani vzorku, coz zahrndgrargni nosného plynu ze sisi
nosného plynu a analyzovaného vzorku. Molekulovpaisgory jsou zaloZeny na
principu rozdilnych velikosti molekul nosného plyawnalyzovaného vzorku (MIKES
et al., 1980).

Technika GC/MS se nejvice uplafe @i stanoveni organickych latek, dale pro
detekci |€k, drog a jejich metabolita v neposledniact v oblasti Zivotniho progedi
pii stanoveni ropnych zusténich ve vodach, k deni chlorovanych pestiaid
v tkanich zwvfat a g ekologickych katastrofach #pobenych dibenzodioxiny a
dibenzofurany (CHURAEK et al., 1990).
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7.4 Spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostninspektrometrem
(LC/MS)

Spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostnigkispmetrem podokinjako u
GC/MS umo#uje toto spojeni snimat hmotnostni spektra sepagsmbalatek v pitbéhu
eluce, coz umaije identifikace jednotlivych latek ve slozitych &ifch a pro
strukturni analyzu. Vzhledem ke zZmgm technickym probléfdm neni ani zdaleka
LC/MS tak roz&enou jako GC/MS. i®mé spojeni LC/MS je vyhodnérguevsim
z hlediska vysokeé citlivosti, rychlostkipziskavani hmotnostnich spekter a informacich
o struktde separovanych latek (CHURAEK et al., 1990). Toto spojeni v3ak neni ani
zdaleka tak jednoduché jako péaw GC/MS, pesto bylo vynalezeno ékolik
technickych moZznosti jako pohybujici se péagjmy vstup (DLI), vyltivany

pneumaticky rozpraso¥gnebulizér) a termosprej (CHURJEK et al., 1993).

7.5 Extrakce tuhou latkou

Extrakce tuhou latkou je metoda s dlouholetouitiadyuZzivajici sorbent. Tento
sorbent se pouzivd k zachycovani, zkoncentrovadiiéutatky, k jeji Uprav pred
analyzou nebo Kk jejimufimému stanoveni. Sorbenty seélidpodle néasledujicich
parametii: zrreni, specificky povrch, hydrofiln€i hydrofobni vlastnosti, polarita a
predevsim schopnost #mého uvolini zachycené latky (CHURZEK et al., 1990).
Nekteré latky ve ssném vzorku riizou interagovat sikji se sorbentem nez s danym
rozpoustdlem a tak #istanou vazany na sorbentu (JBAROVA a JANCAR, 2008).

V praxi se vyuzZiva dvou postlipa to nahromathi stopovych slozek ipmo v
chromatografické kolahnebo v pedkolore. Fi technice obohacovantimo na kolog

se na kolonu naSkne za nizké teploty velké mnozstvi plynného vamorktery se
nasledd vyhodnoti spughim teplotniho programu.iPdruhé mozné technice, tedy
technice v pedkoloré vyuzivame principu desorpce nahroréagth stopovych prvk,
které se bdi zalteji a poté se koncentrat vyplachne do chromatazg@fkolony nebo
extrakci kapalinou nasledovanou analyzou extrakitolené. Tyto sorgni techniky se
daji vyuzit pro zkoncentrovani sledovanych latekagro zachyceni emisi z ovzdusi
(CHURACEK et al., 1990).
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7.6 Extrakce kapalinou

P¥i extrakci kapalinou se vyuZiva vlastnosti rozpédit schopnych rozpustit
jednotlivé slozky v analyzovaném vzorku, takzé&zen dojit k jejich zkoncentrovani a to
jak latek plynnych tak kapalnych. Pokud extrahujetaéku z vodného roztoku,
provadime to takzvanvytiepavanim. Jde-li o roztok plynny, provadi se absotptek
do kapaliny znamé pod pojmem odlhwani (tramping). Aby byla extrakce efektivni a
uskuté&nitelna, je podminkou dobra rozpustnost analyzoghrgtek v rozpoustle a
znalost distribtinich konstant v systému. Jednou z moznych vari@t metody je
pouziti extrakné-destilani metody, ktera se vyuziva k izolaci a zkoncerdérovmalo
teékavych polarnich i nepolarnich latek. Extrakty sefwalni fazi analyzuji plynovou
nebo kapalinovou chromatografii (CHUREK et al., 1990). Népsgji se jako
organicka rozpoustlla pouzivaji chloroform, benzen, butanol, isoarkghol a jiné
(JANCAROVA a JANCAR, 2008).
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8 MATERIAL A METODIKA

8.1 Odbér vzorka

Odhsr vzorki probihal tak, aby co nejvice #pval predepsanou metodikGSN
757051¢ést 4: Pokyny pro odib vzorki z vodnich nadrzi. Pro samotny édlyzorki
byly vytipovany 3 malé vodni nadrze rfepahujici rozlohu 1 ha, které se nachazi na
katastralnim Uzemi Dukovan a Mohelna. PodminkownytEchto nadrzi byla aplikace
herbicidi v nejbliz§im okoli. VSechny 3 nadrze jsou nadrgbudované naiftoku 3
riznych potok. Tyto rybniky jsou v soukromém vlastnictvi a nejssowasti
moravského rybhdkého svazu. Pouze na jednom z uvedenych rgtsgkhospodaa je
pravidel# zarytiovan a udrzovan. Ve zbylych dvou rybnicich setwodu
nevyreSenych vlastnickych pafmi nehospodd, ale rybniky slouzi pro rylgkou

rekreaci mistnich lidi.

S5/ = > o e 4 krOUh“k ! . N\ ' § Sl == ,\."' "~ J
e e N “’ & ‘\% a\) x/ o

Obréazeke. 11 Mapa s oznigenim polohy rybnikdislo 1 (GEOPORTAL.GOV.CZ, 2017)
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Obrazeks. 14 Hydrologicka mapa rybnikiislo 2 a 3 (GEOPORTAL.GOV.CZ, 2017)

Z t¢chto # rybniki byly jednorazov odebrany sisné (slévané) vzorky. Tyto
vzorky byly odebrany jak z povrchu (10 cm pod hhendi), tak i z hloubky pomoci
Mayerovi lahve. Objeméthto vzorki byl 1 litr. Vzorky byly naplgny do plastovych
lahvi, gredem vyisténych a popsanych.iPodkeru je nutné zabezpi, aby nedoslo ke
zn&isténi rozvienym sedimentem nebo plovoucimiiséotami na hladi&n Odebrané
vzorky by se nili co nejrychleji analyzovat. Vzhledem k charaktenalyzy nemizeme
analyzu proveést na mésa tak musime co nejvice minimalizovais mezi odebranim a
analyzou. Odebrana voda byla uloZzena do termotadiky, nedoslo k z&hti vody a
zménam parametr Nasled& po dopraveni byly vzorky vloZzeny do lednice, alyyab
zachovéana teplota vodyiddl samotnou analyzou byly vzorky vyndany, aby digsah

pokojové teploty a nedoslo ke zkresleni analyzyert teploty.

8.2 Simulani model

Matematické modely a z nich odvozen€&ipové simulace pro elektromighai
metody niizeme rozdiit do dvou skupin a to na metody jednodusi a ndodhe
slozitjSi a exaktnjsi.

Jednodusi ifistup vychazi z popisu jévieknime v idealnim progedi, tedy
nezahrnujici jiné doprovodné jevy. figsiadu zjednoduSeni a nebrani v potakzterych
doprovodnych jefr jsou tyto metody velmi uzitmé a poskytuji nam mnoho informaci,
které nam mou pomocitipvyvoji nebo optimalizaci experimentalnich podnkngi

elektromigr&ni analyze. Naifiklad paitacovy simulator kapilarni zénoveé elektroforézy
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ndm umo#uje simulovat separaci iahtv zavislosti na &kterych experimentélnich
podminkach jako sloZeni nosného elektrolytu, éfiapmnozstvi roztoku, material a
rozmery kapilary, pohyblivost a disodiai konstanty jeho slozek, teplota, chlazeni a
jiné (KASICKA, 1997).

