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1 Cile prace

seznamit se s mechanismem reakci pfi heterogenni fotokatalyze na TiO;

e provést literarni reSersi ohledné heterogenni fotokatalyzy u atrazinu a toxicity
produktti degradace

e seznamit se s technikou pokust pii testovani degradace atrazinu na vrstvé TiO»

Vv laboratornim métitku

e zvladnout techniku HPLC pro detekci ubytku atrazinu pfi testech degradace

2 Uvod

Jiz néekolik poslednich desetileti je aplikovano velké mnozstvi herbicidi
na zeméde¢lskou ptidu. Mnoho téchto chemickych latek je dobfe rozpustnych ve vode¢, tudiz
dochazi k jejich transportu povrchovymi vodami a k priniku do podzemnich vod. Méfitelna
mnozstvi herbicidl a jejich degradacnich produkt byla Casto zjiSténa i ve zdrojich pitné
vody, coz vyvolalo obavy védct i laické vefejnosti (Minero et al., 1992). Z tohoto diivodu
vznikd mnoho studii, které se zabyvaji moznou degradaci herbicidd, jejich perzistenci v ptdé
a vodnich ekosystémech a v neposledni fadé¢ také jejich toxicitou.

Mezi nejcastéji detekované herbicidy ve vodnich ekosystémech patii s-triazinové
herbicidy, z nichz jsou nejvice vyuZivany atrazin, cyanazin a simazin (Kross et al., 1992;
Scribner, et al., 2005). Atrazin (6-chloro-N-ethyl-N’-(1-methylethyl)-1,3,5,-triazin-2,4-
diamin) je bild krystalicka latka, ktera je vyuZivana k hubeni plevele na zeméd¢lské pude,
ale také k oSetfovani golfovych hfist, soukromych travnikd a ploch kolem cest (Olsberg,
2007). Smérnice Evropské unie z roku 2004 nafizuje, ze koncentrace atrazinu v pitné vodé
nesmi piesdhnout hodnotu 0,1 pg/l a koncentrace atrazinu ve smeési s ostatnimi vybranymi
pesticidy nesmi presahnout hodnotu 0,5 pg/l (European Commission, 2004).

Atrazin patii mezi perzistentni organické slouceniny, které jsou rezistentni vici
chemické a biologické degradaci (Malato & Agiiera, 2004). Bylo navrzeno mnoho metod
na odstranéni atrazinu a jinych polutantd z vodnich zdroji, napf. ozonace, adsorpce
na aktivovaném koksu, mikrobidlni degradace, hydrolyza, homogenni fotodegradace
(Campanella & Vitaliano, 2007), air stripping, spalovani nebo tzv. AOP - z angliCtiny
Advanced Oxidation Processes (Malato & Agiiera, 2004). Air stripping a adsorpce pouze



prevadi toxické latky do jiné faze, tudiz nejde o dlouhodobé feseni problému se znecisténim.
Spalovani je schopno pfeménit toxické latky na CO,, vodu a anorganické slouceniny,
avSak tato metoda neni vefejnosti pozitivné piijimana (Malato & Agiiera, 2004). Mikrobialni
a hydrolytické procesy jsou zase velmi pomalé a neefektivni (Campanella & Vitaliano,
2007).

Naopak AOP mohou byt vhodnou metodou odstranéni organickych polutanti
ze zdrojii vody. Jejich nejvétsim pozitivem je skuteCnost, ze dokazi zcela znicit toxické
latky, ne je pouze pievést do jiné faze. Mezi AOP se fadi fotokatalytické oxidacni procesy,
pricemz nejvice vyhod skyta fotokatalytickd degradace pomoci UV zafeni a TiO;
katalyzatoru. V idealnim piipadé se kone¢nymi produkty této degradace stavaji CO,, voda

a anorganické mineralni soli (Konstantinou & Albanis, 2003).
2.1 Osud s-triazinovych herbicidi v prirodé

S-triazinové herbicidy jsou Siroce vyuzivanymi herbicidy, zejména pak atrazin,
simazin a cyanazin, jejichz chemickou strukturu znazoriiuje obr. 1 (Scribner et al., 2005).
Atrazin je obvykle aplikovan ve formé& vodniho spreje o koncentraci 2,2 az 4,5 kg/ha
na zemédelskou pidu (Mudhoo & Garg, 2011). Jakmile se atrazin dostane do prostfedi,
dochazi k jeho transportu piidou, sorpci na plidni ¢astice, splachu s destovou vodou a take

k jeho degradaci.
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Obr. 1: Nejcastéji pouzivané s-triazinové herbicidy.

Pohyb atrazinu v pudé se uskuteciuje prostfednictvim dvou odlisnych procesu:
pomalého transportu skrz pidni hmotu, pfi kterém se uplatiiuje sorpce a degradacni reakce,
a rychlého transportu skrz makropéry (Mudhoo & Garg, 2011).

Atrazin miZe byt sorbovan na organické i anorganické piidni ¢astice, pficemz mira
sorpce zavisi na mnozstvi, distribuci a vlastnostech pudnich ¢astic (Mudhoo & Garg, 2011).
Herbicidy jako atrazin mohou interagovat s povrchem ¢astic prostiednictvim
elektrostatickych interakci, vyménnych reakci s ionty ¢i komplexaci (Clausen et al., 2001).
Atrazin se muZe sorbovat na pevnou organickou hmotu (SOM), rozpusténou organickou
hmotu (DOM), jily, oxidy a hydroxidy. Sorpce na SOM snizuje transport atrazinu v ptidnim
profilu. Naopak sorpce atrazinu na DOM zvySuje rozpustnost atrazinu v padnim roztoku
a zvysuje jeho mobilitu pidou (Mudhoo & Garg, 2011). Atrazin vykazuje vysokou afinitu
viu¢i komplextim jilu a organické hmoty a jeho sorpce v pide je pozitivné korelovana

s obsahem organického uhliku v ptidé (Binet et al., 2006).



Velké mnozstvi triazinl a jejich degradacnich produktt je splachnuto do vodnich
toki s destovou vodou. Nejvice se tak d&je pfi prvnich destich po aplikaci pesticida.
Detekované mnozstvi pesticidii ve vodnich tocich byva zavislé na sezon¢ — vétsi procento
detekci se déje na jaie a na zacatku léta, niz8i procento na podzim a v zim¢. Degradacni
produkty studovanych pesticidi se mnohdy nalézaji Castéji a ve vySSich koncentracich
ve vodnich tocich nez samotné pesticidy (Scribner et al., 2005).

Atrazin nezlstava v pudé¢ a ve vod¢é pouze v nezménéném stavu, ale podléha
degradaci. Degradace atrazinu v pidé je zprostfedkovana zejména mikroorganismy. Rada
mikroorganismtl rozkladd atrazin skrze metabolické procesy, které¢ vedou ke vzniku a
kumulaci metabolitd atrazinu. Témito mikroorganismy jsou napf. bakterie rodu
Pseudomonas, Agrobacterium radiobacter nebo Nocardioides sp.. Nékteré mikroorganismy
mohou ziskavat ziviny a energii diky Gplné mineralizaci atrazinu na CO, (Mudhoo & Garg,
2011).

Mikrobialni rozklad atrazinu je hydrolyticky proces, ktery se sklada z dehalogenace,
N-dealkylace, deaminace a rozStépeni aromatického kruhu kyseliny kyanurové (Ralebitso-
Senior et al., 2002). Ctyfi hlavni produkty jsou desethylatrazin, desisopropylatrazin,
desethyldesisopropylatrazin a hydroxyatrazin (Mudhoo & Garg, 2011). Hydroxyatrazin
je nejvyznamnéjS§im metabolitem atrazinu, pficemz jeho retence v pudé je vysSSi nez
U ostatnich metabolitl (Prata et al., 2003). Hydroxyatrazin je nejméné mobilnim produktem
atrazinu, zatimco desethylatrazin a desisopropylatrazin jsou mobilnéj$i neZ ostatni produkty
(Panshin et al., 2000). Desethylatrazin a desisopropylatrazin jsou podobné toxické jako
atrazin, avSak jsou rozpustnéjsi ve vod¢ a slabé&ji interaguji s ptidnimi ¢asticemi nez atrazin
(Abate & Masini, 2005a).

