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ANOTACE

Tématem diplomové prace je nalezeni optimalnich podminek pro stanoveni vybranych
pesticidi pomoci plynové chromatografie ve spojeni shmotnostni spektrometrii.
V experimentalni ¢asti jsou zoptimalizované podminky metody pouzity pro analyzu realnych

vzorkd.
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TITLE

GC-MS determination of pesticides from soil samples

ANNOTATION

This thesis deals with finding optimal conditions for the determination pesticides by gas
chromatography method in connection with mass spectrometry. Then, the optimized conditions
of the method are tested for the analysis of real samples.
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UvVOD

K zésadnimu pokroku, ktery se tykal vyvoje pesticidi doslo v prvni poloviné minulého stoleti,
kdy si lidé zacali vice uvédomovat hlubsi vztah mezi Skildcem a hubicim prostiedkem. Pesticidy
se zacaly vyuzivat kulehfeni prace, predevSim v zeméd¢€lstvi. Pesticidy zacaly byt
V obrovském mnozstvi vyuzivany jako latky nebo smési latek uréené K prevenci, niceni,

odpuzovani nebo snizovani §kod jakéhokoli zivocicha [1].

Pesticidy ovsem mohou mit velmi $patny vliv na lidské zdravi i na Zivotni prostfedi. Unikaji
do vody, vzduchu a pudy, kde se stavaji rizikem pro necilové rostliny, voln¢ Zijici zivocichy,
pudni ekosystémy, kvalitu povrchovych a podzemnich vod i pro biologickou rozmanitost
obecné. Proto se také jiz dlouhodobé¢ usiluje 0 sniZeni vyuZzivani pesticidi. Avsak i pies snazeni
mnohych, 1ze v urcitych environmentalnich slozkach potad jesté nalézt alarmujici mnozstvi

pesticidu [2].

Téma prace je odrazem rostouciho zajmu souvisejiciho s problematikou pesticidi. Hlavnim
cilem je analyza realnych vzorki ptid pomoci plynové chromatografie ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii. Experimentalni Cast se také z velké ¢asti zabyva hledanim optimalnich podminek
pro extrakci analyzovanych vzorki, diky kterym dojdeme ke zjisténi, do jaké miry je ptuda

zasazena pouZzivanim pesticida.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Pesticidy

1.1.1 Historie pesticidu
Jedna z prvnich dochovanych zminek o pouzivani pesticidnich ptipravkd pochazi z obdobi
kolem roku 1000 pft. n. l.. Tato zminka se tykd pouzivani siry, kterd slouzila k potirani rostlin

kvuli ochrané pted skadci [1].

Na zacatku 17. stoleti se v boji proti Skiidcim zacala pouzivat smés medu a arzenu. O vice
nez stoleti pozdéji — na konci 18. stoleti zacali zeméd¢€lci v USA pouzivat nékteré chemické
latky, jako je naptiklad arzeni¢nan vapenaty. Tyto latky se zacaly vyuzivat k hubeni Skidct,
ktefi nicili jejich zemédélstvi. V tomto stoleti bylo uz také zjisténo, ze nadmérné pouzivani

pesticidl ve vodnich ekosystémech vedlo k vaznému ohrozeni n¢kterych druhii ryb.

K zasadnimu pralomu ve vyvoji pesticidi doslo ve 20. stoleti v obdobi kolem druhé svétové
valky a po druhé svétové vélce, kdy bylo syntetizovano a vyrobeno nékolik desitek ucinnych

a levnych pesticidua [2].

Toto obdobi je poznamenano objevem Paula H. Miillera, ktery v roce 1939 definoval silné
insekticidni vlastnosti dichlordifenyltrichlorethanu znamého pod zkratkou DDT. V té dobé
meély pesticidy dobrou povést hlavné diky kontrole nemoci jako je malarie, ktera byla pfenasena
komary [3]. V roce 1948 byla ud€lena Dr. Paulu Miillerovi Nobelova cena za medicinu za jeho

objevy tykajici se ucink insekticidu DDT [4].

DDT neni ovSem spojeno jen s Paulem Miillerem, ale také s biolozkou Rachel Carson [5].
Za zminku stoji pohled do minulosti, kde Rachel Carsonova v Sedesatych letech dvacatého
stoleti vydala knihu ,,Tiché jaro“, kde zduraziuje toxické uc¢inky DDT na ptactvo. V knize
je zdliraziiovano, ze pfi nadmérném pouzivani pesticidi, mize dojit K postupnému vymirani

jednotlivych ptacich druhi [6].

V soucasné dob¢ kvili moznym toxickym G¢inklim pesticidli na lidské zdravi a zivotni prostiedi
existuji na celém svéteé piisna pravidla pro jejich registraci a pouzivani. Odhaduje se, ze kdyby
populace piestala vyuzivat pesticidy, tak by v dusledku toho zanikla tfetina rostlinné

produkce [1].

16



V dnesni dob¢ se zacindme potykat s velkym problémem, ktery se tyké nejednotnosti pouzivani
danych pesticidii napii¢ celym svétem. Mnoho pesticidi, které byly zakazany nebo jsou
postupné v EU vytazovany, jsou naopak stale Siroce pouzivany v USA. S timto nastava

problém napfiiklad pfi distribuci riznych druhti potravin mezi kontinenty [7].

Aplikace pesticidli meziro¢né neustale stoupa. Na obrazku ¢ 1. mizeme vidét celosvetové
pouziti pesticidi na jeden hektar orné piidy za rok 2020. Z obrazku je jasné vidét, Ze nejvetsim
spotiebitelem pesticidl je Ekvador, ktera ro¢né spotiebuje 14,03 kg pesticidi na hektar orné
pudy. V Evropé je nejvétsim spotiebitelem Nizozemsko s 8,8 kg pesticidii na hektar pudy.

Na asijském kontinenté se jako nejvétsi spotiebitel prezentuje Cina s 13,07 kg pesticidi

na hektar pudy [7].

Ekvador

sovioaa Okg 0.25kg 05kg 1kg 25kg 5kg  10kg
| |

Obrdzek 1 Celosvétové pouziti pesticidi na hektar orné pidy za rok 2020 [7]
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1.1.2 Zakladni vlastnosti pesticidi

Pesticidy Ize rozd¢lit do n¢kolika tiid insekticidt, herbicidd, fungicidd, ¢i rodenticida [3].

Pesticidem je jakakoliv latka nebo smés latek, ptirodni nebo syntetickd, formulovana
Kk prevenci, ni¢eni nebo odpuzovani jakéhokoliv skuidce. Pojem Skiidce zahrnuje hmyz, plevel,

savce a mikroby [8].

Aktivni ¢ast pesticidu, znama jako aktivni slozka je vyrobcem obecné formulovana
jako emulgovatelny koncentrat nebo v pevnych ¢asticich (prach, granule, rozpustny prasek

nebo smacitelny prasek) [1].

Vyroba, pouzivani a regulace pesticidii zahrnuje velmi obsahlou skalu obort véetné syntetické
chemie, toxikologie ¢i ekotoxikologie. Dale biotechnologie, spravna laboratorni praxe

a modelovani pocitatovych simulaci jsou také velmi dulezité pro toto odvétvi [9].

Zvysujici se odolnost vii¢i vSem druhtim pesticidii je naléhavym celosvétovym problémem,
ktery ohrozuje lidské zdravi a zemé&d€lstvi na celém svéte s rezistenci zaznamenanou u nejméné
954 druht skudct, véetné 546 ¢lenovcet ¢i 190 rostlinnych patogenti. Studie potvrzuji Sirokou
a dlouhodobou rezistenci. Tato rezistence je dana geneticky zalozenym poklesem citlivosti
na pesticid [10].

Stale pifisngjsi environmentalni pozadavky tykajici se pouZivani pesticidli znamenaji, Ze musi
byt neustale posuzovana biologicka aktivita. Chovani pudy je také ovlivnéno fyzikalnimi
vlastnostmi molekuly. Mezi tyto vlastnosti fadime rozdélovaci koeficient, disociacni konstantu
abod tani. Zavedené korelace chemické struktury a fyzikalnich vlastnosti obecné umoziuji
odhadnout fyzikalni vlastnosti pro velky pocet slouCenin v syntetizovaném programu

s dostate¢nou piesnosti [11].

Pesticidy vstupuji do Zivotniho prostiedi v riznych formach (napf. prasky, gely, prasky
na ptipravu vodnych roztokli a koncentraty pro tvorbu emulzi nebo sprejii). Pesticidy mayji
obrovsky vyznam pro zvySovani vynost a kvality zeméd¢€lskych produktii. Nejcastéji jsou
pouzivané v téchto ptipadech:

e kontrola poc¢tu skudci, ktefi nici celé rostliny nebo jejich ¢asti

e zvyseni produkce Zivocisné a rostlinné biomasy
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e Dboj proti mikroorganismuim, které zpusobuji, ze zemédélské produkty hniji a rozkladaji

Se
e boj proti fasam, bakteriim a houbam

e boj proti Zivo¢isnym skudctim poskozujici plodiny (napt. rozto¢i, msice, hmyz, larvy
a hlistice)

e stimuluji nebo inhibuji procesy rastu rostlin (napt. odstraiuji piebytecné kvéty, nici listy
nebo vysusuji rostliny)

e zabiji Skodlivé organismy v hospodaiskych budovach, domovech, nemocnicich,

obchodech a vozidlech [12].

Po uvolnéni pesticidi do zivotniho prostfedi prochazeji slozitou fadou nezavislych procesu,
které se souhrnné nazyvaji chemodynamika pesticidd. Proces, kterym pesticid prochazi,
je v zasad¢ uréen jeho inherentnimi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi a ¢asteéné parametry
prostiedi, jako je pH, teplota, vlhkost, sraZzeni, slanost, intenzita svétla a topografie [13].
K predikci chovani rezidui pesticidii v odliSnych biologickych systémech se vyuziva téchto
6 parametri:

e rozpustnost ve vodé — lehce biodegradovatelné slouceniny (podléhajici oxidaénim

reakcim, hydrolyze...) byvaji dobfe rozpustné ve vodé, tyto latky se lehce odstrani

Z povrchu rostlin pouze omytim
e rozdélovaci koeficient oktanol-voda — vyjadieni afinity rezidua k tukiim
e tlak nasycenych par — parametr hodnoceni atmosférického transportu rezidui.

e disociacni konstanta-Stupenn disociace charakterizuje chovani pesticidu v daném

prostfedi, napt. determinuje rozsah fotolyzy

e biokoncentra¢ni faktor (BCF) - vyjadieni miry pfechodu rezidua pesticidu z vodného

prostiedi a biokoncentraci v organismu

e pldni adsorpéni koeficient-vyjadieni schopnosti pesticidu vazat se na pidni Castice

a nasledna charakterizace miry perzistence rezidua v pudnim prosttedi [14].
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Degradace pesticidii je rozpad nebo chemicka pteména molekul pesticidii na jiné formy,
které nejsou ve srovnani s matefskou molekulou nezbytné jednodu$si a méné toxické.
V nékterych ptipadech jsou produkty degradace také toxické a maji také pesticidni ucinky.
Procesy degradace, které zptisobuji transformaci pesticidu, 1ze rozdélit do dvou hlavnich skupin
chemickou a biologickou. Chemicka degradace se obvykle vyskytuje ve vodé nebo v atmosféie
a nasleduje po jedné ze Ctyt reakci (oxidace, redukce, hydrolyza a fotolyza). Biologicka
degradace se obecné vyskytuje v ptidé a v zivych organismech a vyuziva jednu ze Ctyt reakci
(oxidaci, redukci, hydrolyzu a konjugaci). Typ reakce, kterou pesticid prochazi, je do zna¢né
miry ur¢ovan vlastnimi fytochemickymi vlastnostmi pesticidu a slozkou prostiedi (voda, ptida,

vzduch) ve které hostuji [13].

1.1.3 Klasifikace pesticidii

Chemicka klasifikace pesticidi je pomérné slozitd. Obecné plati, Ze moderni pesticidy
jsou organické chemikalie. Patii mezi né pesticidy syntetického i rostlinného ptivodu. Nicméné,

nékteré anorganické slouceniny se také pouzivaji jako pesticidy [3].

Existuje nekolik zpusobi, jak lze pesticidy délit. Pesticidy jsou rozdéleny do riznych tiid
v zavislosti na potfebach. Pro vefejnost nejrozsifenéjSim zpisobem je déleni podle
biologického ucinku latky. Mimo to klasifikujeme pesticidy také podle stability, zptsobu
pusobeni nebo rozsahu tc¢inku [15]. Dale se setkavame s klasifikaci zalozenou na zptsobu

vstupu ¢i s klasifikaci zaloZzenou na chemickém slozeni pesticidu [3].
Déleni podle biologické G¢innosti:
e herbicidy — proti plevelim
e fungicidy — proti houbam a plisnim
e zoocidy — proti Zivo¢isSnym Skidctim
o akaricidy — k hubeni rozto¢t
o avicidy — k hubeni skodlivych ptakt
o insekticidy — k hubeni hmyzu
o moluskocidy — k hubeni mekkysu
o nematocidy — k hubeni ptidnich skudct

o rodenticidy — k hubeni hlodavci [15].
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Na zakladé toxicity pesticidl je svétova zdravotnicka organizace (WHO) klasifikovala do ¢tyt

tiid:

e extrémné nebezpecné

Vysoce nebezpecné

stfedné nebezpecné
e mirn¢ nebezpecné [3].