Druhy, tedy ten sloASi zahrnuje matematicky popis obecnych zakonitosti
jednotlivych doprovodnych transportnickejil jako elektroosmézu, elektromigraci,
difuzi, konvekci a termokonvekci. Tyto modely tak@hrnuji do svych simulaci
chemické rovnovahy, zavislost na iontové sile dotépVelkou vyhodou je fistup
téchto modaei jiz od paétku ipojeni elektrického pole, coZz nam poskytujdedité
informace a pomaha nam pochopit hlgufungovani a zakonitosti elektromigtaich
metod (KASCKA, 1997).

Ja jsem i k dispozici simulani model Simul 5 Complex, ktery provadi simulaci
pohybu ioné v kapalnych roztocich v elektrickém polRedi sady nelinearnich
parcialnich diferencialnich rovnic a nelinearnidgearaickych rovnic popisujicich
kontinuitu iontovych pohyi a acidobazické rovnovahy. Simul je vhodny pro saoiu
elektromigr&nich separgich metod, jako kapilarni elektroforézy a izotdonézy
(GAS et al., 2007).

Tento program mimo jiné provadi simulaci experitAgriho pfibéhu analyzy a k
optimalizaci sepatamich podminek, které se vyuZivaji v zénové elekede, kapilarni
izotachoforéze nebo v izoelektrické fokusaci. D@l kontrolu nebo vysdleni
neobvyklych jew pozorovanych v experimentech: systémoveé piky (gopsekmit,
zkresleni Spiky. Také chcete-li kontrolovat zakoncentrovani ghal rezonatni jevy
nebo jen ukazat studémn, pribsh elektroforetického &e (GAS et al., 2007).

Pomoci tohoto modelu byl néklad nasimulovan dokonaly {is¢h izotachoforézy

nebo fokusace kyseliny octové.
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8.3 Volba vhodného elektrolytového systému a &heni

Napiklad v izotachoforéze mohou byt iontové druhy &ddy tehdy, pokud se
dostaténé liSi jejich efektivni mobility. Efektivni mobilitge definovana jako

Meft =) 05y M
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Stuper disociaceq; zavisi gedevsim na hodndtpK, teploty a pH v zo6néach.
Hodnota vi, je korekni faktor pro snizujici se ¢inky mobility relax&nich a
elektroforetickych tinki popsanych Onsagerem, zavisfegevSim na iontovych
koncentracich. Hodnota;mavisi na tkolika faktorech, jako je solvatace, poléma
ndboj ionfi a na dielektrické konstahta viskozit rozpou&tdel. VSechny tyto
parametry ovliviuji G¢innou mobilitu a je dobré je zohledniti pybéru elektrolytového
systému, aby byla zabezma dobra separace. Pouziizmych rozpousgdel (vliv
dielektrické konstanty a solvatace) nehi@nych pufii (zmény pH a vliv tvorby
komplexu) umo#uje fadu moZznosti. Separace ibnse ntize provadt raznymi
zpisoby, a to nasledo¥r{(EVERAERTS et al., 1976).

Za prvé mohou byt pro separaci ibnpouzity rozdily v absolutnich iontovych
mobilitach. Konkrétni pH pufrovaného systému se vak, aby vSechny druhy iaint
byly témei Uplr¢ disociovany. Tento druh separac&zmme oznét jako "separace
podle mobilit" (CHURACEK et al., 1990).

Zakladni hodnota pH se voli tak, ab§tdina druli ionti nebyla zcela disociovana,
zvlast kdyz mnohé druhy iodtmaji @iblizné stejnou iontovou mobilitu. Hodnota pH
se tedy zvoli na zaklgdnmaximalnich rozdil v efektivnich mobilitach. Tyto separace
muzeme nazyvat "separace v souladu s hodnotami "BMERAERTS et al., 1976).

Déle se mohou pouzifiznd rozpougdla, aby se dosahlo Uplné separace. Tato
technika niZze byt pouzita v fipact, Ze stanovované druhy idninaji @iblizné stejnou
iontovou mobilitu i hodnoty pK a nebo jsou jen méabapustné v witém rozpousidle.
Rozdily v hodnotach pKéehto ionfi mohou byt pouzity pro separaciii Rolbé
elektrolytového systému mohou byt vyuzivany i désitory jako tvorba komplek
srazeni a jiné specifické interakce (CHUBEK et al., 1990).

Do téchto faktofi zde nebudeme nahliZetilg hluboko, pestoze automaticky
ovliviwiji efektivni mobilitu ionti. Jak uz tedy vime, fp vybéru vhodného
pozadavkem je, Ze systém musi byt zvolen takovyfasdamem, aby druhy ioft které
maji byt oddleny, by ngély mit maximalni rozdily v efektivnhich mobilitactaby se
doséahlo rychlé a uUplné separace. Vzhledem Kk viéitiaba fiznym podminkam
stanoveni vzorku neni vzdy moznéradit timto obecnym pravidlem, takétreme byt
omezeni pistrojovou aparaturou, kterou mame k dispozici. b@ol vhodného

elektrolytoveho systému tak budasto zaviset na zaklaakusenosti, porovnani vyhod
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a nevyhod daného systému oproti jinym. &kterych gipadech, vhodny elektrolytovy
systém niZe byt uten pouze experimentdin Mezi dilezité faktory pi vybéru
elektrolytového systému, které jsou popsany, jsaly:tvolba rozpoustla, volba pH
vedouciho elektrolytu, vys z hlavnich iontovych druh vybér koncovych ioni,
dodatky, délka sepami kolony, stabilizatory, povrchévaktivni latky a referami
slowenin pro identifikaci a kalibgai koncentraci (EVERAERTS et al., 1976).

S ohledem na tyto znalosti byl zvolen elektrolyt@ygtém, tak aby v jeho rozmezi
bylo mozné stanovit hledanou latku. Elektrolytovystem byl navrZzen tak, aby
pusobenim proudu doSlo k vytieni neutralizéniho rozhrani se skokovou #nmou pH
a definovanou rychlosti pohybu. Na tomto rozhradekavame zakoncentrovani
hledanych analyit

Tento systém, vzhledem ke své komplexnosti, bylpme] odzkouSen na
simulanim modelu a nasledrovéien experimentakh

Prvnim navrzenym elektrolytem gpiici vySe uvedené vlastnosti byl systém, kde
jako vedouci elektrolyt (leading) byl pouzit kyselgdny roztok KCI a jako koncovy
(terminani) alkalicky roztok KCI. Pro vizualni detekci rylosti pohybu rozhrani byl
pouzit do elektrolyi ptidavek acidobazického indikatoru — BKP, ktery j&ygelém
prostedi Zluty a v alkalickém pragdi fialovy. SloZeni roztak bylo nasledujici:
vedouci elektrolyt 1xI6 KCI+1x10° HCI+1x10° BKP a koncovy elektrolyt 1x1d
KCI + 1x10* NaOH+1x1C BKP.

V prvni fazi bylo pouzito silé kyselé barvivo SPADNS, to se vSak ukazalo jako
nevhodné vzhledem k rozmyvani zény a nemoznostioske [Fesré pohyb rozhrani.
Tento problém vieSilo barvivo BKP, toto barvivo je slabou kyselinoukyselém
prostedi klesa jeho pohyblivost, tudiz se nerozmyva.