Ne&které tolerantni druhy rostlin umi rychle detoxifikovat atrazin prostfednictvim
hydrolytickych a konjugaénich procestu. Po pfijeti atrazinu rostlinou dochazi k jeho
detoxifikaci skrze neenzymatickou hydroxylaci a enzymatickou N-dealkylaci ¢i konjugaci
S cysteinem a glutationem (Lin et al., 2008). Rovnéz nékteré druhy mykorrhiznich hub jsou
schopné metabolizovat atrazin (Mudhoo & Garg, 2011). Bylo také zjisténo, Ze zelené tfasy a

rozsivky jsou schopné ve svych bunikach kumulovat atrazin (Tang et al., 1998).



2.2 Vliv atrazinu na fyziologické procesy v télech Zivocichiu

Vzhledem Kk tomu, ze atrazin a jeho degrada¢ni produkty byly casto detekovany
ve vodnich ekosystémech a ve zdrojich pitné vody, vzniklo mnoho studii zabyvajicich se
vlivem atrazinu na zdravi zvitat a lidi. Tyto studie se snazi potvrdit domnénku, Ze atrazin
funguje jako endokrinni disruptor a mize mit vliv na rozvoj né€kterych typt rakoviny (Jowa
& Howd, 2011).

Mnoho studii bylo provadéno na tzv. Sprague-Dawley krysach, coz je linie krys
vyslechténa z Rattus norvegicus, slouzici k laboratornim ucelim. U samic téchto krys byl
prokazan vyssi vyskyt prsnich nadorti (zejména karcinomu) v zévislosti na podané davce
atrazinu (Mayhew, 1986; Morseth, 1998). Podavani davky 400 ppm atrazinu zpisobilo
u Sprague-Dawley krys prodlouZeni estralniho cyklu, zvySeni poétu dni, pfi nichZ byly krysy

vvvvvv
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tumoru (Wetzel et al., 1994; Morseth, 1998).

Wetzel et al. (1994) provadéli pokusy také na tzv. Fischerovych krysach. Atrazin
u této linie krys nemél vliv na hladiny estradiolu a progesteronu, ani na vznik a vyskyt
prsnich nadord.

O’Connor et al. (1987) studovali G¢inky atrazinu na zdravi psi plemene bigl.
U jedincti krmenych 1000 ppm atrazinu se objevil prokazatelné vyssi vyskyt kardiopatie
(skrytd degenerace myokardu), a to jak u samci, tak 1 u samic. Patologické zmény myokardu
byly provazené elektrokardiografickymi zménami. Nebyl vSak prokdzan vyskyt nadort
Vv zéavislosti na podavani atrazinu.

Krome studii provadénych na zvitatech existuje fada studii zabyvajicich se vyskytem
riznych druhil rakoviny u lidi, kteti pfichdzeli do styku s atrazinem. Studie neprokazaly vliv
atrazinu na vyskyt rakoviny prsu u zen (Hopenhayn-Rich et al., 2002; Muir et al., 2004,
Mills & Yang, 2006), mnohacetného myelomu (Brown et al., 1993; Rusiecki et al., 2004),
rakoviny tlustého stfeva (Van Leeuwen et al., 1999), rakoviny kosti (Thorpe &
Shirmohammadi, 2005), rakoviny prostaty, plic, mo¢ového méchyte (Rusiecki et al., 2004),
sarkomti mékkych tkani a Hodgkinova lymfomu (Hoar et al., 1986).

Van Leeuwen et al. (1999) ve své studii zjistili prokazatelnou spojitost mezi

atrazinem v pitné vod¢ (koncentrace 50 — 649 ng/l) a vyskytem rakoviny zaludku.



Rada studii se zabyvala vlivem atrazinu na vyskyt non-Hodgkinova lymfomu,
pficemz nékteré studie (Hoar et al., 1986; Weisenburger, 1990; De Roos et al., 2003)
prokazaly spojitost mezi atrazinem a timto typem rakoviny, jiné studie (Cantor et al., 1992;
Rusiecki et al., 2004) spojitost vyvraci. Nejasna souvislost je také mezi atrazinem
a leukémii. Brown et al. (1990) zjistili slabé, ale prikazné zvySeni rizika vzniku leukémie
u zem&délcti manipulyjicich s atrazinem na rozdil od muzd, kteti s atrazinem nepfichazeli
do styku. Thorpe & Shirmohammadi (2005) vSak spojitost mezi atrazinem a leukémii
nepotvrdili.

Sanderson et al. (2000) zjistili, ze atrazin v zavislosti na koncentraci je schopen
na estrogeny, coz miize mit za nasledek feminizaci samcti, naruseni ¢innosti endokrinniho
systému a vznik nadorii. Feminizace samcti byla pozorovana napfi. u zab (Hayes et al. 2002).

Atrazin ovliviluje také Cinnost hypotalamu, predev§im vyluovani gonadotropin-
uvoliujiciho hormonu. Gonadotropin-uvolfiujici hormon fidi vyluovani luteiniza¢niho
hormonu. Gonadotropin-uvoliyjici hormon je vyluovan v pulzech, dusledkem toho
je vylucovani luteinizaéniho hormonu také v pulzech. RozmnoZovaci organy, zejména pak
ty u Sprague-Dawley krys, jsou velmi citlivé na ménici se hladinu luteinizaéniho hormonu,
tudiz kazda odchylka ve vyluCovani LH ovlivni nacasovani a funkci estradlniho cyklu
a uvoliovani estrogenu a testosteronu (Jowa & Howd, 2011). S vékem dochazi u samic
Sprague-Dawley krys k pfirozenym zménam estralniho cyklu, které vedou k pretrvavajicimu
estru. Ktéto zmén€ dochdzi po 1. roce zivota a je zplsobena naruSenim spravného
uvolnovani luteinizaéniho hormonu. Vajec¢niky takto postizenych krys maji mnoho velkych
folikulh a chybi vyluCovani Zlutého téliska, coz vede k pfetrvavajicimu uvoliiovani
estradiolu a prolaktinu a k poklesu uvoliiovani progesteronu. Vystaveni atrazinu dokaze
vyvolat takovéto zmény, jejichz vysledkem je zvySeny vyskyt nadort prsnich Z1az (Stevens
etal., 1994).

2.3 Princip fotochemické degradace pomoci katalyzatoru

Fotochemicka degradace pomoci katalyzatoru se déli na homogenni a heterogenni.
Pfi homogenni fotokatalyze dopadajici zafeni produkuje katalyticky aktivni formu
katalyzatoru, ktery je rozpustény v roztoku, kde dochdzi k reakci. Pfikladem muze byt

fotochemickéd redukce Zzelezitych iontl na zeleznaté ionty, které vykazuji mnohem vétsi
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katalytickou aktivitu (Klementova, 2011). Katalyzatorem jsou pfi této metodé roztoky soli,
nejcastéji zelezitych, jako je napf. chloristan zelezity, sulfid zelezity (Canle et al., 2005)
nebo smés peroxidu vodiku a zeleznaté soli, znama jako foto-Fenton (Malato & Agiiera,
2004; Farré et al., 2005). Pfi homogenni fotokatalyze atrazinu za pouziti Zelezitych,
méd'natych a manganatych ionti jako katalyzatoru se nejvice osvédCily Zelezité ionty
(Klementova & Hamsova, 2000). Se zvySujici se koncentraci zelezitych iontli se zvysuje
rychlost fotokatalyzy (Klementova, 2011; Canle et al., 2005), naopak nedostatecny piisun
kysliku fotokatalyzu zpomaluje (Canle et al., 2005).

Heterogenni fotokatalyza je metoda, pii které dochazi k fotochemickym reakcim
na polovodici, ktery je v pevném skupenstvi. Proces ma nékolik fazi: prenos kapalné
¢iplynné faze reaktantu difuzi na povrch katalyzatoru, adsorpce reaktantu na povrch
katalyzatoru, reakce adsorbovanych molekul, desorpce produktli a odstranéni produkt
Z oblasti povrchu katalyzatoru difuzi (Moore, 1979).