Nejbeéznéjsi metoda klasifikace pesticidi je zaloZena na jejich chemickém slozeni a povaze
ucinnych latek. Je to takovy druh klasifikace, ktery dava voditko o ucinnosti, fyzikalnich
a chemickych vlastnostech ptislusnych pesticidi. Informace o chemickych a fyzikalnich

vlastnostech pesticidii jsou velmi uzitecné pii uréovani zptisobu aplikace.
Na zakladé chemického slozeni jsou pesticidy rozdéleny do ¢tyt hlavnich skupin:

e organochloridy
e organofosfaty

e karbamaty

e pyrethroidy [3].

1.1.3.1  Herbicidy
Herbicidy jsou nejuzivanéjsi skupina pesticidi [16]. Jsou vyuZivany ke kontrole, odstranéni
nebo ke kompletnimu ni¢eni Skidci [17]. Totalni herbicidy mohou zabit veskerou vegetaci,

zatimco selektivni herbicidy mohou potlacit plevel bez ovlivnéni plodiny.

Selektivita herbicidu mlze zaviset na diferencialni absorpci, translokaci nebo metabolismu
rostlin. Znalost fyzikalné-chemickych vlastnosti, tj. tlaku par, rozdélovaci koeficient oktanol —
voda a rozpustnost ve vodé¢ umoziuje predvidat osud a chovani téchto chemickych latek

Vv zivotnim prostiedi [1].

Herbicidy jsou vysoce selektivni a toxické. Maji Skodlivé ucinky ptisobici ptimo nebo nepiimo
(na zivotni prostiedi, povrchovou a podzemni vodu ptirozenou floru a faunu, vodni Zivot, ktery
v kone¢ném disledku nepfiznivé ovlivni lidstvo a hospodaiska zvitata) [17]. Vliv herbicida
na fyziologii rostliny se vétSinou méti jako vliv na metabolické systémy in vivo, napt. s kousky

listti nebo syntézou bilkovin zapracovanim aminokyseliny [18].
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Prehled zakladnich skupin herbicidd rozdélenych dle mista aplikace 1ze vidét v tabulce ¢. 1.

Tabulka 1 Rozdéleni herbicidi [8]

MISTO APLIKACE SKUPINA HERBICIDU ZASTUPCE SKUPINY
Acetanilidy Alachlor, Butachlor, Metolachlor, Propachlor
Amidy a anilidy Difenamid, Naptalam, Propanid, Propanil
Dinitroaniliny Benefin, Trifluralin
Karbanilaty a karbamaty Asulam, Barban, Bendiocarb, Chlorpropham, Propham
Pyridaznony a pyridinony | Amitrol, Dimethazon, Fluridon, Oxadiazon, Pyrazon
Aplikace do pudy

Amidosulfuron, Chlorsulfuron, Nikosulfuron,

Primisulfuronmethyl, Prosulfuron, Rimsulfuron,

Aplikace na list, kontaktni

Sulfonylmocoviny Sulfosulfuron

Ametryn, Atrazin, Aesmetryn, Cyanazin, Prometon,
Triaziny Prometryn, Propazin, Simazin, Terbuthylazin
Uracily Bromacil, Lenacil, Terbacil
Benzonitrily Bromoxynil, Dichlobenil, lonoxynil

Benzothiadiazoly

Bentazon

Cyklohexenony

Cykloxydim, Klethodim, Sethoxydim

Difenylethery

Acifluorfen, Laktofen, Nitrofen, Oxyfluorfen

Dinitrofenoly

Dinoseb

Aplikace na list, systémova

Ci translokovana

Derivaty benzoové kyseliny

Dicamba, Chlorfenpropmethyl, 2,3,6,-TBA

Estery oxyfenoxykyselin

Cykloxidim, Diclofop-methyl, Haloxyfop-methyl

Fenoxyalkanové kyseliny

Dichlorprop, Mecoprop, MCPA, MCPB, Silvex

Fosfonoaminokyseliny

Glufosinat, Glyfosat

Chlorované alifatické

kyseliny

Dalapon

Kvarterni amoniové

slouceniny

Diquat, Paraquat
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1.1.3.2  Fungicidy

Fungicidy jsou biocidni chemické slouceniny nebo biologické organismy pouzivané k usmrceni
parazitickych hub nebo jejich spor [19]. Pouzivaji se jak v zemé&d¢lstvi, tak v boji proti infekcim
zpusobenych plisnémi u zvitat [20]. Nékteré fungicidy jsou nebezpetné pro lidské zdravi,

napf. vinclozolin, ktery byl pro svou Skodlivost pln¢ zakazan [21].

Fungicidy mohou byt bud’ kontaktni, nebo systémové. Kontaktni fungicidy nejsou zachyceny
v rostlinné tkani. Systémové fungicidy jsou zachyceny a pterozdéleny pies xylémové cévy

rostliny. Jen malo fungicidi se pfesune do vSech ¢asti rostliny [22].

Prehled zékladnich skupin fungicidi rozdélenych dle mista aplikace 1ze vidét v tabulce ¢. 2.

Tabulka 2 Rozdé€leni fungicida [8]

MISTO APLIKACE | SKUPINA FUNGICIDU ZASTUPCE SKUPINY

Dinitroslou¢eniny Binapikryl
Dithiokarbamaty Maneb, Mancozeb, Thiram, Zineb
Ftalimidy Dichlofluanid, Folpet, Captan
Chlorované aromatické

Kontaktni slou¢eniny Chlorothalonil, Quintozen, Tecnazen
Kationaktivni tenzidy Dodin, Glyodin
Organortutnaté slouceniny | Fenylrtut’

Blasticidin, Cyklohexamid,

Antibiotika Streptomycin
Benzimidazoly Benomyl, Thiabendazol
Morfiny Dodemorf, Tridemorf

Systémové
Piperazimy Triforin
Pyrimidiny Bupirimat, Ethirimol
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1.1.33

Zoocidy

Zoocidy jsou chemické latky pro kontrolu a regulaci zivo¢isnych Skidcti, zejména obratlovct

a hmyzu. Mezi velmi vyznamnou podtiidu zoocidl fadime insekticidy (pfipravky na hubeni

hmyzu). Ptehled zakladnich skupin insekticidii rozdélenych dle mista aplikace lze vidét

V tabulce ¢&. 3.

Zemédélské plodiny jsou ¢asto ohrozovany riznymi skudci, coz mtze zpusobit vazné skody,

které souvisi se sniZzenim produkce plodiny. Proto je dilezité pravidelné pouzivani zoocidd,

kdy dochazi k zahubeni sktudce [1].

Insekticidy Ize rozd€lit do dvou hlavnich skupin: systémové insekticidy, které maji zbytkovou

nebo dlouhodobou aktivitu a kontaktni insekticidy, které nemaji zbytkovou aktivitu [23].

Tabulka 3 Rozdéleni insekticida [8]

MISTO APLIKACE | SKUPINA ISEKTICIDU ZASTUPCE SKUPINY
Benzoylmocoviny Diflubenzuron, Flufenoxuron, Teflubenzuron, Triflumuron
Karbamaty Fenoxycarb, Carbaryl, Methiocarb, Methomyl

Azinfos-methyl, Diazinon, Dichlorvos, Ethion, Etrimfos,
Organofosforové Fenitrothion,  Chlorfenvinfos, Chlorpyrifos, Malathion,
slouéeniny Methidathion, Parathion-ethyl, Parathion-methyl

Kontaktni Aldrin, DDT, Dieldrin, Dicofol, Endosulfan, Endrin,
Organochlorové slouceniny | Heptachlor, Chlordan, y BHC, Toxafen

Bifenthrin, Bioresmethrin, Cyfluthrin, Cypermethrin,

Deltamethrin, Esfenvalerat, Flucythrinat, Flualinat,
Syntetické pyrethroidy Lambdacyhalothrin, Permethrin, Taufluvalinat
Karbamaty Aldicarb, Bendiocarb, Benfuracarb, Carbofuran,

Systémové - - -
Organofosforové Acefat, Dimethoat, Formothion, Heptenofos, Methamidofos,
slouceniny Mevinfos, Trichlorfon
Ostatni Acetamiprid, Buprofezin, Cyromazin, Imidacloprid, Triazamat
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1.1.4 Vliv na ekosystém a zdravi ¢lovéka

Ubytek piirodnich stanovist je velmi Gasto dsledkem pfemény pfirozeného prostiedi
na zemédelskou pudu, kde mtize byt nasledné vyuzivani pesticid rozsahlé. Béhem desitek let
se nahromadilo dostatek dikazii o tom, Zze zemédélské pesticidy mohou byt piimo toxické
pro volné zijici druhy vSech zvifat [24]. Pesticidy mohou snizit kvalitu zivotniho prostiedi
a ovlivnit zakladni fungovani ekosystému snizenim rozmanitosti druhu, apravou potravinového
fetézce ¢isnizovanim kvality pady, vody a ovzdusi [25]. Pesticidy jsou problémem
udrzitelnosti zivotniho prostiedi a globalni stability [26]. Velka ¢ast dikazi podporujicich toto
zobecnéni byla zaloZzena na studiich jednotlivych ohrozenych druhid. Tyto studie obvykle

identifikuji vice faktoru piispivajicich k upadku druhu [27].

Vzhledem k velkym nakladim na syntetické pesticidy a problémim znecisténi zivotniho
prostiedi zplisobenym neustalym pouzivanim téchto chemikadlii se znovu objevuje zijem
0 pouzivani rostlinnych latek k ochrané plodin. Zemé&d¢lsti entomologové ¢i nematologové
se nyni aktivné zabyvaji vyzkumem vyuzivani rostlin k boji proti zemedélskym Skiidcim

a chorobam a ke snizovani ztrat zptisobenych t€mito rostlinami [28].

Pouzivanim pesticidi ziskal ¢loveék fadu vyhod v zemédélské a primyslové zong, ale jejich
toxicita u lidi i zvifat byla vzdy divodem k obavam [29]. Mezi nejvice ohrozené zivocisné
druhy patii véela medonosna (Apis mellifera L.), nebot’ z 554 vzorkl pylu analyzovanych

na rezidua pesticidti obsahovalo 62 % alespon jeden pesticid [30].

Rozsitené pouzivani pesticidii nejen kontaminuje vodu, pudu a vzduch, ale také zptisobuje
kontaminaci Vv plodinach, jak je znazornéno na obrazku ¢. 2. Pesticidy jsou transportovany
predev§im destém a vétrem z mist jejich aplikace do sousednich plodin a pudy, kde jejich
pritomnost mize byt nezddouci nebo Skodliva. Mnozstvi pesticidii v kazdém konkrétnim
regionu zavisi do znacné miry na intenzité pouzivani pesticidi a na druzich plodin péstovanych

v dané oblasti [19].
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VZDUCH

Vypaiovani

PESTICIDY |, = VODA

PLODINY —SLIDE

Obrazek 2 Pesticidy a jejich rozsiteni [19]

Pesticidy zlepSily uroven lidského zdravi tim, Ze kontrolovaly nemoci piendsené vektory.
Avsak jejich dlouhodobé a bezohledné pouzivani ma vazné u€inky na zdravi [3]. Lidé, zejména
kojenci a déti, jsou velmi zranitelni vici Skodlivym ucinkim pesticidii. Podle Svétové
zdravotnické organizace je kazdy rok v rozvojovych zemich hlaseno asi 3 000 000 piipadt

otravy pesticidy a 220 000 umrti [29].

Pesticidy vstupuji do lidského téla pozitim, inhalaci nebo pronikdnim do kize. VétSina lidi
je nejCastéji postizena piijmem potravin kontaminovanych pesticidy [3]. Vypousténi téchto
pesticidl do Zivotniho prostiedi vede ke znecisténi povrchovych a podzemnich vod a zvySuje

se riziko pro lidské zdravi [31].

Pesticidy jsou hlavnim diivodem riznych onemocnéni, jako jsou poruchy dychani, rakovina,
kozni problémy, naruseni endokrinniho systému a poruchy reprodukce [29]. Za zminku stoji
ptiklad, kdy byla zkoumana potencialni role pesticidli v domacnostech, tymem americkych
védct v severni Kalifornii. Studie se tykala vlivu pesticidii na détskd onemocnéni. Pouziti
pesticidl proti Skiidciim bylo nasledné€ spojeno s vyrazné zvysenym rizikem détské leukémie.
Expozice insekticidii na pocatku Zivota jsou vyznamnégj$i nez pozdéjsi expozice a nejvyssi
riziko bylo pozorovano pii expozici béhem téhotenstvi. Probihajici vyzkum zahrnuje lepsi
posouzeni expozice, hodnoceni rizika podle véku a zkoumani moznych interakci mezi
genetickym a environmentalnim prostiedim [32]. Studie z roku 2018 zaznamenala pokracujici

nariist rakovin v détské populaci. Tento nartst je nejvice diagnostikovan ve vyspélych statech,
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coz naznacuje, ze zivotni styl hraje vyznamnou roli ve vyvoji rakoviny. Epidemiologické
faktory, které jsou zde spojovany se zvySenym rizikem rozvoje détské akutni lymfoblastické
leukémie, zahrnuji nejvice pesticidy a poté nadmérnou stimulaci imunitni odpovédi béhem
prvnich let Zivota. Lymfoblastickd leukémie tvoii 26 % rakovin diagnostikovanych u déti

ve véku 0—14 let coz z ni €ini jednu z nejrozsifenéjSich rakovin v détské populaci [33].
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1.2 Charakterizace analytickych metod

Moderni analytické metody musi zpracovavat velké mnozstvi vzork, jejichz spravna indikace

a interpretace jsou klicovymi pozadavky ke spradvnému a piesnému stanoveni.