DalSim velkym problémem byly ukltany, které se absorbovaly do roztoku a
zpisobovaly pehrati a znehodnoceni analyzy. Witiny maji v alkalickém progdi
vySSi mobilitu, a tudiZ se dostanou jako prvni padc kolony, do zény s nizkym pH,
kde interaguji za vzniku bublin, které snizi vodiva zvysi teplotu. Tento jev jsem se
pokusil eliminovat pouzitim bezkarbonatového nasgb® roztoku NaOH kifpraw
elektrolyti. DalSim opaenim bylo i vyvé@eni uhlgitana z destilované vody fpd
vlastni gipravou elektrolyii. BohuZel, i pes tuto snahu dochézelo k vazani ditdna a
k znehodnoceni vysledk Navic se ukazalo, Z&iprysokych koncentracich je dreni

v tomto elektrolytu nereprodukovatelné.
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-260 — C:\DOCUMENTS AND SETTINGS\H\PLOCHA\TOM\TO53 LE 1E-2 KCL + 1E-3 HCL + BKP 1E-5,TE 1E-2 KCL + 7E-3 NAOH + BKP 1E-5 S
— C:\DOCUMENTS AND SETTINGS\H\PLOCHA\TOM\TO54 LE 1E-2 KCL + 1E-3 HCL + BKP 1E-5,TE 1E-2 KCL + 7E-3 NAOH + BKP 1E-5 S

-280-
— C\DOCUMENTS AND SETTINGS\H\ PLOCHA\TOM\TO59 LE 1E-2 KCL + 1E-3 HCL + BKP 1E-5,TE 5E-1 KCL + 10E-3 NAOH + BKP 1E-5 S
— C:\DOCUMENTS AND SETTINGS\ H\ PLOCHA\ TOM\TOB0 LE 1E-2 KCL + 1E-3 HCL + BKP 1E-5,TE 5E-1 KCL + 10E-3 NAOH + BKP 1E5 S
~300+ — C:\DOCUMENTS AND SETTINGS\H\ PLOCHA\ TOM\TO62 LE 1E-2 KCL + 1E-3 HCL + BKP 1E-5,TE 1E-1 KCL + 10E-3 NAOH + BKP 1E5 S

— C\DOCUMENTS AND SETTINGS\H\PLOCHA\TOM\TO64 LE 1E-2 KCL + 1E-3 HCL + BKP 1E-5,TE 1E-1 KCl; + 5E-3 NAOH + BKP 1E-5 S
— C\DOCUMENTS AND SETTINGS\H\ PLOCHA\ TOM\TO65 LE 1E-2 KCL + 1E-3 HCL + BKP 1E-5,TE 1E-1 KC, + 5E-3 NAOH + BKP 1E-5 S
-320- — C\DOCUMENTS AND SETTINGS\H\ PLOCHA\TOM\TO66 LE 1E-2 KCL + 1E-3 HCL + BKP 1E-5,TE 1§-1 &+ 5E-3 NAOH + BKP 1E-5 S
— C:\DOCUMENTS AND SETTINGS\H\PLOCHA\TOM\TO67 LE 1E-2 KCL + 1E-3 HCL + BKP 1E-5,TE 1E-1 KEX + 2,5E-3 NAOH + BKP 1E-5 S
— C:\DOCUMENTS AND SETTINGS\H\PLOCHA\TOM\TO68 LE 1E-2 KCL + 1E-3 HCL + BKP 1E-5,TE 1E[1 i(!yl‘ +2,5E-3 NAOH + BKP 1E-5 S
— C:\DOCUMENTS AND SETTINGS\H\PLOCHA\TOM\TO69 LE 1E-2 KCL + 1E-3{HCL + BKP 1E-5,TE 1E} Kfil{ + 2,5E-3 NAOH + BKP 1E-5 S

Voltage

-340 | :
— C:\DOCUMENTS AND SETTINGS\H\ PLOCHA\TOM\TO71 LE 1E-2 KCL + 1E-3H{CL + BKP 1E-5,TE [IEH1 KCL|+ 2,5E-3 NAOH + BKP 1E5 S
— C:\DOCUMENTS AND SETTINGS\ H\PLOCHA\TOM\TO72 LE 1E-2 KCL + 1 -3 HCL +|BKP 5,TE 1E-1 KCL + 2,5E-3 NAOH + BKP 1E-5 S
-360 ‘ ‘
o - i
= T
| |
Rz L) |
_380_%3‘—?_T = \tﬂ_ |\
| K I
|
-400-
T T T T
0 10 20 30 40
Time I

Obrézeke. 17 Elektroferogram ukazujici zavislost koncergral@OH nacase

Cas prichodu rozhrani kolonou v zavislosti na koncentraci
hydroxidu v koncovém elektrolytu - 0,01 M KCI pfi konstantnim
slozeni LE - 0,01M KCI+0,001M HCI, TE 0,01M KCI + X M NaOH
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E 30 - Equation: Logarithm; 2 Parameter |
— f=if(x>0; y0+a*In(abs(x)); 0)

S R Rsqgr Adj Rsqr Standard Error of Estimate
8 25 0,983 0,967 0,956 2,373

o Coefficient+-Std. Error
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Koncetrace NaOH v elektrolytu [moI.I'1]
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Jak je vidt na obrazkw. 17 na z&atku byla analyza jen s mensimi odchylkami, a
ackoliv by se zdala kalibrani kiivka za reprodukovatelnou,irbeme vidt, Ze u vysSich
koncentraci jsou velmi rozdilné &eni a je pouhou shodou nahod, Ze jejich
zpramérovani vykazuje na kalibéai kiivce pozitivni vysledek. Teoreticky je tento
navrzeny systém vhodny, ale prakticky se stavd dfkitomnosti uhltitana
nepouzitelny.

Na tomto elektrolytu ale bylo &¥eno, Ze rychlost rozhrani je mozno ovlivnit
pomoci pH tak, aby na¢m dosSlo k Zadouci fokusaci analyt

DalSim zkouSenym elektrolytovym systémem byl eldigtr ve kterém by se dal
detekovat i produkt igmeny glyfosatu, tedy AMPA. Vedouci elektrolyt byl Zkn z
1x10° HisCl a koncovy z 1xI® MES. Tento elektrolytovy systém se ukézal jako
nevhodny z dvodu rozmyvani zon. Dale se ukazalo, Ze vySka glikfosatu je stejna

jako u fosforénani, takZze se nedalo d&it, o jakou latku se jedna.

— C:\DOCUMENTS AND SETTINGS\H\PLOCHA\TOM\MES\TO11 LE 1E-2 M HISCL TE 1E-2 MES S ROZHRANI

e

-240

-260

-280

Voltage

-300

-320

4 5 6 7 8 9
Time [min.]

Obrazeke. 18 Izotachoforegram rozhrani MES a HisCl
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[mv]
|
— C\DOCUMENTS AND SETTING$\H\PLOCHA\ TOM\MES\TO15 LE 1E-2 M HISCL TE 1E-2 MES S GLYFOSAT 1E4
S50

— C:\DOCUMENTS /‘\ND SETTINGS\H\PLOCHA\TOM\MES\ TO21 LE 1E-2 M HISCL TE 1E-2 MES S GLYFOSAT 5E-3

-260 |

-265

Voltage

-270

S5

7,4 7,6 7,8 8,0 8,2 8,4 8,6

Time [rin.]