K aktivaci polovodice dochazi, jestlize ho ozafime svétlem o energii vétsi, nez
je energie tzv. zakazaného pasu polovodi¢e — v anglictiné band gap energy — tedy
energetické bariéry mezi pasem poslednich obsazenych molekulovych orbitald (HOMO —
highest occupied molecular orbitals) a pasem vodivostnim s prdzdnymi molekulovymi
orbitaly (LUMO — lowest unoccupied molecular orbitals).

Energie zakazaného pasu TiO, nebo ZnO je cca 3,2 eV (Fenoll et al.,, 2012),
k aktivaci téchto polovodic¢i je tedy nutné zafeni o vlnové délce krat$i nez 387 nm.
Pfi aktivaci polovodic¢e dochazi k excitaci elektronti (¢’) z valen¢niho pasu do vodivostniho
pasu polovodite a ke vzniku kladné nabitych dér (h*) ve valenénim pasu (Fenoll et al.,
2012). Elektrony mohou redukovat piimo dany substrat nebo O, pfitomny v reakéni smési

na superoxidovy anionradikal (O,"). Diry mohou oxidovat organicky substrat piimo,

nebo nepiimo pies oxidaci vody & hydroxylovych skupin na radial OH® (Konstantinou &

Albanis, 2003). Cely proces shrnuji reakce ¢. 1 - 8 (Konstantinou & Albanis, 2003; Fenoll
etal., 2012):

katalyzator + hv — ¢” + h* 1)
O+ — 0, )
0, +H' — HO," 3
HO," +e — HO, (4)



HO, + H+ — H,0, (5)

H,O, +e" — OH" + OH~ (6)
katalyzator — OH + h* — katalyzator — OH* (7
katalyzator — H,O + h" — katalyzator - OH® + H* (8)

Vznikajici &astice OH®, O,", HO," jsou vysoce reaktivni a jsou zodpovédné
za oxidaci organickych substratii pii heterogenni fotokatalyze. Predpoklada se, Zze oxidace
organickych molekul probihd pravdépodobné&ji pres tyto radikaly, neZ pfimo pomoci h*
(Bianchi et al., 2006).

Nejbéznéji pouzivanym katalyzatorem je TiO, (forma anatas), jehoZ nejvétSimi
vyhodami jsou zna¢na efektivita, stabilita vii¢i korozi, netoxicita a pomérné€ nizké potizovaci
cena (Konstantinou & Albanis, 2003). Dal$imi slouCeninami, které je mozné vyuzit jako
katalyzator, jsou napi. ZnO, SrTiOs, ZnS, Fe,03, FeTiO3, NasW1003, (Canle et al., 2005),
Sn0,, CdS nebo In,03 (Granados-Oliveros et al., 2009). Pii degradaci Cistych pesticidi byva
nejucinngj$im TiO,, naopak pii degradaci roztokl pesticidd obsahujicich organické necistoty
se vyplati pouzit spiSe NasW10Os3; jako katalyzator (Canle et al., 2005). Fenoll et al. (2012)
se zabyvali heterogenni fotokatalytickou degradaci atrazinu pomoci TiO, a ZnO. Z jeho
vysledku vyplyva, Ze ucinnéjsi byl ZnO ve srovnani s TiO,. Po 4 hodinach ozafovani bylo
degradovano cca 85% a cca 30% pocatecni koncentrace atrazinu za pouZziti ZnO, resp. TiO».

Pribéh heterogenni fotokatalyzy pomoci TiO, mize byt ovlivnén piidanim
huminovych slou€enin do reak¢éni smési. Minero et al. (1992) tvrdi, Ze pfitomnost
huminovych sloucenin ve vodném roztoku zvySuje trojnasobné rychlost fotokatalytické
degradace atrazinu pod simulovanym slune¢nim zafenim. Dé&je se tak jiz pti koncentracCi
10 ppm organického uhliku. Naopak Qin et al. (2010) ve své praci ukazuje, ze huminové
slou€eniny zpomaluji pribéh fotokatalytické degradace atrazinu, a to az o 92 % v zavislosti
na koncentraci huminovych sloucenin.

Heterogenni fotokatalyza pomoci TiO; je U€innd pii ozafovani dlouhovinnym
UV zafenim. Jestlize chceme, aby fotokatalyza probihala i pfi ozafovani katalyzatoru
viditelnym svétlem, je nutné katalyzator pozmeénit tak, aby byl fotosenzitivni
vuci viditelnému svétlu, tj. sniZit energetickou bariéru mezi HOMO a LUMO pésy. Jednou
z metod, jak takového efektu dosahnout, je navdzani organickych barviv na povrch TiO;

(Granados-Oliveros et al., 2009) nebo modifikace TiO; kovy jako napf. Au, Ag, Pt, W



(Zaleska, 2008; Chen & Mao, 2007). Pii ozafovani TiO;, S navazanym barvivem dochazi
k fotoindukovanému pienosu elektronti z excitované¢ho barviva na vodivostni vrstvu TiO».
Zatimco elektrony vodivostni vrstvy reaguji s akceptorovymi molekulami (napt. s O;
zavzniku 0,"), valenéni vrstva zlstdva neovlivnéna. Témito barvivy mohou byt napf.
tetra(4-karboxyfenyl)porfyriny s riznymi navazanymi kovy adsorbované na povrchu TiO,
(Granados-Oliveros et al., 2009).

Jednim z problémii heterogenni fotokatalyzy je rychlda rekombinace mezi
generovanymi elektrony a dérami, kterd snizuje ucinnost fotokatalyzy. Tento problém fesil
Kexin et al. (2012) modifikaci TiO, pomoci grafenu a stfedné porézniho SiO,. Grafen
vykazuje znaénou elektronovou mobilitu, coz redukuje rekombinaci h* - ™. Stfedné porézni
SiO; je dobrym podpirnym materidlem s velkym povrchem. Fenoll et al. (2012) zabranil
rekombinaci elektronti a dér pridanim NayS;0s do roztokl pesticidi, Na;S;0g je totiz

schopny pohlcovat fotogenerované elektrony a soucasné vytvaret hydroxylové radikaly

(OH®) a radikaly SO,4", které jsou silnym oxidaénim &inidlem.
2.3.1. Kinetika odbouravani atrazinu pri heterogenni fotokatalyze

Fotokatalytickou degradaci pesticidli 1ze popsat kinetikou prvniho fadu (Malato &
Agiiera, 2004), jestlize se jejich koncentrace pohybuje Vv rozmezi ppb aZz nékolika ppm

(Konstantinou & Albanis, 2003). Kinetiku prvniho fddu popisuje rovnice €. 9:
— —k
[Al = [Alp- ™ 9)

kde [A]: je koncentrace odbouravané latky v Case t, [A]o je pocateéni koncentrace
odbouravané latky a K je rychlostni konstanta.

Fenoll et al. (2012) ur¢il kinetiku fotokatalytické degradace atrazinu pomoci TiO;
jako kinetiku prvniho fadu. Tento zavér podporuje 1 prace Canleho et al. (2005). Pribeh
fotokatalytické degradace atrazinu pomoci TiO; a H,O, muze byt rovnéz popsan kinetikou
pseudoprvniho fadu (Campanella & Vitaliano, 2007), nebot’ peroxid vodiku je v piebytku
a neovliviiyje rychlostni rovnici. Aplikaci ozonu k fotokatalytické degradaci atrazinu pomoci
TiO, muze vSak dojit ke zméné¢ prubéhu degradace, pii¢emz tato degradace mize byt

popsana kinetikou nultého fadu (Farré et al., 2005).



Pti katalytické degradaci pesticidi vznikaji meziprodukty, které spolu mohou
soutézit o misto na povrchu TiO,. Koncentrace meziproduktii se v pribé¢hu degradace méni
v zavislosti na jejich degradaci, tudiz cely proces degradace lépe popisuje Langmuir-
Hinshelwoodiiv kineticky model (Malato & Agiiera, 2004), ktery zohlednuje v kinetické
rovnici i adsorpci pesticidu na heterogenni katalyzator (Konstantinou & Albanis, 2003).