1.2.1 Stanoveni pesticidi

V poslednich desetiletich bylo vyvinuto mnoho technik pro stanoveni pesticidi v Zivotnim
prostedi a ve vzorcich potravin. Vzhledem k Siroké skale pesticidii se analyza obvykle provadi
plynovou nebo kapalinovou chromatografii spojenou s riznymi detektory. Nejcasteji
pouzivany detektor je kvadrupolovy analyzator [34]. V posledni dobé se také objevily
alternativni a dopliikové metody vyuzivajici kapilarni elektroforézu, biosenzory ¢i biologické
testy [2]. Pokroc¢ilé metody jsou zavedeny jako alternativni zplisob pro tradi¢ni

chromatografické techniky spolu se selektivnimi detektory pfi analyze pesticidu.

Chromatografické techniky poskytnou citlivé, specifické a spolehlivé vysledky analyzy.
Nejsou casové narocné a slozité, coz je ¢ini vhodnymi pro screening velkych objemi

vzorkd [35].

Mezi alternativni metody stanoveni fadime elektrochemické biosenzory zahrnujici selektivni
interakci mezi cilovou slou€eninou a rozpoznavacim prvkem. Nejcastéji se pouzivaji
elektrochemické snimace, zejména na bazi enzymu. Elektrochemické enzymatické biosenzory
pro stanoveni rezidui pesticidii v riznych matricich byly vyvinuty na zakladé riiznych typt
nanomaterialli. Pro monitorovani rezidui pesticidi bylo pouzito n¢kolik forem senzord.

To zahrnuje potenciometrické, amperometrické a voltametrické biosenzory [36].

Dulezitou roli pfi stanoveni pesticidii hraji také extrakéni metody. Nejcastéji poZzivanou
metodou extrakce je extrakce tuhou fazi (SPE). Provadi se zde adsorpce stanovované latky
na pevné sorbenty, takze vybér vhodného sorbentu je velmi diilezity a zavisi na interakci mezi
sorbentem a samotnou stanovovanou latkou [35]. Hlavnim problémem této metody je to, Ze pro

nekteré specifické izolace nejsou na trhu k dispozici vhodné faze [37].
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1.2.2 Plynova chromatografie

Chromatografie je technika odd€lovani chemickych latek, kterd se pii odd€lovani slozek
ve smési opira o rozdily v délicim chovani mezi mobilni fazi a stacionarni fazi [38]. Plynova

vvvvvv

a Siroce pouzivanych analytickych technik v moderni chemii.

GC je nyni standardni metoda, ktera je zakladem pro vyzkum, vyvoj a kontrolu v mnoha
pramyslovych odvétvich, zejména petrochemické vyrobé a v oblasti zivotniho prostredi
¢i forenzni analyzy [39]. Plynova chromatografie je nejbéznéjsi technikou chromatografie.

Metoda je pouzitelna pro nepolarni a tékavé slou¢eniny [35].

Vyskytuji se dva zdkladni typy plynové chromatografie: chromatografie plyn-pevna latka
(GSC) a chromatografie plyn-kapalina (GLC). V GSC jsou separované latky adsorbovany
tuhou staciondrni fazi. V GLC se separované latky rozdé€luji mezi kapalnou a plynou fazi,
a to na zakladé rozpustnosti a té¢kavosti. Pokud je roztok vzorku v kontaktu s druhou pevnou
nebo kapalnou fazi, budou rizné rozpusténé latky interagovat s druhou fazi v rizné mite kvili
rozdilim v adsorpci, iontové vyméné nebo velikosti. Tyto rozdily umoznuji oddélit slozky
smési od sebe navzajem pomoci téchto rozdilt k uréeni doby piechodu rozpusténych latek pres
kolonu [38]. Dulezitym faktorem ovliviiujicim vykonnost kolony je jeji teplota, u vétSiny smési

je nutné pracovat pii vyssi teploté, nebot’ spravna regulace teploty je vzdy dulezita [39].

Plynova chromatografie se také pouzivd k automatickému monitorovani pramyslovych
procest. Proudy plynu se periodicky analyzuji a provadéji se manualni nebo automatické

reakce, aby se zabranilo nezadoucim odchylkam [38].

1.2.3 Hmotnostni spektrometrie
Hmotnostni spektrometrie (MS) je analyticka technika, ktera se pouziva k prevedeni molekul
na ionty. Vysledky jsou obvykle prezentovany jako hmotnostni spektrum. Hmotnostni

spektrometrie se pouziva v mnoha riznych oborech a aplikuje se na €isté vzorky i na komplexni
smesi [40].

Vzorek, ktery miZze byt pevny, kapalny nebo plynny je ionizovan, napiiklad
bombardovanim paprskem elektronii. To zptlisobi, Ze se nékteré molekuly vzorku rozpadnou

nakladn€¢ nabit¢ fragmenty nebo se jednoduse stanou kladné¢ nabitymi

bez fragmentace. Tyto fragmenty jsou dale odd¢leny dle jejich poméru efektivniho naboje.
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Hmotnostni spektrum je grafem iontového signélu jako funkce poméru hmotnosti k naboji. Tato
spektra se pouzivaji k uréeni elementarniho nebo izotopového popisu vzorku, hmotnosti ¢astic
a molekul a k objasnéni chemické identity nebo struktury molekul a jinych chemickych

sloucenin [41].

1.2.4 Spojeni plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii
Dulezitym zdokonalenim hmotnostni spektrometrie je jeji vyuziti v tandemu

s chromatografickymi a jinymi separa¢nimi technikami [37].

Analyza za¢ind plynovym chromatografem, kde se vzorek odpaii do plynné faze a rozd¢li
se narizné slozky pomoci kapilarni kolony [42]. Slouceniny jsou pohanény nosnym
plynem. Kazda sloucenina se eluuje z kolony v jinou dobu na zéklad¢ jejiho bodu varu
a polarity. Jakmile komponenty opusti kolonu GC, jsou ionizovany a fragmentovany
hmotnostnim spektrometrem za pouziti zdrojii elektronové nebo chemické ionizace. Ionizované
molekuly a fragmenty se poté urychluji hmotnostnim analyzatorem pfistroje, coz je Casto
kvadrupdlovy hmotnostni analyzator nebo iontova past. Zde jsou ionty oddéleny na zakladé
jejich riznych pomérti hmotnosti k naboji.

Konec¢né kroky procesu zahrnuji detekci a analyzu iontii. Kdyz je komplexni vzorek oddélen,
GC-MS bude produkovat mnoho riznych pikti na plynovém chromatogramu. Kazdy pik
generuje jedinecné hmotnostni spektrum pouzit€é pro identifikaci slouceniny. Pomoci

dostupnych knihoven a linearnich reten¢nich indexi 1ze piesné urcit neznamé slouceniny [43].
GC-MS je metoda vhodna pro rychlou vysoce citlivou analyzu konkrétnich sloucenin [42].
Vyuziti GC-MS je mimo jiné vyuzivana pii detekci drog ¢i identifikaci vybusnin. Tato metoda
také umoznuje identifikaci prvkia v materialech, o nichz se diive predpokladalo, ze se rozpadly

bez moznosti identifikace [44].
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1.2.5 Extrakce

Techniky extrakce hraji v analytické chemii jedinecnou roli. Ve vétSin€ laboratoii jsou tyto
desitky let staré extrak¢ni postupy stale bézné [45]. Extrakce je délici metoda, u niz dochazi
k distribuci latky mezi dvé faze kapalnou a tuhou; plynnou ¢i tuhou nebo mezi dvé kapalné
faze, které jsou nemisitelné [11]. Ukolem extrakce byva &asto nejen separace, ale také

nakoncentrovani analyzované latky [46].

Extrakéni postupy typicky spadaji do oblasti ,,pfipravy vzorki“. To znamena, Ze extrakce slouzi
k izolaci analytli od potencidln€ interferujicich slozek vzorku a zaroven k ziskani téchto analytt
do formy vhodné pro analyzu [45]. Hlavnim cilem procesu extrakce je maximalizovat vytézek
cilové slouCeniny bez nebo s minimalnim dopadem na vlastnosti cilové slouceniny

pii minimalizaci extrakce nezadoucich sloucenin [47].

Voda se povazuje za univerzalni rozpoustédlo, které se pouziva k extrakci rostlin
s antimikrobialni aktivitou. Zmény v extrak¢énich metodach vétSinou zavisi na délce extrakeni
periody, pouzitém rozpoustédle, pH rozpoustédla, teploté, velikosti ¢astic rostlinnych tkéani

a poméru rozpoustédla ke vzorku [10].

1.2.6 Ultrazvukem asistovana extrakce

Ultrazvukem asistovana extrakce (UAE) je jedna z nejbéznéji pouzivanych technik. Metoda
je povazovana za jednodusS$i a efektivnéjSi alternativu ke konvenénim extrakénim
metodam [48]. Tento druh extrakce souvisi s rostouci poptavkou spotiebitelti po ekologic¢téjsich
alternativach. V poslednich letech pfitahuje rostouci zajem UAE, protoZe jde o efektivni
metodu pro rychlou extrakci fady sloucenin ze vzorkl potravin a Zivotniho prostiedi s u¢innosti
extrakce srovnatelnou s klasickymi technikami. Zejména v posledni dobé¢ se pti aplikaci této
techniky zabyvaly pii extrakcich pfirodnich slou¢enin a polutantd ze vzorkd potravin
a zivotniho prostiedi [49].

Ultrazvuk se stale astéji pouziva v potravinafstvi pii zpracovani a extrakci. Uginky ultrazvuku
vyplyvaji z kavitacnich jevil zpisobenych prostupem ultrazvukovych vin prosttedim. Vyhody
ultrazvuku jsou rozsahlé, prekonavaji nedostatky konvencnich technik. Pokud jde o spotiebu

rozpoustédel a energie, umoznuji kratsi dobu osetfeni [50].

Ve studii zroku 2003 se vénuji problematice souvisejici s ucinnosti extrakce derivatl

1soflavonu (glycitin, genistin a malonylgenistin). Byla zde porovnavana extrakce michanim
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a extrakce za pomoci ultrazvuku. Uginnost extrakce isoflavonu byla zlepsena ultrazvukem, ale
byla zavisld na pouzitém rozpoustédle. Pii pouziti Cistych rozpoustédel byvéa dosazeno nizké
ucinnosti extrakce, naopak maximalniho extrahovaného mnozstvi byva dosazeno pouzitim
rozpoustédel s 40-60 % vody [51]. Technika ultrazvukem asistovana extrakce je atraktivni
zejména pro svou jednoduchost a nizkou cenu zafizeni. Metoda je zalozena na vyuziti energie
pochazejici z ultrazvuku (zvukové viny s frekvencemi nad 20 kHz) k usnadnéni extrakce

stanovované latky z pevného vzorku rozpoustédlem [52].

Ultrazvukem asistovana extrakce je Casto vyuzivana k izolaci bioaktivnich slouéenin
z rostlinnych latek. Tento typ extrakce muze probihat za laboratorni teploty, z ¢ehoz plyne
Setrnost k termolabilnim latkam. Mezi bézn¢ extrahované latky patii terpeny, kapsaicin, kofein

¢i bylinné fytochemické latky [53].

Metoda extrakce je zaloZzena na principu akustické nebo ultrazvukové kavitace. Vysoce
energetické ultrazvukové viny prochézeji kapalinou vytvarejici stiidavé vysokotlaké nebo
nizkotlaké cykly [54]. Pii nizkotlakém cyklu se v kapaliné vytvateji mikrobubliny. Poté,
co bubliny dosahnou objemu, kde nemohou absorbovat dalsi energii, pti vysokotlakém cyklu

prasknou. Tato bublinova imploze je znama jako jiz zminéna kavitace [53].

Ultrazvuk Ize v analytické chemii pouZzit dvéma zplsoby: pfimo na vzorek nebo neptimo pies
stény naddoby se vzorkem pomoci vodni 14zné, kterd je nejdostupnéj$im a nejlevnéjSim zdrojem
ultrazvukového zareni. Konstantni vykon a automaticka regulace frekvence zajist'uji optimalni
rozloZeni ultrazvukové energie. Druhym vyuzitim ultrazvuku je ultrazvukova sonda, ktera je
zobrazena na obrazku ¢.3. Sonda je ponofena piimo do roztoku a poskytuje ultrazvukovy
vykon, ktery je az 100krat vyssi nez vykon dodavany lazni, pficemz doba sonikace je obvykle
5 min nebo kratsi. Pro dosazeni kavitace v§ak obvykle neni nutné pouzivat vysoké amplitudy;
jinak by se sonda rychle znehodnotila. DalSim faktorem, ktery je tieba kontrolovat je teplota.
Jak se ultrazvuk dostava do roztoku, dochazi k pomalému, ale konstantnimu zvySovani objemu
a v ur¢itém okamziku se fyzikalni vlastnosti kapalného prosttedi zméni tak, Ze kavitace jiZ neni

dosazeno [55].
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Obrazek 3 Ultrazvukovy extraktor se sondou ponofenou v roztoku [55]

Hlavni vyhodou je ucinngjsi extrakce, ¢imz se usetii energie. Nejvyssi miry extrakce je obvykle
dosazeno béhem nékolika prvnich minut. Pro uspé$nou aplikaci je nutné vzit v ivahu vliv
nékolika proménnych. Hlavnimi proménnymi jsou frekvence, teplota extrakce a interakce

rozpoustédla se vzorkem [55].