Obrazek¢. 19 Elektroferogram zavislosti délky zény na kobteee nastiknutého

glyfosatu
Koncentracni kalibraéni prfimka glyphosatu
LE 0,01M HisCl, TE 0,01 M MES

1,4

1,2
>
=
© 1,0 -
[=
2
= 0,8 A
e}
[
S,
5 06
c
R
N 041
4 _
o Coefficients:
Q 02 - b[0]110,0585237251

b[1]11226,2531433263

2 77204
0.0 - r2(10,988097720

0,000 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005 0,006

Koncentrace glyphosatu [moI.I'1]
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Protoze fosforénany jsou Bznou sodasti vod, byl i tento elektrolyt zavrzen, navic
u tohoto elektrolytu nedochazelo k Uplné separdgiogatu a né&stot. Proto jsme
pristoupily ke znén¢ elektrolytu a kolony. Pouzili jsme delSigaiseparéni kolonu, aby
se prodlouzila drdha &as analyzy a doslo k lepSimu rozseparovani zonzakéad
simulaci byl dale zimén elektrolytovy systém, ktery je nyni tem vedoucim
elektrolytem 0,01 M HCI + 0,02 BALA + PEG pH 3,55 koncovym 0,01 M
CH3COOH + BALA. Po pedchozim odzkouSeni podobného systému elekirgdgim
do roztoku vzorku fdal latku BALA, ktera ve vedoucim elektrolytu siujako
protiion, a zarovie jako pufr, v koncovém elektrolytu a vzorku nastgid tak, aby
nedochézelo k absorpci utitani ze vzduchu. Tato aminokyselina v izoelektrickém

bod neni téndi disociovana a néspiva k vodivosti elektrolytu, coz zvySuje rychios

davkovani
[mv]
— Dlouha kolona 2LE0,01MHCL+0,02Bala+PEG+TE0,01MCH3COOH+sapmle1.10e-3gly
— Dlouha kolona 1TL0,01MHCL+0,02Bala+PEG+TEO0,01MCH3COOH+sapmle7.10e-3gly
2004 “\\ — Dlouha kolona TW)?!CL+0,0ZBaIa+PEG+TE0,01MCH3COOH+saprrIeS 10e-4gly
— [ 4=
‘ T olona [I6TLLEO,01MHCL+0,02VB35{z +TE0,01MCH3COOHsample5.10e-5 gly
I
| I \\\
~
| .
300 T
T
|
200 |
100 [

Voltage
T

-100- f /

-200-

T T T T T
46 48 50 52 54

Time (rin.]

Obrazek¢. 20 Izotachoforegram zavislosti délky zény na katraci nastiknutého

glyfosatu
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Koncentracni kalibracni pfimka glyphosatu
LE 0,01 M HCI + 0,02 M BALA TE 0,01 M HCI

14
1,2
o
T 10
=
©
2
> 0,8
L
T
Ak
S 06
‘0
&) Coefficients:
S 544 b[0] 10,0374201474
3 b[1]'11084,0105840106
(=] r2110,9928156765
0,2 -
°
0,0 T T T T T
0,0000 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,0010 0,0012

Koncentrace glyphosatu [mol.I"]

Ve chvili, kdy jsem il optimalni elektrolytovy systém, ve kterém se si@novit
glyfoséat a provedl jsem zteni kalibr&ni zavislosti, abych a¥il reprodukovatelnost
vysledki, byla nyni natad® samotna analyza odebranych vZorela analyza stejn
jako testovani jednotlivych elektrolytovych systémprobihala na fistroji
izotachoforeticky analyzator s technikou spajeriokaZKI-01. Je realizovan spojenim
dvou kapilar izného vnitniho paimeéru. Fredseparéni kolona ma prmer kapilary 0,8
mm, analytick& kolona méa immér kapilary 0,3 mm, jeji deteki limit je aZz 10** molu.
VEtSi vnittni pramér predseparéni kapilary umo#iuje pouziti proudu az 5@, ¢im se
v kratkémcase dosahne zé&ray separéni vykon. Ok kolony maji kontaktni vodivostni
detektor. Davkovani vzorku je mozné pomoci davkéwa&ohoutu o objemu cca 30
nebo mikrogtikackou.
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Obrazeke. 21 Izotachoforeticky analyzator s technikou spéi®lon ZKI-01

-
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Obrazeke. 22 Schéma lzotachoforetického analyzatoru s tkobrspajeni kolon ZKI-
01(ANALYTIKA. SK, 2017)

1- rezervoér roztoku zakoujiciho elektrolytu; 2- septum pro davkovani vzorku
mikrostikackou; 3- davkovg; 4a, 4p- analyticka arpdseparéni kapilara; 5a, 5gidla
detekinich systém; 6a, 6p-plnici bloky; 7a, 7p- membrany; 8a, 8zergoary roztoku
vodiciho elektrolytu; 9a, 9p- jehlové ventily; 1Blok spojovani kolon elektroda, ke
které se fipojuje vysokonagrovy pol zdroje o pozadované polaritgp, ga-
protielektrody, ke kterym sefipojuje druhy pdl zdroje hnaciho proudu; S-misto pr
davkovani vzorkfANALYTIKA. SK, 2017)

Nejprve jsem nechal pozvolna 1@h odebrané vzorky, které byly ungisy
v chladicim z#&zeni na pokojovou teplotu, aby nedoSlo ke zkréstaieni vlivem

teploty. Mezitim jsem zapnul analyzator acppa kam se pes detektor fenasely
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vysledky a pes program CLARITY vyhodnocovaly v podolgrafu a odkud se
spoudtlo meéteni analyzy. Vzhledem k tomu, Ze jsem nemofili¥ urychlit ohati
vzorku na pozadovanou teplotu,clnjsem ¢as na pipravu roztoku elektrolyt Po
namichani jsem elektrolyt naplnil do komor a tasul jiz rozeltaty realny vzorek.
Tento vzorek pochazi z jedné zé sledovanych vodnich n&drzi a to z rybnikul
nachazejici se v Moheain

[mv]

700

5589 8

600

500

Voltage

400

5417 7

300

200

{15328 6

50 52 54 56
[min.]

Obrazeke. 23 Elektroferogram realného VI;Ot’kU z rybndkalo 1

Na obrazkw. 23 nuzeme vidt n¢kolik zén, které odpovidaji jednotlivym latkam
vyskytujici se v odebraném vzorku vody. Prvni zomgprezentuje tést vSude
vyskytujici se gic¢itany. DalSi zona je z6na SPADNS, ktery byl do o&mt piidan jako
barvivo, diky kterému fizeme pozorovat pohyb elektralylv kapil&e. Nasledujici
z6na detekuje vyskyt fosfaneani a v pdadi ¢tvrtd zona pedstavuje hledanou zonu
glyfosatu. V této podabse zndti délka zény a uwi se jeji koncentrace. Vzhledem
k tomu, Ze byl pokus provéd metodou standardnihdigavku, kdy byl do realného
vzorku gidan glyfosat o znamé koncentraci, musime porodgtty zon a od#st tuto

koncentraci abychom vypialy koncentraci skut@ou.
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— Dlouha kolona 17TLLEO0,01MHCL+0,02MBala+PEG+TE0,01MCH3COOHsample mohelno cerveny

300+

200+

1004

Voltage

-100-

-200-

T T T T T T T
76 78 80 82 84 86 88

Time (rin.]

Obrazeke. 24 Elektroferogram realného vzorku z rybndiglo 2

Na obrazkuc¢. 24 mizeme vidt vysledek analyzy vzorku z rybnikd. 2
nachazejiciho se na katastralnim Uzemi Dukovangrfdtu je vidt zona SPADNS,
ktery byl do vzorku fidan jako barevny indikator, dale zde mame zonéofesnan,
ale Zzadnou zénu glyfosatu.

Vzorek ¢. 3 nebylo mozné zéit, bylo provedeno &kolik pokudi, ale vSechny
dopadly neusgsre. Vzhledem k tomu, Zeifpdaném postupu vipdeslych fipadech se
poddilo odstranit uhkkitany vyvaenim vzorku, je pravgbodobné, Ze v tomtoiipads
bylo ve vzorku #co, co znemaibvalo analyzu. Tento fakt budéepmitem dalSiho

zkoumani.
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9 DOPAD NA ZIVOTNi PROSTREDI A CLOV EKA

Spoteba herbicidu na bazi glyfosatu se vzhledem k zmiadyeneticky
modifikovanych organisih v roce 1995 zvySila. Najklad v Argenti vzrostla
spoteba tohoto herbicidu v roce 2012 a to na 197 milikgn (APARICIO et al., 2013).