Langmuir-Hinshelwooduv kineticky model popisuje rovnice ¢. 10:

ac kKC
r = — = (10)
dt 1+KC

kde r je rychlost oxidace reaktantu (mg/l min), C je koncentrace reaktantu (mg/l), t je doba
ozafovani, k je rychlostni konstanta (mg/l min) a K je adsorp¢ni koeficient reaktantu (1/mg)
(Konstantinou & Albanis, 2003). Pro zfedéné roztoky (C < 1073 mol/l) plati, ze KC << 1
a reakce probihéa podle kinetiky prvniho fadu. U roztoki o koncentraci v&tsi nez 5-10~ mol/l

vychazi KC >> 1 a reakce probiha podle kinetiky nultého fadu (Herrmann, 1999).
2.3.2 Degrada¢ni mechanismus atrazinu

Degradace atrazinu pomoci heterogenni fotokatalyzy probihd skrze oxidaci
postrannich alkylovych fetézci, dealkylaci, hydrolytickou dehalogenaci a deaminaci (Minero
et al., 1992). Prvnim krokem degradace je uvadéna oxidace postrannich alkylovych fetézcd,
pii  které vznikaji acetamidoderivaty a dealkylované derivaty — desethylatrazin
a desisopropylatrazin (Konstantinou & Albanis, 2003). V tomto kroku mtize v mensi mife
vznikat hydroxyatrazin, u n¢hoz je chlor na pozici 2 nahrazen hydroxylovou skupinou
(Scribner et al., 2005).

V dal§ich  krocich  degradace probiha  dealkylace, pifi kter¢  vzniké
desethyldesisopropylatrazin, a dehalogenace, jejimiz produkty jsou desethylhydroxyatrazin
a desisopropylhydroxyatrazin (Scribner et al., 2005). Z téchto produktti nasledné vznika
desethyldesisopropylhydroxyatrazin, ktery je nazyvan jako ammelin. Nahrazenim zbylych
aminoskupin hydroxylovymi skupinami vznika z ammelinu kyselina kyanurova (Bianchi
etal.,, 2006). Kyselina kyanurova je uvadéna jako konec¢ny produkt degradace, protoze
je stabilni slouceninou, odolnou vic¢i dal§i chemické a fotochemické degradaci (Minero

etal., 1992).
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Pocatecni oxidace postrannich alkylovych fetézci a formace dealkylovanych
produktti probihéd velmi rychle. Oproti tomu vznik kone¢nych produktti vyzaduje delSi dobu
ozafovani, zejména konecna substituce aminoskupin hydroxylovymi skupinami je velmi

pomaly proces (Konstantinou & Albanis, 2003).

2.4 DalSi zpiisoby degradace polutanti

Dalsimi metodami degradace organickych polutantt, které byly zkouSeny
pro odstranovani organickych polutant z kontaminovanych vod, jsou napf. pfima fotolyza,
sonolyza, ozonace, fotosenzitizovana degradace ¢i rizné modifikace fotokatalyzy.

Pii pfimé fotolyze je substrat ozafovan svétlem, jehoz energie staci na rozbiti
kovalentnich vazeb. Pro fotolyzu se nejcastéji vyuziva zateni o vlnové délce 254 nm (Canle
et al., 2005; Bianchi et al., 2006; Campanella & Vitaliano, 2007). Energie tohoto zafeni,
ktera ¢ini cca 471,2 kJ/mol fotonti, odpovida energii kovalentnich vazeb. Problémem této
metody je skuteCnost, Ze sluneéni zafeni dopadajici na Zemi obsahuje vinové délky vétsi
nez 290 nm, tudiz pfima fotolyza nemuZze probihat samovolné na zemském povrchu (Baker
et al., 1980). Canle et al. (2005) se zabyval pifimou fotolyzou atrazinu, pfi¢emz polocas
rozpadu atrazinu stanovil na 2,5 minuty. Pomérné rychlého tbytku atrazinu doséahli ve svych
pokusech i Bianchi et al. (2006) a Grcic et al. (2008). Celkovy obsah organického uhliku
se snizil o pouhych 13 % (Grcic et al., 2008), atrazin se Vreak¢ni smési preménoval
na hydroxyderivat, hydroxyatrazin, ktery je pomémn¢ stabilni a k jeho degradaci dochazi
velmi pomalu (Bianchi et al., 2006).

Bianchi et al. (2006) se zabyvali vyuzitim sonolyzy, ozonace a jejich kombinaci
k degradaci atrazinu. Pfi ozonaci ve tmé autofi dosahli 80 % tubytku atrazinu
jiz po 90 minutach pokusu, pficemz vyznamnym procesem zde byla dealkylace. Sonolyza
a ozonace muze byt spfazena s piimou fotolyzou. Pii kombinaci fotolyzy s ultrazvukem
nedochazi k synergickému efektu, tudiz rychlost degradace zistava téméf nezménéna
(Bianchi et al., 2006).

Aplikace ozonu k ptimé fotolyze zvySuje rychlost dealkylace, dechlorinace i miru
mineralizace atrazinu, po dvou hodinach pokusu muze byt dosazeno téméf kompletni
degradace atrazinu a az 52 % ubytku celkového obsahu organického uhliku (Bianchi et al.,

2006; Grcic et al., 2008).
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Pro degradaci atrazinu a jinych organickych polutantl je mozné vyuzit také
fotosenzitizovanou reakci. K fotosenzitizované reakci jsou nutné molekuly senzitizatoru.
Tyto molekuly jsou schopny absorbovat zatfeni a pfendset absorbovanou excitacni energii
na jiné molekuly. Jestlize je energie pfenesena na rozpusStény molekularni kyslik, vznika
velmi reaktivni tzv. singletovy kyslik, ktery oxiduje organicky substrat. Piikladem
senzitizatoru mize byt 1 % aceton, riboflavin, porfyrinové komplexy (Canle et al., 2005)

nebo huminové slouceniny, které jsou pfitomny v piirodnich vodach (Dojlido & Best, 1993).

2.5 Testy toxicity atrazinu

K degradaci atrazinu a jinych polutantl 1ze vyuzit fadu metod. Nékdy vSak mohou
nekompletni degradaci toxickych polutanti vznikat jeSté toxictéjSi meziprodukty,
proto je dilezité zaradit k degrada¢ni metod¢ testy toxicity.

Siroce pouzivanymi testy toxicity jsou mikrobialni testy, a to kviili vlastnostem,
jako je napft. kratka doba expozice, snadna manipulace a reprodukovatelnost vysledk mezi
laboratotemi (Lapertot et al., 2008). Byly studovany riizné kmeny luminiscen¢nich bakterii
a riizna média, az v roce 1979 byl navrzen test pro rychlé uréeni toxicity vzorka vody, ktery
vyuzival emise svétla bakterii Vibrio fischeri (Bulich, 1979). Tento test se vyrabi
pod nazvem Microtox© a vyuziva specialni trubici, tzv. fotonasobi¢, ktery méti svétlo
vydavané bioluminiscen¢ni bakterii Vibrio fischeri, coz je moisky mikroorganismus, ktery
produkuje zafeni pomoci oxida¢niho procesu. Tento proces je spojen s respiraci a uvoliuje
se pii ném energie z ATP. Test toxicity je zalozen na mé&feni miry inhibice produkce zafeni
bakterii. Nepfindsi vSak Zadnou informaci o mechanismu plsobeni toxinu. Béhem testu
je zjisténa tzv. efektivni koncentrace (ECy), coZ je koncentrace studované latky, pii které
je svétlo produkované bakteriemi redukovano o urCité procento. NejCastéji se zjistuji
efektivni koncentrace EC10 — redukce o 10 %, EC20 — redukce 0 20 % a EC50 — redukce
0 50 % (Kross et al., 1992).

Kross et al. (1992) zjistovali EC50 v case 5 minut pasobeni na organismus
pro atrazin, desethylatrazin a desisopropylatrazin. EC50 atrazinu ¢inila cca 75 mg/l, EC50
desethylatrazinu ¢inila cca 675 mg/l a EC50 desisopropylatrazinu ¢inila cca 360 mg/l.
Z hodnot vyplyva, ze desethylatrazin a desisopropylatrazin jsou méné toxické nez samotny
atrazin. Tento zavér je v souladu s praci Strattona (1984). Podobnou hodnotu EC50 atrazinu

Vv péti minutach pokusu, a sice 89 mg/l, ur€ili ve svych pokusech Lapertot et al. (2008).
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Senzitivita testu toxicity zavisi na mechanismu, jakym dany pesticid plsobi
na testujici bakterii. Vibrio fischeri, pouzivand v Microtoxu©, neni fotosyntetizujici
organismus, proto nemuze byt citliva k herbicidiim, které funguji jako blokatory fotosyntézy
a elektronového transportu na tylakoidech. Vibrio fischeri rovnéz nema nervovou soustavu,
tudiz neni citliva k neurotoxickym insekticidim. Z toho vyplyva, ze Microtox© neni pftili§
vhodny pro testovani toxicity herbicidl, véetné atrazinu (Lapertot et al., 2008).