V poslednich nékolika letech se ukdzalo, Ze ultrazvukova technologie je cennym nastrojem
V potravinarském priamyslu. Pocet praci publikovanych mezi lety 2000 az 2010 v souvislosti s
timto tématem exponencialng vzrostl, jak je mozné vidét na obrazku ¢. 4 [56]. V roce 2020 bylo

publikovano jiz vice nez 850 praci zabyvajici se extrakci ultrazvukem v potravinaistvi [57].
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Obrazek 4 PocCet publikaci zabyvajici se extrakci ultrazvukem v potravinaistvi [56]
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1.2.7 Metody pro stanoveni pesticidii v pudé

M. E. Aydin a S. Ozcan [58] Vv roce 2005 provedli stanoveni organochlorovych pesticidi
hexachlorcyklohexanu, heptachloru, aldrinu, dieldrinu, 4,4’ DDE, 4,4’ DDT a metoxychloru.
Postup ultrazvukové extrakce byl optimalizovdn s ohledem na typ rozpoustédla, mnozstvi
rozpoustédla, dobu extrakce a pocet extrakénich kroku. Stanoveni pesticidi bylo provedeno

plynovou chromatografii ve spojeni s hmotnostni spektrometrii.

Ultrazvukova extrakce byla provedena dvakrat: Pii kazdé extrakci bylo pouzito 25 ml smési

petroletheru a acetonu v poméru 1:1, ¢as kazdé extrakce byl 20 minut.

Pro stanoveni byl vyuzivany plynovy chromatograf Hewlett Packard 5890 II. Jako nosny plyn
bylo zvoleno helium s pritokem 1,23 ml/min. V teplotnim programu byla na zacatku nastavena
teplota 180 °C po dobu 4 minut. Poté byl dodrzovan teplotni nartist 10 °C min na zavérecnou

teplotu 250 °C, kdy byla teplota udrzovana 15 minut.

V tabulce ¢. 4 jsou ptilozeny vysledky pro LOD a LOQ, které nalezi této studii. Hodnoty LOD
se pohybovaly od 1,6 ug/kg do 3,4 ug/kg a vysledky LOQ se pohybovaly od 4,8 pg/kg do
10,3 ug /kg. V zavéru studie bylo konstatovano, Ze stanovené hodnoty jsou v souladu s limity

danymi pro organochlorové pesticidy a nedoslo k piekroceni povolenych limitt.

Tabulka 4 Vysledky LOD a LOQ [58]

Pesticid Rozsah kalibrace LOD LOQ
(ng/ul) (ng/kg) | (ng/kg)

a BHC 0,1-4,0 3,4 10,2
p BHC 0,1-4,0 2,7 8,1
y BHC 0,1-4,0 3.4 10,3
B BHC 0,1-4,0 2,5 7,5
Heptachlor 0,1-4,0 3,0 9,0
Aldrin 0,1-4,0 1,6 4,8
Dieldrin 0,1-4,0 1,8 54
4,4' DDE 0,1-4,0 2,3 6,9
4,4' DDT 0,1-4,0 2,1 6,3
Metoxychlor 0,1-4,0 2,5 7,5
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Ziskané vysledky studie naznacuji, Zze metoda ultrazvukové extrakce by mohla byt vyuzivana
ke stanoveni organochlorovych pesticidli, nebot’ vytéznosti pesticidi ze vzorkl pidy jsou vice

nez 88 % [58].

Dalsi studie jejiz postup definovali Goncalves a Alpendurada [59] byla uréena k extrakci

netékavych a polotékavych organickych slou¢enin z pevnych latek, jako je pada.

Nejprve bylo navazeno 5 g vzorku pidy smichano s5 ml ethylacetaitu a poté bylo
vSe extrahovano V ultrazvukové lazni po dobu 15 min. Vysledny extrakt byl odpatfen do sucha

pod proudem dusiku bez nutnosti jakéhokoli €iSténi a znovu rozpustén ve 200 ul ethylacetatu.

Chromatografické analyzy byly provedeny na plynovém chromatografu Agilent 6890 (Palo
Alto, CA, USA) propojeného s hmotnostné selektivnim detektorem Agilent 5973N. Systém
GC-MS byl vybaven kapilarni kolonou HP-5MS (30 m x 0,25 mm ID, tloustka filmu 0,25 pm)

a jako nosny plyn bylo pouzito helium pii prutoku 1 ml/min.

Kvantifikace byla provadéna Vv rezimu sledovani vybraného iontu (SIM) s vybérem

charakteristickych fragmentovych ionti pro kazdy pesticid.

Vyse uvedend metoda byla aplikovana v programu monitorovani pis€itych pid Vv jizni Casti
Portugalska. Celkem bylo identifikovano 19 sloucenin. Nejéastéji  identifikovanymi
slouceninami byly alachlor (38 % vzorku), endosulfan (25 %), endosulfansulfat (25 %), atrazin
(23 %) a pendimethalin (22 %) [59].

V roce 2017 byla provedena studie, kdy Lozowicka a kol. [60] provedli stanoveni 216 pesticidt
Vv pudé za pouziti techniky GC-MS.

Vzorky pad byly pied pouzitim homogenizovany, prosety a vysuseny na vzduchu pii pokojové
teploté. 5 g homogenizovaného vzorku pidy a 10 ml studené ¢isté vody bylo ruéné tfepano
po dobu 1 minuty, aby se vzorky hydratovaly. Poté se vSe nechalo 10 minut odstat. Extrakt byl
odpaien pii 40 °C v odparce téméf do sucha. Zbytek byl rozpustén ve 2 ml smési n -hexanu:
acetonu v poméru 9:1 a prefiltrovan do lahvicky autosampleru a nasledné analyzovan pomoci

GC-MS.

Analyza byla provedena pomoci systému Agilent 7890A GC (Agilent Technologies, Palo alto,
CA, USA), ktery byl vybaven automatickym vzorkovacem Agilent 7693. Systém GC—MS byl
vybaven kapilarni kolonou HP-5MS (30 m x 0,25 mm ID a tloustka filmu 0,25 um). Pocate¢ni
teplota byla nastavena na 70 °C a poté zvysena na 200 °C pii 3 °C/min a udrzovana po dobu

10 min. Jako nosny plyn bylo pouzito helium pfi konstantnim pratoku 2,1 ml/min.
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Tato metodika byla aplikovana pfi rutinni analyze 263 vzorki pud, ve kterych byl nejcasteji
detekovan 4,4' DDT (23,5 % vzorki) a pendimethalin s nejvyssi koncentraci (1,63 mg/kg).

U méné nez 50 % vzorki byly piekro¢eny povolené limity pro pouzivani pesticida [60].

V roce 2020 piiSel tym italskych védct se studii, ktera se tykala stanoveni pesticidii v pudé
za pouziti techniky GC-MS. Metoda byla vyuzita pti vySetiovani trestnych ¢ind. Vysledné
analyzy odebranych vzorkti piid umoznily ptipravu databaze ,,otiski pid* a porovnanim byla
ovéfena shoda mezi vzorky pud odebranych na misté ¢inu a pudami v databazi. Bylo

shromdzdéno a analyzovano 65 vzorkl pud z riznych mist v severni Italii.

Vzorek pudy byl smichan s methanolem v uzaviené sklenéné lahvicce a extrahovan
ultrazvukem po dobu 15 minut. Roztok byl zfiltrovan papirovym filtrem a zbytek byl promyt

5 ml dichlormethanu a odpafen do sucha pod proudem dusiku.

Extrakty byly analyzovany pomoci plynového chromatografu Agilent 7890 propojeného
S hmotnostnim detektorem Agilent MS5975C. Byla pouzita kapildrni kolona HP-5MS (30 m x
0,25 mm ID, tloustka filmu 0,25 pm). Jako nosny plyn bylo pouzito helium. V teplotnim
programu u GC-MS byla na zacatku nastavena teplota 65 °C po dobu 0,5 minut. Poté byl
dodrZovan teplotni nartist 15 °C min na zavére¢nou teplotu 280 °C, kdy byla teplota udrZzovana

5 minut.

Vysledné analyzy odebranych vzorkd pud umoznily ptipravu databaze ,otiski pad*
a porovnanim byla ovéfena shoda mezi vzorky ptd odebranych na misté ¢inu a pudami
v databazi. Chromatogramy zemédélskych pud v této studii obsahovaly nejvétsi pocty pik.
Naopak nejmensich poctl piki bylo mozné pozorovat u vzorki pid odebiranych ve méste.

Chromatogramy ¢tyi riiznych ptiidnich vzorkt jsou uvedeny na obrazku ¢. 5.

Cast A u obrazku & 5 potvrdila pfitomnost terbuthylazinu (27,7 min), &ast B potvrdila
ptitomnost latek arabitol a glukopyrandzy, ¢ast C potvrdila pfitomnost oxadiazonu (35,6 min)

a fluoranthenu (33,0 min), ¢ast D potvrdila pfitomnost tetradekanolu a B-sitosterolu [61].
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Obrdazek 5 A, B, C, D Chromatogramy ruznych padnich vzorki [61]

Sahoo a kolektiv [62] v roce 2000 provedli analyzu zbytkt pesticidd pomoci GC-MS v pudé

a v raj¢atech, které rostly v testované ptidé.

Vzorek rajcete o hmotnosti 15 g byl zvazen v 50 ml zkumavce. Bylo piidano 30 ml ethylacetatu
a vSe bylo michano po dobu 3 min. Pro oddé€leni fazi byl pfidan chlorid sodny. Poté byl vzorek
pienesen do zkumavky a odpafen téméf do sucha. Proces se dvakrat opakoval pro tplné

odpateni zbytkl ethylacetatu. Konecny objem byl dosazen pfidanim destilovaného hexanu.

Vzorek piidy byl analyzovan podle vyse uvedeného postupu s tim rozdilem, Ze pted pfidanim

ethylacetatu byla pfiddna voda, aby se ziskal obsah vlhkosti 80 %.

Kvantifikace byla provedena pomoci GC-MS. Byla pouzita kapilarni kolona DB-1 (30 m X
0,25 mm ID, tloustka filmu 0,25 pm). Jako nosny plyn bylo pouzito helium s pritokem
1 ml/min. Teplota vstiikovaci trysky byla udrzovana na 260 °C a teploty rozhrani a iontového
zdroje byly udrzovany na 220 °C a 200 °C, v daném potradi. Objem nastiiku byl 1 pl. Napéti
detektoru bylo udrzovano na 0,9 kV v rezimu SIM. Vysledkem této studie bylo zjiSténi,

Ze rajCata obsahovaly polovi¢ni mnozstvi pesticidii nez puda, ve které vyrostly [62].

V nésledujici studii byla vyvinuta analytickd metoda pro stanoveni organofosfatovych pesticida

v pidé. Metoda kombinovala extrakci s naslednou plynovou chromatografii GC-MS.
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Za optimalnich podminek bylo 10 g vzorki puid extrahovano pomoci toluenu. Extrakt byl znovu

zifedén ve smési methanol/voda (1:14) a prefiltrovan.

Obrazek ¢. 6 ukazuje, ze pii optimalizaci parametrt extrakce byly ziskany vyrazné vys$si signaly
pro toluen nez pro ethylacetdt a hexan. Z tohoto divodu byl pro extrakci pouzit toluen,

aby se zlepsila metodika a dosahlo se lepsich vytézku.

120
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O Ethylacetdt OHexan B Toluen

Obrdzek 6 Vliv rozpoustédel pro extrakci [62]

Systém GC 6890N (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) byl vybaven 30 m kapilarni
kolonou HP-5MS (Agilent Technologies) s vnitinim primérem 250 um a tloustkou filmu
0,25 um. V teplotnim programu u GC-MS byla na zafatku nastavena teplota 50 °C po dobu
2 minut. Poté byl dodrzovan teplotni nartist 15 °C min na zavérecnou teplotu 250 °C, kdy byla

teplota udrzovana 3 minuty. Jako nosny plyn slouzilo helium.

Metoda byla pouZita ke kvantifikaci organofosfatovych pesticidi v ptidé. Vzorky pad byly
odebrany z univerzitntho kampusu v Osnabriicku (Némecko). Primérné koncentrace
ve vzorcich pid se pohybovaly od 1,23 ng/g do 4,96 ng/g. U 10 % zkoumanych vzorka byla

piekroc¢ena hodnota povolenych limita [63].

Portugalska studie zroku 2012 se zabyvala problematikou organochlorovych pesticidu,
pouzivanych na tamnich uzemich. VétSina pesticidll jsou perzistentni organické latky, které
se vyznacuji dlouhymi zivotnimi cykly v zivotnim prosttedi a transportem na velké vzdalenosti.
Cilem této studie bylo zjistit pfitomnost 13 pesticidi (BHC (a, B, {), lindan, aldrin, endosulfan,
dieldrin, 4,4' DDE, endrin, B-endosulfan, 4,4' DDD a metoxychlor) v zeméd¢lskych pudach.

Organochlorové pesticidy byly analyzovany pomoci systému Shimadzu GC-2010, kde byla
pouzita kapilarni kolona ZB-XLB (30 m x 0,25 mm ID, tloustka filmu 0,25 um). V teplotnim
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programu u GC-MS byla na zacatku nastavena teplota 40 °C po dobu 2 minut. Poté byl
dodrzovan teplotni nartist 15 °C min na zavérecnou teplotu 270 °C, kdy byla teplota udrzovana

1 minutu. Jako nosny plyn bylo pouzito hélium pii konstantni priitokové rychlosti 1,3 ml/min.