Pripravky na bézi glyfosat jsou pouzivany po celéitésk ochrar zenedélskych
a zahradnickych plodin. Evropskad komise planoval&ib toxicitu glyfosatu v roce
2012, ale na konci roku 2010 rozhodla, Ze provetmto oeieni neprobhne az do
roku 2015. Navic, vzhledem kifizeni Evropského parlamentu a Rady 1107/2009 / ES
ze dne 2l.rijna 2009, je nutné identifikovat metabolity acis¢éoty pitomny v
technickém pesticidu a prow&doxikologické vyzkumy tykajici sethto latek. Krons
toho analyza Skodlivych¢inki metaboliti a neistot pesticid je velmi dilezitd pro
vyhodnoceni toxikologického rizika #pobenym dmito sloweninami. Existuji dkazy,
sloweniny (BUKOWSKA et al., 2007).

Podil transportovaného glyfosatu do Zivotniho fesB je velmi dlezity pro
vyvoj agronomické strategigjzeni a pro minimalizaci jeho dopadu. Krénoho,
analyza urové zne&isténi a identifikace mist, kde se tento herbicid aklujey mize
prispét pri vedeni ekotoxikologickych studii. |i@s sodasny trend optimalizaci
vyrobnich postup, intenzifikaci zemdélstvi by nenglo byt p@icinou k akumulaci
molekul jako je glyfosat a AMPA v Zivotnim présti (APARICIO et al., 2013).

Je znamo, Zedkteré metabolity a rigstoty z pesticid mohou byt toxitéjSi nez
zakladni sloteniny, ale nejsou k dispozici Zzadné experimentéidaje o toxicit
derivati glyfosatu (s vyjimkou jeho hlavniho primarniho aisdlitu - kyseliny
aminomethylfosfonové). Prdv analyza molekularnich mechanismpiasobenych
glyfosdtem a jeho metabolity: aminomethylfosfonové&yseliny, kyseliny
methylfosfonové a nestot: N- (fosfonomethyl) iminodioctové kyseliny, -N
methylglyfosatu, kyseliny hydroxymethylfosfonovés (fosfonomethyl) aminu fize
prispét Kk presrgjSim (&inkim a vyhodnoceni toxicity pro lidsky organismus
(KWIATKOWSKA et al., 2014).

Ve studiich zabyvajicich se retenci glyfosatu kstinoveno &kolik vyznamnych
pudnich vlastnosti, které zéa tento proces ovlitwiji (organické latky, jilové mineraly,

pH, kationtovd vyminna kapacita). Vysledky ukazuji, Ze procesy jsoozi#d a
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multifaktoridlni  (agronomické podminky, mistni z&fEsko-meteorologické
podminky, mineralogie aipini podminky) a je obtizné stanovit relativni véaddého
faktoru. Krong toho, vzhledem k reverzibi§it tohoto procesu, fize byt glyfosat
desorbovan a potom degradovan na AMPA, ktera smduato v mdé. Oba produkty
mohou mit dalSi environmentalni osud a zvysSuji kaziovlivnéni rostlin,
mikroorganisni, teplokrevnych a studenokrevnych Ziahi (GOMEZ et al., 2009).

Po adsorpci douay je glyfosat biodegradovan na AMPA, tomuto preceasto
piedchazi odnos tanich ¢astic ve kterych je glyfosat vazan a jejich pgzd
sedimentace v nizSich polohach Uz&mie vodnich tocich a nadrzich. Péds rozpadu
tohoto herbicidu ize byt v prosedi prodlouzen visledku tvorby komplek kovi s
vysoce chelataimi kationty (Cti 2 a Fé ?), které vyraza snizuji dostupnost glyfosatu
pro mikrobialni rozklad. AMPA také podléha postuglegradaci ve vodnim praéstli a
v pud¢, ale v mie, kterd je vyrazhnizSi nez u glyfosatu. Tento jev jéiquzovan jeho
silngjSi absorpci naéstice a v dsledku nizSi prostupnosti do hignych membran.
Koncentrace AMPA se v sedimentuibe nenit v zavislosti na jeji rychlosti degradace
a pongru k degradaci glyfosatu (APARICIO et al., 2013).

| kdyZz je glyfosat adsorbovan ddigy je chragn pred biologickym rozkladem, v
dusledku dynamického procesu adsorpce a desorpcedjdehazi k transferu glyfosatu
do pidniho roztoku, mize byt v gitomnosti mikroorganisfh degradovan na hlavni
degradani produkt, AMPA (VEREECKEN, 2005).

Mikrobialni degradace je povazovana za jeden z uhejdéjSich proces
transformace pro stanovenfefrvavani herbicitl v pidé (APARICIO et al., 2013).
Tento proces se odehrava jak v aerobnich tak walpaieh podminkach dle mikrofléry
nalezené v {dé. Primarni metabolity glyfosatu jsou glyoxylat a skijina
aminomethylfosfonova (AMPA), ktera se odbouravavadu, oxid uhlity, amoniak a
fosfat (DICK a QUINN, 1995). #tomnost glyfosatu fize zmsobit zmény v
mikrobialni populaci a nabourat jejich aktivitu vidé. Existuji tizné vysledky v
literature, coz ukazujedinky, které mohou byt minimalni nebégehodné s ohledem na
mikrobialni biomasu a jeffinnost (HANEY et al., 2002) nebo jsou konstantriage v
zavislosti na historii aplikaci (ARAUJO et al., Z)0 Je znamo, ze glyfoséat je
adsorbovan na minerdlni jily a organickou hmotwe aijolren z €chto mist dojde-li
k nahrazeni anorganickymi fosfaty se kterymi jefagat v kompetici (PRATA et al.,

2003). S ohledem na tento posledni aspekt,iipsat zvySené aplikaci tohoto herbicidu
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ochuzeni fidy o fosfor. Na druhé strén publikované informace o mechanismech
pohybu a osudu glyfosatu a AMPA v Zivotnim pFedf jsou vzacné a ho&rz €chto
informaci pochazi z kontrolovanych laboratornialdgt(BORGGAARD a GIMSING,
2008). V posledni dabse studie zabyvajici transferem glyfosatu a AMPAoeich
nachazejicich se ve spojenych statech ukazuji, lysgt a AMPA byly ¢asto
detekovany v povrchovych vodach z&fiskych povodi, jejich koncentrace byla
ovlivnéna zdrojem kontaminace, hydrologii a pohybem vogyovodi (COUPE et al.,
2012).

Degradace glyfosatu vigé souvisi pedevsim s mikrobialni aktivitou, STENROD
et al. (2006) také zjistil, snizeni obsahu mikrtidbiomasy a aktivity v zavislosti na
hloubce. Produkt rozkladu vykazuje vysSi perzistenpiirozenych podminkach nez
jeho mateéska latka. V skterych studiich bylo zjigho, Ze ob sloweniny byly
nalezeny wkolik let po aplikaci herbicidu (KJAER et al., 2008CANDELA et al.
(2010) nandiil koncentraci glyfosatu a AMPA u hrubych gitych pad v Barcelog v
hloubce 1,9 m, kde hrozilo riziko kontaminace podeé&h vod.