K urcovani toxicity lze vyuzit i jiné organismy. Pro zjiSténi efektivnich koncentraci
lze napf. méfit miru inhibice respirace bakterie Escherichia coli nebo ovlivnéni motility
perloocky Daphnia magna (Konstantinou & Albanis, 2003). Zajimavym testem toxicity
je zjistovani vlivu polutanti na aktivitu FDA-esterazy nalevnika Tetrahymena pyriformis.
Tento test je vyrazné citlivy k fungicidim, o néco méné k herbicidiim, vcetné atrazinu
(Bogaerts et al., 2001).

Pro ureni toxicity herbicidi mtze byt vhodny test vyuzivajici zelenou ftasu
Pseudokirchneriella subcapitata. Test je zaloZzeny na méfeni optické hustoty fasové
suspenze, pomoci které je urena mira inhibice ristu fas danymi herbicidy (Rabové & Blaha,

2013).

3 Material a metody

Atrazin v Cistot¢ 97,0 % byl zakoupen od firmy Labor Dr. Ehrenstorfer. Zasobni
roztok atrazinu byl pfipraven rozpusténim 13,3 mg atrazinu v 200 ml a byl ponechan
pii pokojové teploté rozpoustét 7 dni, aby se vytvofil nasyceny roztok. Pro experimenty
byl zasobni roztok atrazinu ptefiltrovan ptes mikrofiltr 0,45 pl (Chromafil), pro HPLC
analyzy byly reakéni smési atrazinu filtrovany pfes mikrofiltr 0,2 pl (Millipore). Absorpéni
spektrum atrazinu bylo zméfeno UV/VIS spektrofotometrem Shimadzu UV-1601
se softwarem UV Probe.

Pro ozatovani byly 5 ml podily zdsobniho roztoku atrazinu napipetovany
do krystalizacnich misek S plochym dnem o priméru 4 cm. Do kazdé misky bylo vlozeno
sklo stenkou vrstvou TiO, (sklem dold, vrstvou nahoru) a magnetické michadlo tak,
aby se pti michani magnetické michadlo nedotykalo skla s vrstvou TiO, Mikroskopicka
podlozni skla s imobilizovanym TiO, byla ziskana od pracovnika VSCHT Praha. Michani
vzorkll v krystaliza¢nich miskach bylo zajist€éno pétimistnou magnetickou michackou

JKIKA, typ RO 5. Vzorky byly ozafovany fluorescenéni lampou Philips TL-D 15W/08,
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kterd emituje zéafeni o vinovych délkach 350 — 400 nm, s maximem u 365 nm. Svételny
vykon lampy byl zméten pomoci luxmetru UVA Light meter, model UV A-365.

Vzorky atrazinu byly ozafovany po dobu 0; 0,5; 1; 2; 3 a 5 hodin, poté byly
kvantitativné pfevedeny do odmémych banék o objemu 10 ml a doplnény deionizovanou
ultraistou vodou (deionizace pfistrojem ULTRAPUR 10, WATREX) na dany objem.
Nakonec byly vzorky ptefiltrovany ptes mikrofiltr 0,2 um (Millipore) do lahvicek s tésnym
Sroubovacim vickem.

HPLC analyza byla provedena pomoci vysokotlaké pumpy ConstaMetric 3200,
UV detektoru Delta Chroma UVD 200 (Watrex) a kolony Phenomenex, Luna 5up C18,
250 x 4 mm. Vzorky byly davkovany mikrostiikackou Hamilton po 100 pl metodou
preplnéné smycky. UV detektor byl nastaven na vilnovou délku 230 nm a prutok
byl nastaven na 1 ml/min. Mobilni faze byla ptipravena z metanolu a deionizované ultracisté
vody Vv poméru objemu 65 : 35 a byla odplynéna pomoci ultrazvukové lazné Netz K2.
Chromatograficka data byla zpracovana v programu ClarityLite.

Standardy pro LC-MS byly zakoupeny u firmy Labor Dr. Ehrenstorfer. Témito
standardy byly: atrazin-desethyl (99,0 %), atrazin-desethyl-2-hydroxy (99,5 %), atrazin-
desethyl-desisopropyl (98,5 %), atrazin-desethyl-desisopropyl-2-hydroxy (98,0 %), atrazin-
desisopropyl (98,7 %), atrazin-desisopropyl-2-hydroxy (98,0 %), atrazine-2-hydroxy
(98,0 %) a kyselina kyanurova (99,0 %).

LC-MS analyza byla provedena za podminek odzkouSenych pracovniky Laboratote
analytické biochemie ENTU AV CR, tj. na kolon¢ Gemini 3u C18, 110A, 150 x 2 mm,
30°C, s mobilni fazi pro méfeni v negativnim modu (tvorba zaporné nabitych iontd
pfi elektrosprejové ionizaci) sloZzenou z 0.1 % FA < MeCN a s mobilni fazi pro méteni
Vv pozitivnim moédu (tvorba kladné nabitych iontd pii elektrosprejové ionizaci) sloZenou
z0.1% FA < W. Pritok byl nastaven na 200 pl/min. Objem nastiiku vzorka €inil 10 pl.
Na koloné byl nastaven gradient 5 % MeCN — 90 % MeCN/13 min — 90 % MeCN/15 min
— 5 % MeCN/16 min a ekvilibrace do 20 min. Vysledky byly vyhodnoceny dle MS?
(schopnost dvojnasobné analyzy hmotnostniho analyzatoru iontll). Koncentrace vzorkl
¢inila cca 7 pg/ml, vzorky byly rozpustény v 10 % MeCN < 0,1 % FA.

Test toxicity pomoci inhibice fasového rlstu provedli na pracovisti Centra
pro vyzkum toxickych latek v prosttedi, Pif MU v Brné€. Pro test inhibice fasového rlstu
byla pouzita laboratorni kultura zelené fasy Pseudokirchneriella subcapitata, ktera byla

kultivovéana v Erlenmayerové banice (100 ml) se sterilnim 50 % ZBB médiem (slozeni
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viz Piiloha 1). Slozeni ZBB média bylo pievzato z prace Michelové (2013). Kultivace
probihala v klimatizované mistnosti s teplotou 24 °C a permanentnim ozafovanim svétlem
0 intenzit¢ 1500 lux.

Na zacatku pokusu bylo odebrano a roziedéno vhodné mnozstvi fasové suspenze
(dle koncentrace fasovych bun¢k) do kultivac¢ni jamkové desti¢ky s 96 jamkami s ochranou
proti vypafovani, fasy byly poté vystaveny po dobu 120 hodin u¢inkiim vzorkd atrazinu
(podminky stejné jako pii kultivaci). Koncentrace kazdého vzorku byla testovana
v 5 opakovanich, negativni kontrola v 10 opakovanich. Opticka hustota fasové suspenze
(jako mira biomasy) byla zméfena nejprve ve dni 0, a poté v kazdém nasledujicim dni
pomoci spektrofotometru pro méteni ptimo v 96 jamkovych destickach. Inhibice rychlosti
ristu a nardstu biomasy fas byla urcena po 72 hodinach expozice testovanym vzorklim.
Ziskana data byla zpracovana pomoci programi MS Excel 2007 a GraphPad Prism
5 Software.

Vzorky atrazinu (ozarené 0; 0,5; 1; 2; 3 nebo 5 hodin) byly nafedény na koncentrace
0,001; 0,01; 0,1; 1 a 10 mg/l. Byly urceny efektivni koncentrace EC20 a EC50 kazdého
vzorku, pficemz pro vétsi presnost urceni efektivnich koncentraci byly do pokusu zatazeny

dalsi hodnoty koncentrace (0,008; 0,02; 0,069; 0,138; 0,27; 0,55; 1,11; 3,33 mg/l).