Z vysledki méfeni bylo nalezeno pouze jedno reziduum nad mezi kvantifikace, které
vykazovalo kontaminaci dieldrinem o koncentraci 45,36 ug/kg. Ostatni studované pesticidy

nebyly ve vzorcich detekovany [64].

V roce 2004 Sanchez — Brunete, Albero a Tadeo [65] vyvinuli metodu ke stanoveni pesticidu
ve vzorcich pid odebranych ve Spanélsku znékolika padnich ploch vyuZivanych
k zemédélstvi. Analyzovano bylo 16 vzorkl z rajéatovych poli, 8 vzorkii z obilnych poli a 18

vzorkl z kukuti¢nych poli.

Puda pouzita pro analyzu byla odebrana z orni¢ni vrstvy v hloubce 0-10 cm. Vzorky pud byly
prosety a skladovany pii pokojové teploté. Pudni vzorky byly extrahovany 4 ml ethylacetatu po
dobu 15 min ve vodni lazni s ultrazvukem pfi pokojové teploté bez nutnosti dalSiho ¢isténi.
Standardni roztok pesticidi (5 pg/ml) byl piipraven pfevedenim 1 ml z kazdého roztoku
pesticidu do 100 ml odmérné banky a ziedénim ethylacetatem na objem 5 ml. Roztoky

obsahujici 5,0, 1,0 a 0,5 ng/ml kazdého pesticidu byly pouzity k obohaceni piidnich vzorkd.

Pii nasledné GC-MS analyze byla pouzita kapilarni kolona (ZB-5MS), jako nepolarni
stacionarni faze (30 m x 0,25 mm ID, tloustka filmu 0,25 um) dodana spole¢nosti Phenomenex
(Torrance, CA). Celkova doba analyzy byla 42 min. Na obrazku ¢. 7 jsou uvedeny
chromatogramy GC-MS analyzy v rezimu SIM. V ¢asti oznacené pismenem A je znazornén
chromatogram roztoku standardni smési pti 0,025 pg/ml a chromatogram oznac¢eny pismenem
B znazornuje slepy vzorek ptidy. Piky 8 a 42 jsou vnitifnimi standardy, ostatni piky odpovidaji

latkam, které byly v rdmci méteni detekovany.
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Obrdazek 7 A-chromatogram roztoku standardni smési pii 0,025 pg/ml, B-chromatogram slepého vzorku ptdy [65]
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Dobra reprodukovatelnost a nizké limity detekce a kvantifikace dosazené touto metodou
umoznili jeji pouziti pro monitorovani rezidui pesticidi v pidé. Ve vzorcich pid odebranych
k této analyze byly zbytky pesticidi zjiStény pouze u vzorkl z rajcatovych poli, kde byly
nalezeny latky pendimethalin, endosulfan II, endosulfan sulfat a ethalfluralin. Hodnoty
koncentrace vsech identifikovanych latek byly nizsi nez stanovené maximalni limity pro obsah
pesticidi v pudach [65]. V roce 2014 z této studie vySel kolektiv malajsijskych védcu, kteti
vyuzili postupu pro analyzu 24 organofosforovych, organochlorovych, a pyretroidnich

pesticidii v mineralnich a raselinnych ptadach.

Vytéznost pro mineralni a raselinové pudy pii obohaceni 0,01-1,0 mg/kg se pohybovala
v rozmezi 79,0-117,6 %. Modifikovana metoda byla jednoduchd, rychla a vyuzivala méné
¢inidel nez konvencni metody. Metoda byla pouzita ke stanoveni rezidui pesticidll ve vzorcich
raSelinové pudy odebranych z farem péstujicich zeleninu. U 10 uvedenych vzorkti pud

prekrocily latky aldrin a lindan trojnasobné maximalni povolené limity pro obsah pesticidi
v pud¢ [66].

Cheng a kol. [67] vroce 2016 provedli studii tykajici se stanoveni 15 organochlorovych

pesticidll v piid¢, kde byla vyuZita metoda GC-MS. Byl zde pouZit priletovy analyzator.

Analyza pesticidi byla provedena systémem Agilent 7890A GC spojenym s TOF. Byla pouzita
analytickad kolona HP-5MS (30 m x 0,250 mm ID, tloustka filmu 0,25 pum). Jako nosny plyn

zde bylo pouzito hélium.

Bylo nachystano 5 g homogenizovanych vzorki ptid, které byly presypany do centrifugacni
zkumavky a poté byly vzorky nasyceny osmi OCP, ke kterym bylo pfidano 5 ml ultracisté
vody. Zkumavky byly ponechany stranou po dobu 30 minut, aby se pesticid rovnomérné
distribuoval. Poté bylo pfidano 10 ml smési hexanu a acetonu (9:1). Tato smés byla vybrana

na zaklad¢ optimalizace vytéznosti (obr. ¢. 8).
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Dale byly vzorky 10 min extrahovany v ultrazvukové 14zni a nasledné byl do zkumavek piidan
1 g NaCl. Nakonec byly zkumavky se vzorky protiepavany po dobu 5 minut, poté byly vzorky

piipraveny k samotné analyze.
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Obrdzek 8 Vliv riznych typt smésnych rozpoustédel v extrakénim postupu [67]

Vysledky ukdzaly, Ze u vzorka pud €. 2, 4, 5, 6, 7 byly ziskany koncentrace 4,4 ' DDE v rozmezi
8,4-14,45 ng/kg. V. pudnim vzorku byly detekovany latky Vv nésledujicich koncentracich
4,4'DDT (33,4 ug/kg), a chlordan (6,03 pg/kg) a B chlordan (10,2 pg/kg). Podle norem
environmentalni kvality pro padu byla koncentrace 4,4’ DDE, p 4,4’ DDD a 4,4’ DDT nizsi
neZ hodnota pozadi plidniho prostfedi (50 pg/kg). Jiné OCP slouceniny nebyly v téchto
vzorcich vody a ptidy detekovany. Tato metoda muze byt do budoucna pouzita pro kvantitativni
stanoveni nebo kvalitativni screening cilovych analytti. K urceni dalSich vyhod techniky GC-
QTOF-MS je treba prozkoumat dalsi aplikace v oblasti testovani Zzivotniho prostiedi

a bezpecnosti potravin [67].

Je znamo, ze pesticidy nebo jejich metabolity se po aplikaci vaZou na pidni organickou hmotu
a zadrzuji se v pude. Toto zadrZzovani pesticidli v pidé se tidi také dalSimi faktory, jako
je sloZeni organické hmoty, textura pudy a zptsob vyuzivani pudy [68]. Pro udrzeni produkce
kvalitnich potravin je nezbytné stanovit mnoZstvi rezidui pesticidli v zemédélské pudé
a definovat jejich mozné zdroje. Studie od autor Rafigueho, Tariga a Dildara [69] z roku 2016
se proto zaméfila na stanoveni vybranych pesticidli v plidnich vzorcich ziskanych z poli

na Blizkém vychodé pomoci metody analyzy rezidui pesticid zalozené na principech GC-MS.
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Celkem bylo odebrano 90 pudnich vzorki. Tyto vzorky byly odebrany z riznych poli z orni¢ni
vrstvy pomoci nerezového pidniho $neku. Bylo odvéazeno 10 g vzorku ptd a poté bylo pfidano
extrakeni ¢inidlo, v tomto pripadé€ bylo piidano 10 ml smési Acetonitril/voda (9:1). Vzorky pad
byly poté ponechany V ultrazvukové lazni po dobu 15 min. Kone¢ny extrakt (cca 3 ml) byl
odpaien do sucha pod mirnym proudem dusiku a rozpustén ve 200 ul ethylacetatu. Extrakéni
metoda prokazala dobrou ucinnost a reprodukovatelnost s primérnymi vytézky 94-105 %.
Chromatografické analyzy byly provedeny v plynovém chromatografu Agilent 6890
propojeném s hmotnostné selektivnim detektorem Agilent 5973N. Systém GC-MS byl vybaven
kapilarni kolonou HP-5MS (30 m % 0,25 mm ID x 0,25 um tloustka filmu) a jako nosny plyn

bylo pouzito helium s pratokem 1 ml/min.

Vzorky plid vykazovaly vyznamnou koncentraci vSech studovanych pesticidi. Byly zjistény
nasledujici koncentrace: 3-fenoxybenzaldehydu (49-700,3 pg/kg), fenitothionu(554 pg/kg),
chlorpyrifosu (0,18-1,99 mg/kg), MCPA (0,15 ng/kg —1,53 mg/kg), profenofosu (0,41-427
ug/kg), triazofosu(0,37-474 ng/kg), bifenthrinu (0,31 pg/kg), cyhalothrinu (43,7-775 pg/kg),
a cypermetrinu (0,06 pg/kg), deltametrinu (1,184 mg/kg ) a imidaklopridu (7,0 ug/kg -
1,95 mg/kg). Mezi analyzovanymi pesticidy byla zjisttna nejvyssi koncentrace
chlorpyrifosu. Hlavnim divodem vysokych hladin chlorpyrifosu mize byt jeho nadmérna

a nepietrzita aplikace a mozna i jeho snizena degradace [69].

Dalsi studie zabyvajici se ptitomnosti pesticidi v zemédélskych pudach je studie z roku 2019
od autort Andrade-Herrera a kol. [70]. Cilem této studie bylo zjistit pfitomnost pesticidi
a jejich potencialni toxicitu. Na zacatku studie byly provedeny biologické testy biomarkerti u
zizal vystavenych plsobeni polutanti v odebranych pudnich vzorcich. Stejné tak byly
stanoveny koncentrace organochlorovych a organofosfatovych pesticidi ve vzorcich
zemé&dé€lskych pud. V tomto smyslu jsou zizaly pfirozené vystaveny pisobeni ptdy, nebot” jsou
také v pfimém kontaktu s pesticidy. Z tohoto diivodu byly zizaly povaZzovany a vyuzivany jako

vhodny bioindikator naruseni nebo kontaminace pudy [70, 71, 72].

Bylo odebrano deset plidnich vzorkd. Poté bylo navaZeno 50 g ptidnich vzorki, které byly
po dobu 15 min extrahovany s 30 ml smési Stavelanu sodného a hexametafosforecnanu
sodného. Pudni vzorky byly vysuSeny pfi teploté 45 °C po dobu 24 hodin a poté byly pouzity
k analyze. Pesticidy byly kvantifikovany pomoci plynového chromatografu vybaveného
detektorem elektronového zachytu Ni63 a analytickou kolonou HT8 (30 m x 0,220 mm ID,
tloustka filmu 0,25 um).
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Koncentrace OP nebyly ve vSech analyzovanych vzorcich zjistény. Aldrin byl zjistén ve vSech
vzorcich pad, zatimco endrin byl registrovan nejméné (pouze ve 3 puadach). Nejvyssi
koncentrace pesticidii byly v pudé 2, byly zde zjisStény koncentrace 1,40 ng/kg 4,4 DDD
a 1,35 pg/kg u methoxychloru. U pady s nejniz§im poétem OCP byly zjistény pouze aldrin,
epoxid heptachloru, y chlordan a 4,4 DDT [70]. Je pozoruhodné, Ze zakazané a omezené OCP
byly zjistény prakticky ve vSech analyzovanych vzorcich, i kdyz v nizkych koncentracich.
V tomto smyslu byly ve vétSiné vzorku zjistény nizké koncentrace metabolitd DDT, ackoli je

DDT pesticidem [73].

Studie z roku 2021 si dala za cil ovéfeni citlivosti extrakéni metody pro stanoveni nové
vznikajicich kontaminantli a rezidui pesticidi v zemédélskych ptidach. Cilem této studie bylo
vyvinout rychlou a snadnou extrakéni metodu pro stanoveni 27 organickych kontaminanti
ve vzorcich zemédé€lské pudy. Postup byl zaloZzen na extrakci okyselenym acetonitrilem.
Pro stanoveni a kvantifikaci vybranych cilovych analytt byl pouzit syst¢ém GC-MS. Analyza
probéhla za pomoci plynového chromatografu Agilent 7890 propojeného s hmotnostnim
detektorem Agilent MS5975C. Byla pouzita kapilarni kolona HP-5MS (30 m x 0,25 mm ID,
tloustka filmu 0,25 pm,).

K vzorku pidy 10 g bylo pfidano 5 ml vody apoté byl vzorek extrahovan 10 ml
acetonitrilu. Vzorek byl tiepan po dobu 6 minut pii 25 °C. Po odstfedéni byl roztok odpaien
do sucha pod proudem dusiku. Odparek byl poté zfedén 100 pl smési acetonitril/hexan (9:1),

poté nasledovala samotna analyza.

Vsechny studované slouc¢eniny mély LOQ rovné 0,05 ng/g. Vysledky byly uspokojivé, nebot’
vytéznost se pohybovala v rozmezi 78-80 % Vyjimkou zde byly atenolol, azoxystrobin,
karbamazepin, diazinon, fluxapyrosad, gemfibrozil a penkonazol, které vykazovaly vytéZnost

20-33 % [74].