Jedna studie, kde byly odebrany vzorky pro rozborstanoveni &kterych
Skodlivych latek a bakterii prokazala nadlimitniskyt glyfosatu wece San Antonio,
kde byla stanovena koncentrace 1600 hidtleka je ovliviéna splavem glyfosatuip
piivalovych destich z poli, kde séstuje séja. Tato skutrost neni jedinymifpadem,
stejnou situaci riweme pozorovat ve statParana, kde byly hlaSeny koncentrace
glyfosatu v hodnotach a? 2024 pf.IGlyfosat je malo toxicky a ip b&Znych
podminkach neni jeho obsah v pitné &adiravi Skodlivy. Z tohoto idvodu se WHO
domniva, Ze neni nutné stanovovat hranici koncémitna limitu pro tuto latku. USEPA
predepsala limitni hodnotu na 700 pgio pitnou vodu nebo 0,1 pg.1/ kyesné
hmotnosti za den. Urotiedoporgend ANGHC je 300 pg'l Podle &chto zasad
koncentrace nalezena ve vzorku odebranéteky San Antonio fesahuje dopotiené
limity pro pitnou vodu. Zd&chto koncentraci vyplyva, Ze pro dékfho clovéka by
denni gijem vody s takovouto koncentraci glyfosatu semit zadny vyznamny vliv.
AvSak pro di¢ by to uz pedstavovalo zrmé zdravotni riziko. Navic v posledni dgb
Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny (IARC, hyoFrancie) vyhodnotila
glyfoséat za karcinogenni a u lidi vyvolava pozifirend ve vyskytu vzacného nadoru.

Z tohoto divodu tuto latku klasifikovaly za pragdodobr karcinogenni. Proto je nutné

59



monitorovat hladiny glyfosatu, aby bylo za§isb zdravi obyvatel (AVIGLIANO a
SCHENONE, 2015).

Glyfosat a jeho hlavni metabolit AMPA byly na&fany v mdach zemdélské
panve v koncentracich v rozmezi od 35 do 1502 pyfogat a 299 a7 2256 ugkgro
AMPA. Takto vysoké hodnoty byly naffeny v zavislosti na fwni erozi, ktera
zpisobila odnos fdnich ¢astic, na jejichz povrchu byl adsorbovany glyfosggto
erodovanécastice skotily v povrchovych tocich, kde byl glyfosat desorbay
biologicky rozloZzen a naakumulovan ve spodnim sedion (APARICIO et al., 2013).

Dale studie na Sirokém geografickém regionu ve Spajh statech, dosla k
zawru, ze glyfosat a jeho hlavni metabolit (AMPA) jsowbilni a doSlo k Siroké
kontaminaci zivotniho proidi, kdy byl tento herbicid detekovaniekach, defvé
vodk a podzemni vod (BATTAGLIN et al.,, 2014). Spaeba herbicidu na bazi
glyfosatu se vzhledem k zavfd geneticky modifikovanych organisnv roce 1995 do
Argentiny zvysila a to na 197 milidrkg v roce 2012. Argentina je nejvysSi exportérem
s6jového oleje a sojoveho jidla veé¢swém vyvoznim trhu, arétim nej&tSim
vyvozcem so0ji. Navzdory rostoucimu vyznamu produko@vych bol v Argentirg a
Sirokému pouziti glyfosatu, zde bylo provedeno moydar studii zabyvajicich se
chovanim glyfosatu a AMPA v zemlskych povodi. APARICIO et al., (2013) zjistili
zvySené hladiny pesticidha povrchu fpd v provincii Buenos Aires, které paimezi
nejdilezitjSi vyrobni sojové oblasti, v rozmezi 0,035 az 2,%®/g a 0,299 - 2,256
pna/g glyfosatu a AMPA.

V jiné studii se zarftily na petrvani a degradaci glyfosatu v faké vod. Byla
zde provedena simulace ke kvantifikaci a biodegriaglgfosatu za pouZiti standardni "

simulace " s rodilymi bakterialnimi populacemi abfgzni mdské vody z Velkého
bariéerového utesu. Pdlas rozpadu pro glyfosatiipteplog 25°C za zhorSenych
swtelnych podminek byl 47 dn naopak ve t pii stejné teplat 25°C se tent@as
zvySil na 267 dni aipzvySeni teploty na 31°C doslo ke zvysSéasu biodegradace na
315 dni, coz je wibec nejdelSi hlaSeny paélas rozpadu tohoto herbicidu. AMPA,
dceiny produkt glyfosatu, byl detekovan za vSech pauwkj coZz potvrzuje, Ze
degradace byla zprdsetikovana nativni mikrobialni komunitou. Tato studi@zuje, Ze
je glyfosat mira perzistentni v migké vo@d za zhorSenych gtelnych podminek a je

vysoce perzistentni ve tifMERCURIO et la., 2014).
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Byly analyzovany dva metabolity glyfosatu: kyselirninomethylfosfonovéa
(AMPA) a kyselina methylfosfonova. AMPA je primérmietabolit glyfosatu, ktery je
vytvoien pisobenim enzyih (KUDZIN et al., 2002). B vyrob¢ glyfosatu mohou
vznikat ffizné neistoty, jejichz péet a typ zavisi na typu vyrobni technologie. Tyto
netistoty zahrnuji N- (fosfonomethyl) kyseliny iminaditové (PMIDA), kterd je
klicovym substratem v nezbytné fazi ziskavani glyfos@uwyrobni technologii firmy
Monsanto. Druhy zkoumany produkt vznikajid¢i pyrob¢ glyfosatu (PMIDA oxidani
faze glyfosatu) seadi mezi vyznamné gistoty - N-methylglyfosat. kkteré studie také
ukazuji, Ze N-methylglyfosat je uznavany jako metabglyfosatu. Déle byla také
studovana kyselina hydroxymethylfosfonova a bis sfioomethyl) amin jako
potencialni n&istota glyfosatuPINEL et al., 1999)Herbicidni prosedky obsahuji
fadu latek, které nazyvame latkami pomocnymi a pguw& aktivnimi, tyto latky
zvySuji &inek herbicidu. Vynikajici povrchavaktivni latka je polyoxyethylenamin
(POEA), ktery usnatlje adsorpci a zvySujeiiinost penetrace prdaetku do rostlinné
tkarg. Bohuzel, pidavné latky, jsoucasto toxét¢jSi nez samotny glyfosat. Bylo
prokazano, ze jako nejvice toxické povrchiaktivni latky pro lidské jaterni liky
(HepG2), embryonalni (HEK293) a placenty (JEG3) &né linie jsou
polyoxyethylenamin a polyethoxylovany lojovy amiRraw tyto latky jsou povazovany
za zdroj toxicity glyfosatu (MARTINI et al., 2012Rylo také prokazano, ze kondaf
piipravky na bazi glyfosatu vykazuji vySSi toxiciteznsamotné dinné latky. Jak jiz
bylo zmireno, herbicidni progedky, jako je roundup jsou ta@téjSi nez samotny
glyfosat. Hlavnim dvodem tohoto jevu jsou povrchovaktivni latky, které rni
vlastnosti herbicidu. U roundupu byla z§iSa toxicita Wi rybam 17 az 32 krat vyssi,
nez pro matiskou slodeninu, pravdpodobré praw z divodu gitomnosti aminové soli
nebo jejich povrchayvaktivnich latek. Déle byla také pozorovana gfihhemolyza a
peroxidace lipid u lidskych erytrocyt inkubovanych s roundupem nez u samotného
glyfosat (PIENIAZEK et al., 2004). Bylo zj&to, Ze herbicidni prostdky zmisobuji
silngjSi oxidani poskozeni ve srovnani se samotnym glyfosatenvicNBC50 pro
lidské jaterni bitky HepG2 byla v fipact pesticidnich fipravki obsahujicich glyfosat
vyrazre nizSi, nez u samotného glyfosatu. Bylo také prékéz Ze glyfosatové
piipravky se mohou chovat jako typické hormonalni oiébry. Podle literarnich
zdroji mohou pipravky na bazi glyfosatu #apobit smrt lidskych pugmikovych,

embryonalnich a placentovych kiin Nedavné studie poukazuji, na souvislosti mezi
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vystavenim dinku glyfosatu a vyskytem gitych typad rakoviny (DE ROOS et al.,
2005).