4 Vysledky

4.1 Odbouravani atrazinu na vrstvé s imobilizovanym TiO,

Pfed samotnym ozafovanim atrazinu byla testovdna Uc¢innost lampy v jednotlivych

pozicich na pétimistné magnetické michacce. Vysledky jsou shrnuty v tab. 1.

Tab. 1: Svételny vykon lampy.

Pozice &. | Vykon lampy (mW/cm?)
1 0,97
2 1,59
3 1,67
4 1,60
5 1,13
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Z tabulky vyplyva, ze lampa ma nejveétsi svételny vykon na 3. pozici, tedy uprostied
magnetické michacky. Svételny vykon lampy na vedlejSich pozicich (2. a 4.) se od 3. pozice
lisi minimalné. Na krajnich pozicich (1. a 5.) magnetické michacky je svételny vykon lampy
vyrazné¢ nizsi, ale podle testi provedenych v ptipravnych experimentech nebyla nizsi
intenzita zafeni na krajnich pozicich urcujicim faktorem pro kinetiku reakce.

Atrazin absorbuje zafeni v oblasti vinovych délek kratSich nez 285 nm (viz obr. 2).

3,5 1
3
2,5
2

1,5 -

Absorbance

1 4

0,5 -

0

200 250 300 350 400 450 500
VInova délka (nm)

Obr. 2: Absorp¢ni spektrum atrazinu (méfeni proti vzduchu).

Z obr. 2 vyplyva, Ze absorpéni maximum atrazinu se pohybuje v rozmezi vlnovych
délek 210 — 230 nm. Zafeni o vinové délce vétsi nez 290 nm atrazin neabsorbuje.

Pro chromatografické stanoveni atrazinu pomoci vysokotlaké kapalinové
chromatografie (HPLC) byla pouzita detekce pii vinové délce 230 nm. Kalibracni kiivku

HPLC stanoveni atrazinu zndzoriiuje obr. 3.
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Obr. 3: Kalibra¢ni kiivka roztoku atrazinu (po¢atecni koncentrace 66,5 mg/1).

Zobr. 3 je patrné, ze zavislost naméfenych hodnot ploch piku na koncentraci
atrazinu, vyjadfené jako % plvodniho mnoZstvi atrazinu, je linedrni v méfeném rozsahu
koncentraci. Kromé& odezvy ve formé& plochy piku byla také testovana odezva ve formé
vysky piku, ktera byla rovnéz linedrni v méfeném rozsahu koncentraci. Pro stanoveni ubytku
atrazinu pii ozatovani byly pouzivany hodnoty ploch piku.

Ubytek atrazinu pii ozafovani na vrstvach TiO, ukazuije obr. 4.
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Obr. 4: Ubytek atrazinu pii ozafovani na vrstvach TiOa.

Experimentalni body byly prolozeny exponencidlni kiivkou o rovnici
y = 100e™ 9694 Po vyhodnoceni kiivky degradace atrazinu byla stanovena rychlostni
konstanta této degradace, ktera ¢ini 0,694 hod ™.

Pti HPLC stanoveni degradacnich produktl atrazinu bylo zjiSténo, Ze pifi ozafovani

atrazinu vznika 7 hlavnich produktt. Tvorbu téchto produkti demonstruje obr. 5.
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Obr. 5: Tvorba degradaénich produktl pti ozafovani atrazinu na vrstvach TiOa.

Obr. 5 ukazuje, ze v rané fazi ozatrovani atrazinu vznikd zejména produkt s retencnim
casem 5,05 minut, jehoz koncentrace dosahuje svého maxima v 1. hodin€¢ ozafovani.
Koncentrace produkti s retencnimi Casy 2,95; 3,27 a 4,29 minut se zvySuje s dobou
ozafovani. Produkt s retencnim c¢asem 3,8 minut zac¢ina vznikat az v 1. hodin€ ozafovani
a maximalni koncentrace dosahuje v ¢ase 3 hodiny.

Pro vyjadieni zastoupeni produktl byl pouzit pfedpoklad stechiometrie odbourani
atrazinu ku vzniku produktt 1 : 1 a piedpoklad rovnosti absorbanci pii detekéni vinové délce

piit HPLC analyze.

4.2 Analyza degradaénich produkti atrazinu pomoci LC-MS

Pomoci kapalinové chromatografie s hmotnostnim spektrometrem jako detektorem
byly analyzovany 2 série ozafenych vzorkii atrazinu. V obou sériich vzorkd byla namétena
detekovatelnda mnozstvi nasledujicich produktl fotokatalytické degradace atrazinu:
desethylatrazinu, desisopropylatrazinu, desethyldesisopropylatrazinu a hydroxyderivata

téchto produktl. Ve vzorcich byl také ptitomen samotny atrazin.
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4.3 Test toxicity ozarenych vzorki atrazinu pomoci inhibice Fasového ristu

Pfed samotnym testem toxicity atrazinu byl proveden test, pfi némz byl zjiStén rozsah
efektivnich koncentraci IC50 a IC20 neozafeného vzorku atrazinu. Naméfené hodnoty

shrnuje tab. 2 a obr. 6.

Tab. 2: Test rozsahu efektivnich koncentraci neozafeného vzorku atrazinu.

Atr 0 rft SAMPLE 1C50 1IC20

% Growth rate inhibition atr 0 0.560 0.199447
atr 0 0.378 0.08397

% Yield inhibition atr 0 0.220 0.069789
atr 0 0.108  0.016291
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Obr. 6: Test rozsahu efektivnich koncentraci neozafené¢ho vzorku atrazinu — inhibice ristu
fas.

Test rozsahu efektivnich koncentraci neozafené¢ho vzorku atrazinu byl provadén
ve dvou opakovanich. Vzorky byly nafedény na koncentrace 0,001; 0,01; 0,1; 1 a 10 mg/I.
Na zékladé zjiSténych rozsahi efektivnich koncentraci byly do samotného testu toxicity
zatrazeny navic koncentrace 0,008; 0,02; 0,069; 0,138; 0,27; 0,55; 1,11 a 3,33 mg/I.

Samotny test toxicity byl provadén na sérii vzorki neozarené¢ho atrazinu a atrazinu
ozafené¢ho 0,5; 1; 2; 3 a 5 hodin, a to ve dvou opakovanich. Spolu s nim byl proveden
kontrolni test toxicity dichromanu draselného. Namétené hodnoty IC50 a IC20 testovanych

vzorki a dichromanu draselného v obou opakovénich shrnuje tab. 3.
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Tab. 3: Test toxicity atrazinu ve dvou opakovanich — hodnoty efektivnich koncentraci:
atr 0 — atrazin neozafeny; atr 0,5 — atrazin ozafeny !4 hodiny; atr 1 — atrazin ozafeny
1 hodinu; atr 2 — atrazin ozafeny 2 hodiny; atr 3 — atrazin ozafeny 3 hodiny; atr 5 — atrazin

ozafeny 5 hodin.

First test run

corresponding K>Cr,O7
toxicity values

Second test run

corresponding K>Cr,O7
toxicity values

IC50 IC20 IC50 1C20 IC50 IC20 IC50 IC20

SAMPLE | (mg/L) (mg/L) Date (mg/l)  (mg/l) (mg/L) (mg/L)| Date (mg/L)  (mg/L)

atr 0 0.997 0.332|16.12.2013 8.693 3.992 0.379 0.168 | 3.2.2014 3.408 2.710

% . awro5 1.635 0.346|16.12.2013 8.693 3.992( 0.278 0.116 |7.2.2014 4.669 2.840
g _% atr 1 1.743 0.215|16.12.2013 8.693 3.992| 0.605 0.294 (3.2.2014 3.408 2.710
8 -E atr 2 >10 >10(17.12.2013 10.02 2.389 1.270 0.613 | 7.2.2014 4.669 2.840
X atr 3 >10 >10(17.12.2013 10.02 2.389| 3.266 2.120 |3.2.2014 3.408 2.710
atrs >10 0.005[17.12.2013 10.02 2.389 4.931 2.590 | 7.2.2014 4.669 2.840

atr 0 0.265 0.099|16.12.2013 5.248 2.637| 0.244 0.138 [3.2.2014 2.983  2.379

. aro5s 0.622 0.067|16.12.2013 5.248 2.637| 0.172 0.074 |7.2.2014 3.372 1.962

% atr 1 0.315 0.022|16.12.2013 5.248 2.637 0.375 0.195 | 3.2.2014 2.983 2.379

< atr 2 >10 >10(17.12.2013 4.959 1.383| 0.760 0.363 | 7.2.2014 3.372 1.962
E atr 3 >10 0.011|17.12.2013 4.959 1.383| 2.633 1.859 | 3.2.2014 2.983  2.379