V roce 2018 byla vyvinuta nova a spolehlivda metoda stanoveni sedmi rezidui pesticidl
hexakonazol, flutriafol, triadimenol, tebukonazol, dinikonazol, fipronil a pikoxystrobin
(obr. ¢.9) vpudnich vzorcich pomoci ultrazvukové extrakce v kombinaci s plynovou
chromatografii a hmotnostni spektrometrii. Pfi tomto postupu byly cilové analyty nejprve
extrahovany ze vzorkll pid do acetonitrilu a pro zvySeni ucinnosti extrakce byla pouzita

technika ultrazvuku.

43



OH
Triadimenol Tebukonazol
N
4 =
XN
N OH cl
HO
N. ™
Lo &y
= Cl
F F N
Flutriafol Dinikonazol
N/\
N-J Q)(
Hs N—
OH = NHZ
cl Cl
Hexakonazol Fipronil Pikoxystrobin

Obrazek 9 Chemické struktury analyzovanych pesticidd [75]

Chromatograficka separace byla provedena systémem GC 6890N (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA), kde byla vyuzita kapilarni kolona HP-5MS (30 m x 0,250 mm ID, tloustka filmu
0,25 um).

Do zkumavky o objemu 50 ml bylo navaZeno 5,0 g homogenizované pudy a nésledné ptidano
20 ml acetonitrilu. Zkumavka byla 20 minut extrahovana ve vodni lazni za pomoci ultrazvuku.
Poté bylo vSe odpafeno pod mirnym proudem dusiku pii 35 °C. Na zavér byly zbytky znovu

rozpustény v 0,5 ml smési methanol/voda (7:3).

Vysledky analyzy ukazaly, ze tento postup je vhodny pro stanoveni rezidui vSech sedmi
pesticidi v pudnich vzorcich. Latky flutriafol, triadimenol, tebukonazol, dinikonazol, fipronil
a pikoxystrobin byly zjistény ve vSech ptidnich vzorcich. U latek flutriafol a triadimenol byly
piekroCeny limity pro organochlorové pesticidy a doslo k piekroceni povolenych limiti o 7-
13 % [75].

Dalsi problém, ktery souvisi s pouzivanim pesticidu je to, do jaké miry ovliviiuji pesticidy
lidské zdravi, a predevS§im zdravi déti. Vyzkumnici se shoduji na tom, Ze znaéné mnozstvi
toxickych prvkl miize byt pfijato pfi kontaktu déti s kontaminovanou pidou tim, Ze si do st

strkaji Spinavé ruce a hracky [76]. Zdravi kojenc a déti mize byt pfimo ovlivnéno znecisténou

44



pudou kvili vlastni toxicité a rozSifenému pouzivani riznych pesticidii v méstském prostredi,

zejména v blizkosti détskych hrist’ [77].

Vzorky pid byly odebrany ze ¢tyf vefejnych détskych hiist’. Pro stanoveni Triazind, karbamatd,
dithiokarbamatt, fenolovych herbicida a organochlorovych pesticidi v padach byla vyvinuta
metoda zalozend na plynové chromatografii a hmotnostni spektrometrii ve spojeni
s extrakénimi technikami. Vzorky pad byly nejprve rozemlety. Poté byly vzorky vysuSeny
bezvodym siranem sodnym. Koncentrované roztoky byly dale fedény 10 ml smési hexan:aceton
(1:1). Analyza probéhla za pomoci plynového chromatografu Agilent 7890 propojeného
S hmotnostnim detektorem Agilent MS5975C. Byla pouzita kapildrni kolona HP-5MS (30 m x
0,25 mm ID, tloustka filmu 0,25 pum,). Vytéznost sloucenin se pohybovala v rozmezi 66,8-

88 %.

Maximalni pfipustné koncentrace herbicidii a pesticidt byly vyhodnoceny podle ptedpist
Agentury pro ochranu zivotniho prostfedi (EPA). V pidach na hfisti byly zjistény triaziny
(<0,005 mg/kg), karbamaty (<0,05 mg/kg), dithiokarbamaty (0,5 mg/kg), chlorfenoxy (<0,1
mg/kg). V pudach na détskych hiistich byly zjistény organochlorové pesticidy a organocinové
slou€eniny, pficemz vysledky neptekroCily maximélni pfipustné koncentrace podle predpist

EPA [78].

Yaneva a Mladenov [79] se ve studii z roku 2020 snazili objasnit to, ze i pfes znacnou snahu
omezit pouzivani pesticidii jsme se stale Castéji setkavali s nasledky rozsahlého pouzivani
organochlorovych pesticidt. Pesticidy jsou v pfirod¢ ptitomny piedev§im ve formé vedlejsich

produktil, které vSak Casto predstavuji vétsi riziko neZ pouzity primarni produkt.

Na obsah OCP a jejich metabolitti bylo v ramci studie testovano osm vzorku pud. Vzorky pid
byly odebrany v hloubce 0-10 cm. 10 g pidy bylo navazeno na analytickych vahach, bylo
ptidano 30 ml smési hexan/aceton (4:6) a 50 pl standardu obsahujiciho 10 pg/ml 4,4" DDT.

Vzorky byly 15 minut extrahovany, poté ochlazeny a zfiltrovany.

Stanoveni OCP ve vzorcich pid bylo provedeno plynovou chromatografii S néslednou
identifikaci pomoci detektoru s trojitym kvadrup6lovym hmotnostnim spektrometrem. Byla

pouzita chromatograficka kolona TG-5 sil MS (30 m x 0,25 mm ID x 0,25 um) [79].

Vysledky obsahu organochlorovych pesticidi ve vzorcich pid jsou uvedeny v tabulce ¢.5.
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Tabulka 5 Koncentrace organochlorovych pesticidi ve vzorcich pid [79]

Pesticid Vzorek ¢.

(mg/kg) 1 2 3 4 5 6 7 8

o HCH 0,0025 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 0,00012 <LOD
+0,0008 +0,0005

BHCH 0,0013 <LOD <LOD 0,0091 0,0086 0,0023 <LOD 0,0018
+0,0004 +0,0027 | £0,0033 | £0,0007 +0,0008

u HCH <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

2,4 DDD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

4,4 DDD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

2,4' DDT 0,0013 <LOD 0,0044 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
+0,0005 +0,0017

4,4' DDT <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

1,4' DDE <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

4,4' DDE <LOD 0,0047 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

+0,0017
BHC <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

*LOD-Koncentrace pod mezi detekce

V této souvislosti byla vydana evropskd smérnice 2009/128/ES s cilem posilit kontrolu

pouzivani pesticidi v EU [80]. Vysledky ziskané pro ostatni OCP dostupné ve vzorcich pud

ukazaly, ze zjisténé hodnoty jsou pod hodnotou maximalni pfipustné koncentrace, kterou

zavadi nafizeni EU [81]. Ve vSech analyzovanych vzorcich ptd byla zjisténa ptitomnost

alespoil jednoho z analyzovanych pesticidli, Ve vzorcich piid nebyla zjiSténa pfitomnost

v hexachlorcyklohexanu; a 4,4’ DDD, 4,4' DDT, 4,4' DDE a hexachlorbenzenu.

Z ptedlozenych vysledkid vyplyva, ze ackoli byly tyto latky v nékterych vzorcich nalezeny,

jejich koncentrace byly nizsi nez piipustné limity [79].
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pouzité chemikalie

K optimalizaci podminek metody a naslednému vytvoteni kalibracni fady byly pouzity tyto

chemikalie a rozpoustédla:

Tabulka 6 Pouzité chemikalie

LATKA DODAVATEL
n-hexan Sigma-Aldrich, (Steinheim, Némecko)
Aceton; ¢istota 100 % VWR BDH Chemicals (Sttibrna Skalice,
Ceska republika)

Methanol; ¢istota 99,9 % Sigma-Aldrich, (Steinheim, Némecko)
Toluen; ¢istota 99, 5 % Sigma-Aldrich, (Steinheim, Némecko)
Standardni smés EPA 8081 o koncentraci Sigma-Aldrich, (Steinheim, Némecko)
200 pg/ml

Standardni smé&s EPA 8081 obsahuje 22 latek (1-2,4,5,6-Tetrachlor-m-xylen,; 2- o BHC; 3-
B BHC; 4- Lindan; 5- 8 BHC; 6-Heptachlor; 7- Aldrin; 8- Heptachlorepoxid; 9- y Chlordan; 10-
Endosulfan I; 11- a Chlordan; 12-4,4' DDE; 13- Dieldrin; 14- Endrin; 15- Endosulfan Il; 16-
4,4' DDD; 17- Endrin aldehyd; 18- Endosulfan sulfat; 19-4,4’" DDT; 20- Endrin keton; 21-
Metoxychlor; 22- Dekachlorbifenyl).

2.2 Pristroje a vybaveni

2.2.1 Plynovy chromatograf spojeny s hmotnostnim spektrometrem

Pro analyzu a stanoveni pesticidii byl vyuzivan plynovy chromatograf GC-2010 spojeny
s hmotnostnim spektrometrem GCMS-TQ 8030 od firmy Shimadzu (Kyoto, Japonsko). Jako
hmotnostni analyzator je zde pouzit trojity kvadrupdl. Nosnym plynem je zde Helium 4.9 Linde
(Praha, CR). Dalsi souéasti piistroje je kapilarni kolona znaéky RTx-TNT (Restec, USA)
0 délce 15 m, tloust’ce filmu 0,20 pm a priméru 0,18 mm. K davkovani roztok je vyuzivano

automatického davkovace AOC-5000 Shimadzu (Kyoto, Japonsko).
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Obrazek 10 Plynovy chromatograf spojeny s hmotnostnim spektrometrem (Foto:autor)

2.2.2 Analytické vahy
K vézeni veskerych chemikalii, vzorkt ptid byly pouzivany analytické vahy HR-120-EC: A&D
instruments LTD (Tokyo, Japonsko). Tyto vahy vazi s pfesnosti na desetiny mg.

2.2.3 Ultrazvukova lazen

K extrakcim byla vyuzivdna ultrazvukova ladzen znacky Sonorex spolec¢nosti Bandelin

(Bandelin, Némecko), ktera je zobrazena na obrazku ¢. 11.

Obrdzek 11 Ultrazvukova lazen (Foto: autor)
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2.2.4 Koncentrator EVATERM

Pro odpatovani roztok dusikem byl vyuzivan koncentrator znacky Labicom s.r.o EVATERM
(Olomouc, Ceska republika), ktery je zobrazen na obrazku &. 12.

Obrdzek 12 Koncentrator EVATERM (Foto: autor)
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2.3 Optimalizované separa¢ni podminky

Na uplném zacatku bylo nutné optimalizovat potfebné pracovni podminky separace.

Pro tento ucel byl pouzit standardni roztok smési EPA 8081.Tento roztok byl proméfovan

zapomoci GC-MS v rezimu SCAN. Byly zde hledany optimalni podminky, pii kterych

dochazelo k separaci s potfebnym rozliSenim v co nejlepS§im Case. Nalezené optimalni

podminky spolu s pouzitym teplotnim programem jsou zaznamenany Vv nasledujicich

3 tabulkach ¢. 7,8 a 9.

Tabulka 7 Pouzité podminky pro plynovy chromatograf

GC parametry

Teplota nastriku

250 °C

Maodd kontroly priitoku linearni rychlost
Linearni rychlost 30 cm/s
Celkovy prutok 8,5 ml/s
Délici pomér 1:10
Davkovany objem 1wl
Zpusob nastiiku split
Tabulka 8 Pouzité podminky pro hmotnostni spektrometr
MS parametry

Teplota iontové zdroje 200 °C
Teplota pievodniku 200 °C

Doba méreni

10 min - 21 min

Hodnoty mérenych hodnot m/z

45-500
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Tabulka 9 Pouzity teplotni program

Teplotni program

Teplotni narist [°C/ min]

Konecna teplota [°C]

Doba konstantni teploty

[min]
- 40,0 2,0
15,0 325,0 5,0

Diky nalezenym optimalnim

podminkam byl ziskan chromatogram odpovidajici smési

EPA 8081 (viz. obr. 14). Vsechny latky byly porovnavany s knihovnou hmotnostnich spekter

(Wiley 229 a Nist 11).

V piiloze ¢. 1-22, na stranach 98-105 jsou pfiloZena hmotnostni spektra latek této standardni

smési.

Jednotlivé piky odpovidaji retenénim ¢asiim latek, které jsou zaznamenany V tabulce ¢. 10.
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Obradzek 13 Chromatogram smési EPA 8081 (1-2,4,5,6-Tetrachlor-m-xylen,; 2- o BHC; 3- p BHC; 4- Lindan; 5-
& BHC; 6-Heptachlor; 7- Aldrin; 8- Heptachlorepoxid; 9- y Chlordan; 10- Endosulfan I; 11- a Chlordan; 12-4,4’
DDE; 13- Dieldrin; 14- Endrin; 15- Endosulfan 1l; 16-4,4’' DDD; 17- Endrin aldehyd; 18- Endosulfan sulfat; 19-
4,4’ DDT,; 20- Endrin keton; 21- Metoxychlor; 22- Dekachlorbifenyl)
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Tabulka 10 Retencni ¢asy latek smési EPA 8081

Latka Retencni ¢as [min]
2,4,5,6-Tetrachlor-m-xylen 11,569
a BHC 12,088
B BHC 12,415
Lindan 12,551
6 BHC 12,792
Heptachlor 13,606
Aldrin 14,079
Heptachlorepoxid 14,570
v Chlordan 14,868
Endosulfan | 14,950
a Chlordan 15,074
4,4' DDE 15,324
Dieldrin 15,370
Endrin 15,630
Endosulfan 11 15,714
4,4 DDD 15,824
Endrin aldehyd 15,930
Endosulfan sulfat 16,231
4,4' DDT 16,296
Endrin keton 16,787
Metoxychlor 16,963
Dekachlorbifenyl 19,083
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2.4 Analyza v SIM modu

Poté, co se dosahlo vhodné separace danych latek v rezimu SCAN, byly vyuzity vhodné

kvantifikatory a referencni ionty, které jsou potfebné pro méteni v SIM rezimu. Selektivni

monitorovani iont (SIM) je mnohem citlivé;si.