DalSi studie nazraje, Zze Glyfosat by mohl byt toxicky i pod nejnidsi
stanovenymi regutaimi hodnotami, kdy byly pozorovany riggmivé chronické &inky
toxicity. To zahrnuje teratogenni, tumorigenni gdterenalni &inky. Pozorovan byl
také endokrinni rozvrat a oxitla stres, coZ zisobuje metabolické z&ny, v zavislosti
na case, davce a expozici.¢chkteré &inky byly zjiS€ny v rozmezi fijatelné denni
davce. Toxické &nky komegnich forem glyfosatu lze fpsat do znéné miry
pomocnym latkam, které jsou sami o &dioxické, ale také zvySuji toxicitutwvi
glyfosatu. Neurotoxické, reprodémki a transgeneéai &inky glyfosatu musi byt
piezkoumany, nehb nafistajici mnozstvi poznaik nazng&uje naruSeni vnihich
mechanism zpiasobenych Zivotnimu prasdi (MESNAGE et al., 2015).

Dnes se kontaminace glyfosatu v Zivotnim preafitneustale zvySuje a lidé jsou
tak trvale vystaveny jehociinkim. NejhorSi mozny scéh& nasledujicich letech je
jest desetinasobné zvySeni pouzivaného glyfosat. Vehiekl rozsahlému a&astému
pouzivani glyfosatu po celém &, je aktualni posuzovani rizika velmiildzite,
protoze expozice se bude tykat nejen uzivapgipravki obsahujicich glyfosat, ale i
téch, kté¢i nemaji pimy kontakt s timto herbicidem. Je velmilefité posouzeni
schopnosti indukce oxidativniho stresu a sniZzemnbty antioxid&nich obrannych
mechanism glyfosatem, jeho metabolity a &istotami. Rozsahlé globalni pouzivani
glyfosatu podtrhuje vyznandahto zjiS€ni. Glyfosat je fitomen v kontaminovanéipé
i ve vod® a jeho dlouhodoba expozice a tofi pizkych koncentracich, ide vést ke
zdravotnim probléim. Fripravky na bazi glyfosatu mohou podporovat hemaiola
a jaterni zminy, které mohou byt spojeny s tvorbou reaktivnitysliku (poSkozeni
jater, anémie) (JASPER et al.,, 2012fed®hozi studie ukazaly, Ze expozicétiv
glyfosatu je pipadré spojena s Parkinsonovou chorobou, ale zakladnhamsmus
zistavd nejasny. Dale bylo prokazano, Ze glyfosatukope bugéné smrti
prostednictvim autofagie a vede k aktivaci apoptézy.eDAtisobuje nerovnovahu v
lidskych erytrocytech, coz ime vést ke zvySenym hladinam MetHb, které mohou
vazre ovlivnit Zivotnost erytrocyt. Oxidaini stres také ispiva ke zmindm tvaru
cervenych krvinek a z#my v Zivotaschopnosti erytrodytDusledkem &chto proces je
piedcasné odstrami erytrocyti z olehu, to vede k povinnému morfologickému testu po

poziti rekterych ekt (chemoterapeutiky, sulfonamidy). Na&ma hemolyza doprovazi
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vyvoj mnoha nemoci, to znamenda, chorob spojenyctsrégenim glukdza-6-fosfat
dehydrogenéazy (GUI et al., 2012).

Informace o moznosti nebezpalyfosatu jako karcinogenni latky ohrozujici kes
zdravi byly publikovany DE ROOS et al., (2005) a GMNELLI et al., (2010).
Nedavno byl glyfosat klasifikovan Mezinarodni ageoti pro vyzkum rakoviny
(IARC, 2015) jako toxicky a pravgodobré karcinogenni pralovéka (skupina 2A),
coz dokazuje nutnost prowdidstudie zam‘ené na chovani glyfosatu, jeho interakci
s zivotnim prosedim a zabezgd tak ochranu lidského zdravi. Poznatky o moznosti
migrace glyfosatu do spodni vody jsou nezbytné lahaaé, abychom mohli vytvib
preventivni politiky a zamezit tak transferu glydts nejen mezi jednotlivymi slozkami
Zivotniho progiedi, ale také kecloveéku. NeEkolik studii ukazalo, Ze herbicidni
prostedky na bazi glyfosatu maji vliv na Zmu struktury a kvality sladkovodnich
ekosystém a vodnich spolenstev (SANDRINI et al., 2013 aBRA et al., 2010).
Proto znalosti o perzistenci, degradaci a transpgistfosatu a AMPA v fidnim profilu
jsou nezbytné k vyhodnoceni chovaghto slodenin s cilem nalézt mozné strategie

pro prevenci nebo zmiéni kontaminace povodi (LUPI et al., 2015).
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10 VYSLEDKY A DISKUSE

Po nasimulovani v simulaim programu a experimentalnim prokazani se filoda
vytvorit elektrolytovy systém vhodny pro stanoveni iontdv herbicidi metodou
kapilarni elektroforézy s pohyblivym rozhranim. Albylo dosazeno zvySeni detekho
limitu, byla pouZita metoda fokusace pro zkonceréro dané latky ze vzorku. Diky
této fokusaci bylo dosazeno zvySeni deétéko limitu az o dvarady oproti &zné
analyze bez fokusace.

Oweieny elektrolytovy systém se skladal s elektrolygdauciho, ktery byl sloZzen z
0,01 M HCI + 0,02 BALA + PEG pH=3,55 a elektrolykmwncového, jenz obsahoval
0,01 M CH3COOH + BALA. Do naskovaného vzorku byl jfidan SPADNS, ktery
slouzil k vytvaeni barevné zony, coz umoznilo sledovat pohyb @mpylarou.

Vzhledem ke stale &Si spoteb: roundapu nejen republikové, ale zejména
celos¢tove se pra¥ (icinna latka tohoto herbicidu (glyfosat), stala hlamrpredmétem
této prace. Diky iontové povaze tohoto herbicidm@Zné stanovit jeho koncentraci ve
vodnim prostedi pomoci kapilarni elektroforézy s pohyblivym hicemim. Jako realny
vzorek poslouzila voda z malych vodnich nadrzikelioDukovan a Mohelna. Tyto
nadrze slouZiigdevsim k rekreamimu rybolovu.

V jedné nadrzi se prokazaldigpmnost glyfosatu, ktera ime pochazet z blizkych
poli, oSetovani cesti sportovniho arealu nebo ze zahrdgksgch kolonii. Akoliv
jsme namngiily urc¢itou hodnotu koncentrace, skt@ vySe koncentrace ve \vode
faktoni jsou klimatické podminky, tmi obdobi, erozni podminky v tzemfidmi druh
a intenzita hnojeni. DalSim podstatnym faktorem yadkprokazaly mnohé zahrani
studie je, Ze se glyfosat zachycuje v sedimentdeardize fetrvavat déle nez za jaky
¢as by se femenil v pudé diky mikrobialni aktivi€. Praw mikrobidlni aktivita stoji za
piremenou glyfosatu na AMPA. BohuZel zatim nemame takelgktrolytovy systém,
pomoci kterého bychom mohli 2t koncentraci AMPA, ktera je hlavni produkt
pieneny glyfosatu a jenz byva v zivotnim prisdi v mnohem &Si koncentraci nez
samotny glyfoséat.

V druhé nadrzi, kterd se nachazi vedle &dfiskych ploch, se koncentrace

glyfosatu neprokazala. Tento fakfiquzuji mozné adsorpci na sedimentyerpinou
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glyfosatu na jeji daey produkt AMPA, nebo je zde moznost vyskyt glyits
v mnozstvim pod deté&kimi limity metody.