; atrd >10 3.281|17.12.2013 4959 1.383 3.042 1.665 | 7.2.2014 3.372 1.962

these values are over the
long term average (2,5
mg/L)

these values are close to
the long term average (2,5
mg/L)

Z tab. 3 vyplyva, Ze v prvnim testu toxicity byly u vzorkl atr 0, atr 0,5 a atr 1

naméfeny podobné hodnoty IC50 a IC20, a to jak v testu inhibice rychlosti ristu fas,

tak i v testu inhibice rastu biomasy. U vzorkt atr 2, atr 3 a atr 5 nebylo dosazeno 50 %

inhibice rlstu fas ani pii koncentraci 10 mg/l, proto byla IC50 odhadnuta jako vétSi nez

10 mg/l. V prvnim testu ukazala kontrola pomoci dichromanu draselného snizenou

senzitivitu fasové kultury, protoze nametené hodnoty IC50 jsou cca 2 — 4 krat vyssi, nez jsou

dlouhodob¢ primérné hodnoty (1,25 — 3 mg/l).

V druhém testu naméfené hodnoty IC50 testovanych vzorkit a dichromanu

draselného indikuji zvySeni senzitivity fasové kultury. Hodnoty IC50 pro dichroman

draselny se pohybuji mirn€ nad dlouhodobym priimérem, tudiz absolutni hodnoty IC50 jsou

V tomto testu relevantng;jsi.

Inhibici rstu fas v prvnim testu toxicity ozafenych vzorku atrazinu ilustruje obr. 7.
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Obr. 7: Prvni test toxicity atrazinu — inhibice rtstu tas.

Z obr. 7 je patrna inverzni zavislost miry inhibice riistu fas na koncentraci vzorku

u vzorki atr 2, atr 3 a atr 5. U nizkych koncentraci (0,08 — 0,27 mg/l) dochazi az k 45 %

inhibici riistu biomasy u vzorku atr 5, avSak u vysSich koncentraci (0,55 — 10 mg/1) je zfejma

daleko mensi toxicka odpovéd’ az stimulace rlstu fas.

Inhibici rlstu fas v druhém testu toxicity ozafenych vzorki atrazinu ilustruje obr. 8.
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Obr. 8: Druhy test toxicity atrazinu — inhibice rustu fas.

Na obr. 8 je vidét celkovy trend klesajici toxicity s rostouci dobou ozatfovani atrazinu

(atr 0 — atr 5). U vSech vzorku atr 0 — atr 5 je patrna pozitivni zavislost miry inhibice ristu

fas na koncentraci vzorku. U nejvyssi koncentrace (10 mg/l) bylo dosazeno 80 % inhibice

ristu fas i u vzorku atr 5. V prvnim testu nebylo dosazeno ani 50 % inhibice u nejvyssi

koncentrace, a to u zddného ze vzorkl atr 2, atr 3 a atr 5. Zajimavy trend pozorovany

V prvnim testu, a sice stiedni mira toxicity pii nizSich koncentracich a stimulace rastu fas

pii vys$ich koncentracich u vzorkd atr 3 a atr 5, v druhém testu potvrzen nebyl.
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5 Diskuze

Pfed ozafovanim atrazinu byl testovan svételny vykon lampy na jednotlivych
pozicich magnetické michacky. Méteni ukéazalo, ze lampa ma nejvétsi vykon na 3. pozici
(uprostfed). Na sousednich pozicich (2. a 4.) se svételny vykon lampy li§i minimaln¢,
avSak na krajnich pozicich (1. a 5.) je svételny vykon nizsi, a to az 1,5 krat. Idealni by tedy
bylo ozafovat atrazin pouze na tfech prostfednich pozicich magnetické michacky, nicméné
na krajnich pozicich neni rychlost ur¢ujicim faktorem pro kinetiku odbouravani atrazinu.

Kalibracni kiivka roztoku atrazinu ma linearni prubéh v méfeném rozsahu
koncentraci 0 — 66,5 mg/l, a to jak pii dosazeni hodnot ploch pikt, tak i pfi dosazeni hodnot
vysek pika. Piskova (2003) ve své praci uvadi, ze rozsah koncentraci roztoku atrazinu,
pii kterém ma kalibraéni kiivka linearni prubéh, je 0 — 50 mg/l, s mezi detekce za stejnych
podminek p#i koncentraci 50 mg/l. Tyto hodnoty odpovidaji nami zvolenému rozsahu
koncentraci atrazinu.

Odbouravani atrazinu pomoci heterogenni fotokatalyzy na imobilizovaném TiO;
je pomérn¢ efektivni metoda, po 1. hodiné ozatovani doslo k tbytku témét 50 % atrazinu.
Odbouravani organického substratu na vrstvé polovodice je obecné plisobeno oxidaci
hydroxylovymi radikaly. Dalo by se tedy ocekavat, Ze z kinetického hlediska bude kiivka
odbourdvani vyhovovat kinetice 2. fadu nebo bude mit slozit¢j$i charakter (necelistvy tad)
vzhledem ke komplikovanéjSimu odbourdvani ve sledu nékolika naslednych reakei.
Jak ale ukazuje obr. 4, odbouravani atrazinu ma exponencialni prib&éh. To ukazuje,
ze degradace atrazinu na TiO; probiha podle kinetiky 1. fadu. Tento zavér je v souladu
s pracemi Canleho et al. (2005) a Fenolla et al. (2012). Z této namétené zavislosti miizeme
vyvodit, ze se ve skuteCnosti jednd o tzv. pseudoprvni tad, tedy systém, kde ostatni
komponenty vstupujici do reakce (jako napf. vznikajici hydroxylové radikaly)
jsou v reakénim systému v nadbytku a jejich koncentrace se v pribéhu reakce diky
neustalému obnovovani ozafovanim vodného roztoku s rozpuStenym kyslikem neméni;
rychlost reakce je pak ddna pouze organickym substratem, a proto pozorujeme kinetické
chovani odpovidajici reakcim 1. fddu. Po vyhodnoceni kiivky degradace atrazinu byla
stanovena rychlostni konstanta, ktera ¢ini 0,694 hod™.

HPLC analyza ozafenych vzorkil atrazinu prokéazala, Ze pii odbouravani atrazinu

vznikd tfada meziprodukti. V rané fazi ozafovani vznikal zejména produkt s reten¢nim
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casem 5,05 minut. Nejvétsi podil z celkového mnozstvi produktl tvofily produkty
S reten¢nimi Casy 2,95 a 3,27 minut. Pfi LC-MS analyze ozafenych vzorkl atrazinu byla
nameéfena detekovatelnd mnozstvi nasledujicich produktt fotokatalytické degradace atrazinu:
desethylatrazinu, desisopropylatrazinu, desethyldesisopropylatrazinu a hydroxyderivata
téchto produkt. Vznik stejnych degradacnich produktii pii odbourdvani atrazinu potvrzuji
ve svych pracich Scribner et al. (2005) a Bianchi et al. (2006). Vzhledem ktomu,
ze pti HPLC a LC-MS analyzach byly pouzity odlisné kolony, mobilni faze i rozpoustédla,
nelze porovnat vysledky obou analyz a pfifadit retencnim castim zjiSténym pii HPLC
analyze konkrétni degradacni produkty; dodatecné experimenty umoziujici pfifazeni
meziproduktl detekovanych pomoci LC-MS analyzy jednotlivym produktim z HPLC dé¢leni
s UV detekci budou soucasti dal§iho pokracovani prace.

Test toxicity ozafenych vzorkl atrazinu pomoci zelené tasy Pseudokirchneriella
subcapitata byl proveden ve dvou opakovanich. Soucasné byl proveden i kontrolni test
toxicity dichromanu draselného.