To vSe je zplisobeno propousténim predem urceného iontu o dané efektivni hmotnosti pres

trojity kvadrup6l. Pii méfeni v tomto rezimu byl pouzit roztok standardni smési EPA 8081

a hexanu v objemovém poméru 1:1.

V tabulce ¢. 11 jsou uvedeny ptislusné ionty.

Tabulka 11 Seznam kvantifikatort a referen¢nich iontt

Latka Kvantifikator Ref. lont 1 Ref. lont 2
[m/z] [m/z] [m/z]
2,4,5,6-Tetrachlor-m-xylen 207 244 209
o BHC 181 219 183
B BHC 181 219 183
Lindan 181 219 183
0 BHC 181 219 183
Heptachlor 100 272 236
Aldrin 66 263 190
Heptachlorepoxid 353 263 281
v Chlordan 373 237 265
Endosulfan | 159 195 125
a Chlordan 373 237 265
4,4' DDE 246 318 248
Dieldrin 79 263 51
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Latka Kvantifikator Ref. lont 1 Ref. lont 2
[m/z] [m/z] [M/z]
Endrin 81 263 190
Endosulfan 11 159 195 125
4,4 DDD 235 165 199
Endrin aldehyd 67 345 209
Endosulfan sulfat 272 229 159
4,4' DDT 235 165 199
Endrin keton 67 317 281
Metoxychlor 227 212 141
Dekachlorbifenyl 498 428 357

2.5 Tvorba MRM metody

Po ziskani SIM chromatogramu byla vytvofena metoda v reZimu skenovani produktovych
iontt (PIS), kde je vyuzivan trojity kvadrupdl, zde mame vstupni iont, ktery projde prvnim
kvadrupodlem. Ve druhém kvadrup6lu nastava rozpad propusténého iontu, nebot” dojde ke stretu
S nabitymi molekulami kolizniho plynu, v tomto pfipad€ se jednd o argon. Druhy kvadrupol
je nastaven na danou hodnotu kolizni energie. V poslednim kvadrupélu probiha analyza

produktt daného iontu.

V rezimu PIS byla smés zméfena pii riiznych koliznich energii. Pro tento ucel bylo nastaveno
12 rtznych koliznich energii v rozmezi hodnot 5 az 60 V. Takto ziskané podminky byly vyuzit
pro ziskani dat k vytvofeni vhodné metody méfici v rezimu MRM (Multiple reaction
monitoring). Tyto zaznamy byly poté vyhodnoceny programem MRM/SIM Optimization Tool,
ktery ma za kol navrhnout ty pfechody vstupnich iontl, kdy produkované ionty poskytovaly

ty nejintenzivnéjsi hodnoty.
V tabulce ¢. 12 jsou uvedeny vybrané piechody jednotlivych latek.
Grafické znazornéni téchto prechodii a vhodnych energii pro danou MRM metodu je ptilozeno

Vv ptilohach ¢. 23-44.
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Tabulka 12 Seznam vybranych pfechodi pro MRM

Latka Vybrané piechody Kolizni energie

[Vl

2,4,5,6-Tetrachlor-m-xylen 207 - 136 20
244> 209 15

207> 172 15

a BHC 181 - 145 15
219 > 182 10

181 - 109 25

B BHC 181 > 145 15
219 > 182 10

181 > 109 25

Lindan 181 - 145 15
219 > 182 10

181 - 109 25

3 BHC 181 > 145 15
219 > 182 10

181 > 109 25

Heptachlor 100 - 65 15
272 > 236 20

272 2234 20

Aldrin 263 > 192 30
263 > 190 30

263 > 227 20

Heptachlorepoxid 353 2 262 20
353 > 282 20

353 > 22 25

v Chlordan 373 > 265 25
373 > 265 30

373 > 264 25

Endosulfan | 195 - 125 25
195 > 125 25

195 > 160 10
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Latka Vybrané pi‘echody Kolizni energie
[Vl
a Chlordan 373 > 265 25
373 > 265 30
373 > 264 30
4,4' DDE 246 > 176 25
318 > 248 25
318 > 246 25
Dieldrin 79->77 15
79 > 51 25
263 - 193 30
Endrin 263 > 192 30
263 > 190 35
81> 53 15
Endosulfan 11 195> 125 25
195 > 125 25
195 - 159 10
4,4' DDD 235 > 165 25
235> 199 20
235 > 163 45
Endrin aldehyd 67 = 65 10
345 > 209 35
245 > 245 20
Endosulfan sulfat 272 > 236 20
229 > 159 30
229 > 157 30
4,4' DDT 235 > 165 25
235> 199 20
165 - 163 30
Endrin keton 317 = 101 20
317 > 281 10
317 > 245 20
Metoxychlor 227 - 169 25
227 > 141 30
227 2> 212 15
Dekachlorbifenyl 498 > 428 35
428 - 357 35
428 - 355 35
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2.6 Optimalizace extrakce

Pfed samotnou analyzou realnych vzorki bylo potieba stanovit optimalni podminky pro jejich
extrakci za pomoci ultrazvuku. Pro tyto ucely bylo nejprve potieba vybrat vhodna rozpoustédla
a nasledné byl vybran jejich spravny pomér. V téchto experimentech byl porovnavan aceton,

hexan a toluen, viz. tabulka ¢. 13.

Byla sestavena tabulka kombinujici objemy rozpoustédel. Poté probéhla extrakce za danych
podminek a ziskana data byla statisticky vyhodnocena. Vyhodnoceni probihalo za pomoci
programu Statistica 12 (firma StatSoft, Praha, CR), kdy byl vybran nejvhodng&jsi pomér

rozpoustédel.

Tabulka 13 SloZeni smési pro optimalizaci, navrh simplex centroid + vnitini body

Pokus SloZeni extrakéni smési
Aceton Hexan Toluen
[%] [%] [%]
1 100,00 0,00 0,00
2 0,00 100,00 0,00
5 50,00 0,00 50,00
8 66,66 16,66 16,66
3 0,00 0,00 100,00
10 16,66 16,66 66,66
7 33,33 33,33 33,33
9 16,66 66,66 16,66
4 50,00 50,00 0,00
6 0,00 50,00 50,00

Dale bylo potteba zvolit optimalni ¢as vzorki v ultrazvukové 1azni a objem extrak¢éniho ¢inidla.
Pro tyto ucely byly opét v programu Statistica 12 vygenerovany hodnoty, které jsou uvedeny
v tabulce ¢. 14. Tabulka nabizela nékolik moznych variant. VSechny tyto moznosti byly

prométeny a nasledné byla vybrana nejefektivnéjsi varianta.
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Tabulka 14 Hodnoty pro optimalizaci objemu extrak¢niho ¢inidla a doby extrakce

Pokus 2"(2) centr. Kompozitni + 2 center na blok

Blok Doba Objem

[min] [mI]

6(C) 1 30,00 20,00
9 2 51,21 20,00
5(C) 1 30,00 20,00
13 (C) 2 30,00 20,00

10 2 30,00 5,85
11 2 30,00 34,14
14 (C) 2 30,00 20,00
12 (C) 2 30,00 20,00
8 2 8,78 20,00

3 1 45,00 10,00

1 1 15,00 10,00

2 1 15,00 30,00
7(C) 1 30,00 20,00
4 1 45,00 30,00

Po extrakci bylo potieba provést filtraci vzorku. Piefiltrovany vzorek bylo potieba odpafit

do sucha pod proudem dusiku. K tomuto ucelu poslouzil koncentrator EVATERM (Labicom

s.r.0., Olomouc, CR). Béhem odpafovéni byl vzorek zahiivan na teplotu 43°C. Suchy odparek

byl rozpoustén ve 150 pl hexanu. Takto pfipravené roztoky byly pfipraveny k nasledné analyze.

Vysledky téchto méteni jsou dale diskutovany v kapitole 3.1 na strané 61.
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2.7 Readlné vzorky — odbér

Pro potfeby diplomové prace bylo odebrano 10 redlnych vzorkli ptid, které byly nasledné

podrobeny analyzam vedoucim ke stanoveni obsahu pesticidli v pudéch.

Pidni vzorky byly odebrany lopatkou, poté byly ponechany v suchém prostiedi, aby mohly
vzorky vyschnout. Bylo odebrano 50 g kazdého pudniho vzorku. Vzorky pid byly poté prosety
(6 mm) a skladovany pii pokojové teploté az do doby analyzy.

Pro potieby extrakce a nasledné analyzy byl vzdy navazen pouze 1 g redlného vzorku.

V tabulce ¢. 15 jsou zaznamenany lokality odkud byly realné vzorky odebrany.

Tabulka 15 Seznam mist odbéru realnych vzorkd

Vzorky Lokalita GPS souradnice

1 Pole v obci Jemnice 49,0112403N
15,5959117E

2 Zahrada v obci Jemnice 49,0172564N
15,5858694E

3 Lesni struha u obce Lhotice 49,0356706N
15,6208828E

4 Lesni plocha u obce Pise¢né 48,9465583N
15,4903881E

5 Pole u obce Budkov 49,0009472N
15,5904344E

6 Lesni plocha u obce Budkov 49,0386739N
15,6278781E

7 Pole u obce Panenska 48,9981597N
15,4992394E

8 Lesni struha u obce Piseéné 48,9401881N
15,5085733E

9 Lesni cesta u rybnika Zadéra 49,0511811N
15,6061528E

10 Lesni plocha u obce 48,9944469N
Panenska 15,4817842E
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Pro vétsi prehlednost je na obrazku €. 14 ptfiloZzend mapa, do které jsou zaznamenany mista,
ze kterych byla ptida odebrana. Vzorky byly odebrany v okoli 20 km od mésta Jemnice (okres
Ttebi¢). Vzorky byly odebirany na polich, lesnich struhach, lesnich plochach a zahradg¢.
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Obrdzek 14 Mapa odbéru realnych vzorka

Jednotlivé vzorky byly podrobeny nejdiive extrakci. Zde byla jako rozpoustédlo pouzita smés
Hexan: Toluen (v poméru 60: 40). Smés byla zfiltrovana pres filtracni papir. Poté byl obsah

extraktu odpaten pod proudem dusiku a poté byl odparek pteveden na objem 150 pl.

Vysledky analyz realnych vzorki jsou diskutovany v kapitole 3.2.3 na strané 70.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Optimalizace extrakénich podminek

Data pro ziskéni optimalnich podminek k extrakci vzorkli byla zpracovéana v programu
Statistica 12. V tomto programu byl vyuzit centralni kompozitni program. Pro tcéely tohoto

programu byly vyuzity plochy pikil z predeslych méteni.

Vybér extrakéniho rozpoustédla je klicovym krokem ovliviiujicim ucinnost extrakce ptidnich
vzorki. Extrakéni rozpoustédlo by mélo mit spravnou polaritu odpovidajici analytim a mélo

by byt schopno u¢inné extrahovat pesticidy z pidnich vzorka [78].

Optimalni podminky pro extrakci byly uréeny na zakladé vysledkt statistického programu
a to tak, ze nejvhodnéjsi kombinaci extrakénich ¢inidel jsou hexan a toluen, a to v poméru

60:40. Kritériem pro stanoveni optimalnich podminek byla suma ploch jednotlivych latek.

Kombinace extrakénich ¢inidel jsou graficky znazornéné na obrazku ¢.15.
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Obrazek 15 Zavislost extrakéniho ¢inidla, Vhodnosti povrch/vrstevnice 1
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Pro urceni vhodnych extrakcnich ¢ast v ultrazvukové 1azni a vhodného objemu extrakéniho
¢inidla byly vyuzity vysledky méfeni, které vychazely z vysledkt provedenych experimentd
Z tabulky ¢. 14.

Z obrazku ¢. 16 vyplyva, Ze otpimalni cas extrakce v ultrazvukové lazni byl stanoven
na 23 minut a celkovy objem cinidla je 15 ml. Kritériem pro stanoveni optimalnich podminek

byla suma ploch jednotlivych latek.

Obrazek 16 Zavislost modelu na zméné objemu a ¢asu, Vhodnosti povrch/vrstevnice; Metoda: Spline
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3.2 Kalibracni zavislost

Pro potieby méfeni redlnych vzorkl byly vytvoreny kalibracni roztoky v rozsahu koncentraci
0,1 — 100 ng/ml. Kalibra¢ni roztoky byly pfipraveny postupnym odebiranim vypocitaného
objemu z jiz pfipraveného standardniho roztoku smési EPA 8081 o koncentraci 200 pg/ml.

Meéieni probihalo v médu MRM.

Byla proméiena kalibra¢ni fada o koncentracich 0,1 ng/ml; 1 ng/ml; 10 ng/ml; 25 ng/ml;
50 ng/ml; 75 ng/ml; 100 ng/ml.

Pro kazdou latku ze standardni smési EPA 8081 byla sestavena samostatna kalibra¢ni zavislost.