V porovnani se zahramimi studiemi pirozeré dosahujeme nizSich koncentraci,
vzhledem k obrovské intenzitaplikace herbicidu roundap s jakou v jinych statec
hospod# a na velikosti Uzemi zejména v ArgestiDale je zdeim dal SirSi spektrum
péstovanych plodin s ozdani roundap ready, coZz j&Swice zvySuje mnoZstvi
aplikovanych posika tohoto herbicidu. Nagklad viece San Antonio, byla stanovena
koncentrace 1600 ug.plyfosatu, ve st&tParana, byly hlaSeny koncentrace glyfoséatu
v hodnotach aZ 2024 pg(AVIGLIANO a SCHENONE, 2015), vjiné studii byly
hlaSeny koncentrace glyfosatu a jeho hlavniho naditabAMPA v rozmezi od 35 do
1502 a 299 a7 2256 pgkgidy (APARICIO et al., 2013).

Vzhledem k tomu, Ze dnes uz vime o transferu gitiogivotnim progedim, do
jisté miry zname podminky a procesy degradace aske@nich letech odhalujeme
mozné zdravotni rizika a interakce, vyvstava veltdzka, zn&steni povrchovych, ale i

podzemnich vod, vliv na zdradovéka a dopad na Zivotni prosti.
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11 ZAVER

Ukolem této diplomové prace bylo stanoveni vybrényontovych herbicid
v povrchovych vodach. Pro tento uUkol byla zvolenkekteomigrani metoda
elektroforéza s pohyblivym rozhranim. Vzhledem kodstvi aplikovaného herbicidu
nejen na naSe, ale zejména na zalirrdengdélské oblasti a mnohym neobjg&sym
faktim a velké hrozé byl jako gedmet studie zvolen herbicid glyfosat, jakozto hlavni
acinna sloZzka roundapu.

Abych mohl tento herbicid stanovit v realném vzqgriajprve jsem musel vyvinout
elektrolytovy systém. Navrzeni tohoto elektrolytbeésystému probihalo tak, Ze se
nejprve nasimuloval v programu Simul komplex 5 atépdyl experimentath
odzkouSen. Jako nejvhogsi elektrolytovy systém byl sloZzen z vedoucihdketaytu
0,01 M HCI + 0,02 BALA + PEG a koncového 0,01 M GEH3OH + BALA. Tento
elektrolytovy systém spbval vSechny pdebné parametry a po provedeni kalibrace a
vyhodnoceni kalibréni kiivky se ukazalo, Zze z&éhené hodnoty jsou reprodukovatelné.

Vzhledem k tomu, Ze mé téma je Z&eno na povrchové vody, zvolil jsem si pro
odker realnych vzork tfi malé vodni nadrZze vyskytujici se v blizkosti zeltskych
ploch, popipac v mistech, kde dochéazi k aplikaci herbicidu. Vhédze ti nadrzi byl
detekovan glyfosat a to v koncentraci 50,7 pg/l.xivigini povolena koncentrace
tohoto herbicidu v povrchovych vodach dana legigbat neni, pouze zde mluvime o
tzv. norng environmentélni kvality, ktera je pro tuto latktarsovena na hodnotu 36
ug/l. Vzhledem k vySe uvedenému limitu doslo v téémlrzi k gekrateni stanovenych
hodnot a pesto, Ze je koncentrace tohoto herbicidu nad dafigmity, piesné uteni by
bylo mozné pouzeippravidelném analyzovani vzarks jednotlivychéastech roku a to
nejen vzork vody, ale i sedimentu, ve kterém dochézi k akupiutzhoto herbicidu.
Dale musime brat v potaz pols gemeny glyfosatu na jeji daéay produkt AMPA,
ktery byva obvykle ve vice, jak dvoj nasobné ko nez samotny glyfoséat. Tato
latka se ukazala jako ta%éjSi nez glyfosat, dale @ie zmisobit genetické a hormonalni
poruchy v uéitych stadiich lidského vyvoje. BohuZzel se zatinpau#ilo vyvinout
takovy elektrolytovy systém pro tuto metodu, abyobynozné koncentraci AMPA
zmefit. Velké nebezp# a pripadna toxicita pochazi také #ganych aditiv, které maji
zabezpeéit veétSi innost herbicidu, ale jsou mnohdy nebexggi nez samotny

glyfosat.
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Méieni tedy prokazalo migraci tohoto herbiciduidp a jeji nasledny transfer do
vodniho prosedi, gipadny odnos erodovanyatastic midy vodou, na kterych byl
glyfosat sorbovan s naslednym transferem do vodpibetedi. Vzhledem k tomu, Ze
acinky glyfosatu nebyly zcela objasmy, dnes jiz vime, Ze se jedna o latku toxickou,
karcinogenni a latku ovliwjici biologické pochody. Jako dopéani bych zavedl
monitoring nejen tohoto herbicidu, ale i sniZzehij&oncentrace v povrchovych vodach
na cistirnach odpadnich vod ndklad metodou mikrositove filtrace/UViEni,
sonolyzou o0zoénu, ultrafiltraci nebo elektrochemiclkaxidaci MnO2. Dale bych zavedl
maximalni povolenou koncentraci glyfosatu ve voddahou legislativé a snizil bych
mnoZstvi aplikovaného herbicidu nejen na ge¥tskych plochach.

Elektromigr&ni metoda, ktera byla pouzita pro analyzu vapide prokazala jako
velmi &inna a spolehliva. Hodnzalezi na dale zvoleném elektrolytovém systému,
poipadt na odstraéni latek znehodnocujici analyzu. Pokud pouZijemkugaci,
dokazeme zvysit citlivost a posunout tak dételimit i o 2 az 3rady. | ges znany
trend a univerzalnost pouziti vysokiiné kapalinové chromatografie nebo kombinace
plynové chromatografie s hmotnostnim spektrometsamtato metoda ukéazala jako
velmi vhodné a prodely detekce Skodlivin v Zivotnim prdeti vice neZ dostajici.

MnoZstvi spaieby glyfosatu se kazdym rokem zvySuje. Vyzkum damidbych
Gcinka glyfosatu je finatiné narainy a tak jediné informace drzi v tajnosti korporace
PrestoZze u nas nedosahujeme tak zavaznych hodnotnggkiklad v zahranii, tento
problém vnaseni nebezpgch latek do Zivotniho prasdi a jejich zgazovani do
potravnich fetézci je vazny a bude mit Sirokosahlé nasledky nejenzivatnim

prostedi, ale i na zdrawlovéka.
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13 SEZNAM ZKRATEK

ACE - affinity capillary electrophoresis = afinitkdpilarni elektroforéza

CE - capillary electrophoresis = kapilarni elekbréza

CEC - capillary electrochromatography = kapilatekiochromatografie

CGE - capillary gel electrophoresis = kapilarniogél elektroforéza

CIEF — capillary isoelectric focusing = kapilarnoelektricka fokusace

CITP — capillary isotachophoresis = kapilarni inbtaforéza

CZE — capillary zone electrophoresis = kapilarmad@ elektroforéza

EC — electrochromatography = elketrochromatografie

HPCE - high performance capillary electrophoresisvysoko &inna kapilarni
elektroforéza

MEKC — micellar electrokinetic chromatogramy = mi&ai elektrokineticka
chromatografie

GC/MS - gas chromatography/ mass spektrometry =nop§ chromatografie/
hmotnostni spektrometrie

LC/MS — liquid chromatography/ mass spektrometrykapalinova chromatografie/
hmotnostni spektrometrie

AMPA — kyselina aminomethylfosfonova

SPADNS - 1,8-dihydroxy-2-(p-sulfofenylazo)-3,6-radindisulfonové kyseliny

MES - 2- (N-morfolino) ethansulfonova kyselina

BALA — beta-alanin

PEG - polyethylenglycol

BKP — bromkresolovy purpur
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