V prvnim testu byla pozorovana prikazné niz$i toxicita u vzorkl atrazinu ozarenych
2; 3 a 5 hodin. Vzorky ozéafené¢ 0,5 a 1 hodinu vykazovaly podobnou miru toxicity
jako neozateny vzorek atrazinu. Toxicita smési atrazinu a jeho degrada¢nich produkti
se nesnizovala s rostouci dobou ozafovéani v postupnych krocich. K vyznamnému sniZeni
toxicity doslo po 2 hodinach ozafovani. U vzorkl ozafenych 2; 3 a 5 hodin byla pozorovana
inverzni zavislost miry inhibice riistu fas na koncentraci vzorku. U nizkych koncentraci
(0,08 — 0,27 mg/1) dochazelo az k 45 % inhibici rdstu biomasy, avsak u vysSich koncentraci
(0,55 — 10 mg/1) byla ztejma daleko mensi toxicka odpoveéd’ az stimulace ristu fas.

V prvnim testu ukézala kontrola pomoci dichromanu draselného sniZenou senzitivitu
fasové kultury, protoZze naméfené hodnoty IC50 byly cca 2 — 4 krat vyssi,
nez jsou dlouhodobé primérné hodnoty: 1,25 — 3 mg/l (Rabova & Blaha, 2013).

Stimulace rstu fas pozorovana v prvnim testu by mohla byt disledkem obohaceni
rustového média smési degradacnich produktt, kterd nese dusik dostupny pro asimilaci fas.
Dal§im moznym vysvétlenim muliZze byt sniZzend senzitivita fasové kultury, kvili které doslo
ke zkresleni naméfenych hodnot IC50 a IC20.

Pro potvrzeni pozorované stimulace byl proveden dal$i pokus, k némuz byly znovu
od zacatku piipraveny vzorky atrazinu a produkti vzniklych jeho fotodegradaci na TiO,.
Rasova kultura byla stejné jako v prvnim testu laboratorni kultura zelené fasy

Pseudokirchneriella subcapitata.
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V tomto druhém testu toxicity byl pozorovan celkovy trend klesajici toxicity
s rostouci dobou ozafovani atrazinu (atr 0 — atr 5). U vSech vzorki atr 0 — atr 5 byla patrna
pozitivni zavislost miry inhibice riistu fas na koncentraci vzorku. Zajimavy trend pozorovany
V prvnim testu, a sice stiedni mira toxicity pii nizSich koncentracich a stimulace rastu fas
pii vySSich koncentracich u vzorki ozafenych 2; 3 a 5 hodin, v druhém testu potvrzen nebyl.

Kontrola pomoci dichromanu draselného ukazala zvysSeni senzitivity fasové kultury.
Hodnoty IC50 pro dichroman draselny se pohybovaly pouze mirné¢ nad dlouhodobym
pramérem, tudiz naméfené hodnoty IC50 ozafenych vzorki atrazinu v druhém testu jsou
relevantn&jsi, nez hodnoty naméfené v prvnim testu.

Dosazeni rozdilnych vysledkli v obou testech toxicity mlze byt vysvétleno zvySenim
citlivosti fasové kultury v druhém testu toxicity. Oba experimenty potvrdily, Ze ozafovani
atrazinu UV zafenim vede k postupnému poklesu toxicity se vzristajici dobou ozatovani.
Vysledky druhého testu ukazuji, Ze nedochézi k tvorbé degrada¢nich produkti, které by byly
stejné ¢i vice toxické nez samotny atrazin. K podobnému zavéru dosli ve své praci 1 Ralston-
Hooper et al. (2009). Nizsi toxicitu degrada¢nich produktd atrazinu v porovnani s toxicitou
samotného atrazinu potvrdil ve své praci také Stratton (1984), ktery pouzil odlisny test

toxicity — Microtox©.

6 Zavér

Heterogenni fotokatalyza na imobilizovaném TiO; je vhodnou metodou odstranovani
organickych herbicidi z kontaminované vody. Degradace atrazinu na imobilizovaném TiO;
je efektivni, po 1. hodin€ ozafovani doslo k ibytku témét 50 % ptitomného atrazinu. Pribeh
odbourdvani atrazinu odpovida kinetice 1. fadu, rychlostni konstanta ¢ini 0,694 hod™.

HPLC analyza ozéatenych vzorkll atrazinu prokézala, Ze pii odbouravani atrazinu
vznikd fada meziproduktl. Nejvétsi podil z celkového mnozZstvi produktii tvofily produkty
s retencnimi Casy 2,95 a 3,27 minut. Pfi LC-MS analyze ozafenych vzorkl atrazinu byla
nameéfena detekovatelnd mnozstvi ndsledujicich produktti fotokatalytické degradace atrazinu:
desethylatrazinu, desisopropylatrazinu, desethyldesisopropylatrazinu a hydroxyderivata
téchto produkti. Ve vzorcich byl také pfitomen samotny atrazin. Vzhledem K odlisnym
podminkdam HPLC a LC-MS analyzy nebylo mozné pfifadit jednotlivym retencnim casiim

zjisténym pii HPLC analyze konkrétni degradacni produkty.
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Toxicita neozafeného atrazinu a atrazinu ozaren¢ho 0,5; 1; 2; 3 a 5 hodin byla
testovana pomoci testu inhibice rastu fasy Pseudokirchneriella subcapitata, a to ve dvou
opakovanich. Oba experimenty potvrdily, Zze ozafovani atrazinu UV zéifenim vede
k postupnému poklesu toxicity se vzrastajici dobou ozafovani. Vysledky druhého testu
toxicity ukazaly, Ze nedochézi k tvorb¢é degradacnich produkti, které by byly stejné ¢i vice

toxické nez samotny atrazin.
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8 Prilohy

Priloha 1: Slozeni ZBB média.

Z medium:

Zasobni roztok Koncentrace zasobniho roztoku Objem zasobniho

roztoku pro pripravu
11 média

No.1 | NaNO; 46,7 g/l 10 ml
No.2 | Ca(NOs),.4H,0 5,9 g/l 10 ml
No.3 | K;HPO, 3,19/l 10 ml
No.4 | MgSO,.7H,0 2,59/ 10 ml
No.5 | Na,COs3 2,19/l 10 ml
No.6 | Fe-EDTA do 500 ml 10 ml

FeCl;.6H,0 0,138 mg v 5ml 0,1N HCI

Chelaton 111 0,186 mg v 5ml 0,1N HCI
No.7 | Gaffronovy mikroéastice do 100 ml 0,08 mi

NiSO4(NH,4),S0,4.6H,0 19,8 mg

V,04(50,);.16H,0 3,1mg

(NH4)sM0,0,.4H,0 8,8 mg

ZnS0,.7H,0 28,7 mg

Cd(NO,),.4H,0 15,4 mg

Al 5(S0,);K,S0,4.24H,0 47,4 mg

Na,WO0,.2H,0 3,3mg

KBr 11,9 mg

H3BO3 31mg

MnS0O,.4H,0 223 mg

Cr(NO3);.7H,0 3,70 mg

Co(NO3), .H,0 14,6 mg

Kl 8,3 mg

Cu SO4.5H,0 12,5 mg
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BB medium:

Zasobni roztok

Koncentrace zasobniho roztoku

Objem zasobniho

roztoku pro pripravu

11 média

No.1 NaNO; 25 g/l 10 ml
No.2 CaCl,.2H,0 2,59/ 10 ml
No.3 K;HPO, 759/ 10 ml
No.4 KH,PO, 17,59/ 10 ml
No.5 | MgSO,.7H,0 7,59/l 10 ml
No.6 NaCl 2,59/ 10 mi
No.7 EDTA 5,0 g/100 ml 1ml
No.8 H3;BO; 1,142 g/100 ml 1mi
No.9 FeSO,.7H,0 do 100 ml 1ml

FeSO,.7H,0 0,498 g

H,SO, konc. 0,2 ml
No0.10 | Mikrocastice do 100 ml 1ml

ZnS0,4.7H,0 0,882 ¢g

MnCl,.4H,0 0,144 g

Na,Mo00,.2H,0 0,242 ¢

nebo MoO, 0,071 g

CuS0,.5H,0 0,157 g

Co(NO5),.H,0 0,049 g

36