Kalibra¢ni zavislost byla sestavena vzdy z priméru 3 hodnot méfent.

Graf kalibra¢ni piimky pro TCMX je zobrazen na obrazku ¢. 17. Grafy kalibra¢nich zavislosti

ostatnich latek jsou zobrazeny v piiloze ¢. 45-65.
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Obrdzek 17 Kalibracni pfimka pro TCMX

Parametry kalibracnich ptimek vSech latek jsou pro piehlednost sepsany jednotné v tabulce

¢. 19. Jsou zde také uvedeny hodnoty pro mez stanovitelnosti (LOQ) a pro mez detekce (LOD).

cvwr

LOD-Limit detekce — tfetina LOQ [82]
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Tabulka 16 Parametry kalibra¢ni pfimky

Koncentraéni Rovnice regrese R? LOQ LOD
rozsah (ng/ml) (ng/ml)
(ng/ml)
TCMX 0,1-100 y=1277,04x + 1 796,03 0,9803 0,1 3,33x1072
a BHC 0,1-100 y=1537,6x —2 294 0,9978 0,1 3,33x107?
B BHC 0,1-100 y=995,69x + 7671,2 0,9983 0,1 3,33x107?
Lindan 0,1-100 y=2 048,29x + 10 415,48 0,9923 0,1 3,33x1072
6 BHC 0,1-100 y=5611,26x + 44 526,87 0,9822 0,1 3,33x1072
Heptachlor 0,1-100 y=578,45x + 30841 0,9944 0,1 3,33x1072
Aldrin 0, 1-100 y=1963,94x + 13 705,16 0,9874 0,1 3,33x1072
Heptachlorepoxid 0,1-100 y=10 248x + 220 565 0,9981 0,1 3,33x1072
v Chlordan 0,1-100 y=397,41x + 24 077 0,9963 0,1 3,33x1072
Endosulfan | 0,1-100 y=359,55x + 4 567,8 0,9852 0,1 3,33x1072
0. Chlordan 0,1-100 y=364,63x+ 21 293 0,9956 0,1 3,33x1072
4,4 DDE 0,1-100 y=909,32x + 1 173,94 0,9916 0,1 3,33x1072
Dieldrin 0,1-100 y=1 306,5x + 1 2496 0,9993 0,1 3,33x1072
Endrin 0,1-100 y=532,84x + 6 009,6 0,9981 0,1 3,33x1072
Endosulfan 11 0,1-100 y=179,93x + 1 687,1 0,9781 0,1 3,33x1072
4,4 DDD 0,1-100 y=926,53x +3 498,6 0,9983 0,1 3,33x107
Endrin aldehyd 0,1-100 y=193,19x + 2 941,8 0,9885 0,1 3,33x1072
Endosulfansulfat 0,1-100 y=5 406,5x + 331 121 0,9991 0,1 3,33x1072
4,4 DDT 0,1-100 y=6 063,1Xx + 64 664 0,9984 0,1 3,33x1072
Endrin keton 0,1-100 y=294,71x + 6 881,4 0,9995 0,1 3,33x1072
Metoxychlor 0,1-100 y=792,94x + 6 754,1 0,9886 0,1 3,33x1072
Dekachlorbifenyl 0,1-100 y=4 891,2x + 35 997 0,9966 0,1 3,33x1072

Vsechny body kalibra¢nich ptimek splnili podminky validace. Pfipustna odchylka méfeni

pii validaci prvniho bodu v kalibra¢ni fadé€ nepieséhla 20 % a ostatni body kalibracni kiivky

nepresahly odchylku 15 % [82].

Vysledky validace jsou uvedeny niZe v tabulce ¢.17

»  Odchylka (%)= [100 — ((

Koncentrace vypoclitana

Koncentrace predpokladana

) x 100)|
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Tabulka 17 Validace metody

Odchylka (%)

Koncentrace

0,1 1 10 25 50 75 100
ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml

TCMX 3,85 6,84 9,03 8,51 0,99 3,20 1,60

a BHC 2,23 6,87 4,87 1,87 2,33 2,69 3,87

B BHC 4,76 2,99 2,87 4,63 1,48 8,93 7,63
Lindan 6,58 0,29 10,27 7,08 1,36 0,34 0,19

46 BHC 9,11 0,03 3,08 6,79 2,05 2,50 1,52
Heptachlor 9,83 6,32 6,41 2,26 0,17 4,52 2,50
Aldrin 1,38 5,73 6,18 9,09 0,19 6,17 3,01
Heptachlorepoxid 7,98 574 2,87 3,98 3,94 4,24 1,98
v Chlordan 10,7 14,72 6,98 6,49 3,60 1,44 0,38
Endosulfan | 8,87 7,44 10,98 4,87 8,93 2,92 1,67

a Chlordan 14,23 9,32 13,66 3,51 3,84 1,65 0,11
4,4 'DDE 13,19 9,04 3,93 5,98 1,01 3,29 1,77
Dieldrin 3,34 0,83 7,42 2,83 5,85 1,83 7,03
Endrin 4,83 2,83 1,99 0,87 8,09 3,93 0,98
Endosulfan 11 1,73 4,93 0,74 3,87 3,74 2,98 2,87
4,4 'DDD 7,93 3,93 2,13 8,93 8,01 3,98 3,94
Endrin aldehyd 5,02 9,83 7,94 4,83 7,09 1,06 3,87
Endosulfansulfat 4,73 3,82 2,87 4,98 3,23 2,92 4,83
4,4'DDT 12,67 14,71 7,24 2,59 7,00 2,43 0,14
Endrin keton 9,83 11,84 5,59 4,92 3,83 9,74 1,87
Metoxychlor 2,87 1,09 4,87 3,98 3,87 7,84 0,09
Dekachlorbifenyl 1,94 0,37 7,53 0,25 4,33 1,22 1,83

65



3.2.1 Ovéreni vhodnosti navrzené metody
Po vyhodnoceni vhodnych extrakénich podminek bylo nutné ovéfit, zda byly dané podminky
zvoleny spravné a budeme moci dosahnout spravnych vysledkt pti analyze redlnych vzorki.

V tomto kroku byla ovéfovana pouze ztrata pii odpafovani.

Bylo odméteno 15 ml smési hexan/toluen (40:60). Ke smési bylo piidano 100 ul standardu
smési EPA 8081 o koncentraci 200 pg/ml tato smés byla 23 minut extrahovana v ultrazvukové
lazni. Poté byl obsah extraktu odpafen pod proudem dusiku. Extrakt byl odpaien b&hem
3 hodin. Odparek byl poté pieveden na objem 150 ul hexanu. S takto pfipravenym vzorek byla
poté provedena GC-MS analyza.

Byly pfipraveny celkem 3 extrakty a kazdy extrakt byl poté 3 x prométen.

Ze ziskanych zprimérovanych ploch byla stanovena odchylka a extrakéni u€innost.

Koncentrace vypocitana

e Odchylka (%)= |100 —(( ) 100)|

Koncentrace predpokladana
e Extrakéni Géinnost (%) = 100 — odchylka

Tabulka 18 VytéZznost extrakce pii ovéfeni vhodnosti méfeni 1

Vytéznost extrakce (%0)
TCMX 91,13+0,31 4,4 'DDE 91,16+1,83
aBHC 92,87+0,09 Dieldrin 92,84+1,01
BBHC 90,38+1,2 Endrin 94.83+1,64
Lindan 88.,83+0,33 Endosulfan 11 91,54+1,84
6 BHC 92,82+0,88 4,4 'DDD 92,98+0,98
Heptachlor 93,11+1,01 Endrin aldehyd 90,03+2,06
Aldrin 92,84+1,34 Endosulfansulfat 89.66+1,66
Heptachlorepoxid 93,44+0,04 4,4 'DDT 90,3243,21
v Chlordan 95,84+0,43 Endrin keton 95,23+0,87
Endosulfan | 89,32+1,39 Metoxychlor 92,11+1,43
o Chlordan 90,43+0,98 Dekachlorbifenyl 90,04+1,02

Uginnost metody se pohybovala v intervalu 88,83 % - 95, 84 %
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Diky vysledkiim, které jsou uvedeny v tabulce ¢. 18 mizeme usoudit, Ze tyto zvolené extrakéni

podminky, které se tykaly pouze odparovani jsou vhodné pro nésledujici analyzy.

Dalsi varianta, kterd byla pfed analyzou redlnych vzork zvazovana, byla ta, ze vzorky
po extrakci nebudou odpateny pod proudem dusiku, ale pouze v koncentratoru EVATERM

(Labicom s.r.0., Olomouc, CR) pfi teploté 43 °C.

Bylo tedy odméfeno 15 ml smési hexan/toluen (40:60). Ke smési bylo ptidano 100 ul standardu
smési EPA 8081 o koncentraci 200 pg/ml tato smés byla 23 minut extrahovana v ultrazvukové
lazni. Poté byl obsah extraktu odpafovan. Po 12 hodinach odpafovani nedoslo k uplnému
odpaieni extraktu. Experiment byl po 12 hodindch ukoncen bez nésledné analyzy. V tomto
ptipadé doslo k vyrazné Casové ztraté a tato metoda poté pozastavena. Z tohoto méfeni miizeme

usoudit, ze takto zvolené podminky nejsou vhodné pro nasledujici analyzy.
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3.2.2 Uméle kontaminované vzorky

V dalsim kroku bylo nezbytné provést vypocet extrakéni ucinnosti uméle kontaminovanych

vzorku.

Pudni vzorek byl odebran lopatkou. Bylo odebrano 50 g pidy. Poté byl ptidni vzorek ponechan
V suchém prostiedi, aby mohl vyschnout. Vzorek pudy byly poté proset (6 mm) a skladovan
pii pokojové teploté¢ az do doby analyzy. Probéhla extrakce Cistého vzorku, u kterého doslo

K potvrzeni, ze vzorek neobsahoval zadnou z latek.

Byly ptipraveny 3 uméle kontaminované vzorky. Pfislusné objemy standardu smési EPA 8081
0 koncentraci 200 ug/ml byly pridany k 1g pidy. Poté byly pfipravené vzorky podrobeny
extrakci. Roztoky mély stanovenou koncentraci 100 ng/ml, 75 ng/ml a 50 ng/ml. Zde byla
pouzita smés Hexan: Toluen (v poméru 60: 40). Smés byla poté zfiltrovana ptes filtracni papir.
Dale byl obsah extraktu odpafen pod proudem dusiku a poté byl odparek pireveden na objem
150 pl.

Vysledny extrakt byl 3x proméfen. Ze ziskanych zprimérovanych ploch byla stanovena

odchylka a extrakéni Géinnost.

. Odchylka (%): |100 _ (( Koncentrace vypoclitana ) % 100)|

Koncentrace predpokladana
e Extrak¢ni G¢innost (%) = 100 — odchylka

Utinnost metody se pohybovala v intervalu 78,18 % - 95, 66 %. Nejvétsi vytéznosti bylo
ziskano u latky Metoxychlor pfi koncentraci 75 ng/ml. Naopak nejmensi vytéznost extrakce

byla zjisténa u latky Endosulfan I pti koncentraci 50 ng/ml.

Vysledky vsech extrak¢nich ucinnosti jsou zaznamenany v tabulce ¢. 19.
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Tabulka 19 VytéZznost extrakce uméle kontaminovanych vzorkt

Vytéznost extrakce (%0)

100 ng/ml 75 ng/ml 50 ng/ml
TCMX 90,64+0,23 92,22+0,91 88,76+2,72
a BHC 85,92+2,87 87,83+0,12 83,62+1,09
 BHC 89,34+1,98 92,64+1,81 84,98+1,98
Lindan 90,33+0,98 89,46+0,71 88,74+0,15
o BHC 88,31+2,82 91,44+1,02 87,32+1,71
Heptachlor 91,15+1,09 93,57+0,56 89,79+1,67
Aldrin 87,16+0,98 88,98+2,81 86,93+2,01
Heptachlorepoxid 91,43+1,23 92,53+1,07 90,24+1,76
v Chlordan 93,00+2,81 93,53+0,33 92,32+0,76
Endosulfan I 82,42+3,72 79,55+1,18 78,18+1,12
a Chlordan 82,63+1,08 85,92+2,32 81,93+0,09
4,4 'DDE 87,36+1,18 89,94+0,76 90,14+1,76
Dieldrin 91,85+2,15 92,48+1,32 91,48+0,98
Endrin 92,26+3,16 93,64+1,09 90,82+1,09
Endosulfan 1 87,88+0,65 89,72+0,91 86,97+8,73
4,4 'DDD 88,96+1,31 90,25+1,84 85,44+2,09
Endrin aldehyd 91,22+2,02 92,46+1,34 90,83+0,98
Endosulfansulfat 84,33+1,16 86,41+0,06 82,96+1,12
4,4'DDT 89,34+0,67 91,47+1,05 88,97+1,14
Endrin keton 88,95+0,04 90,90+0,46 87,92+1,98
Metoxychlor 90,80+0,14 95,66+1,17 89,85+1,11
Diieeristeris 89,92+1,89 90,53+1,36 86,86+0,14




3.2.3 Realné vzorky

V ramci méteni nalezicich diplomové praci bylo odebrano 10 redlnych vzorkt ptd, které byly
pifevezeny na Katedru analytické chemie Univerzity Pardubice. Vzorky byly nejdiive
extrahovany a poté méfeny za pomoci GC-MS. Pii tomto méfeni bylo ukolem zjistit, zda pidy

obsahovaly latky ze standardni smési EPA 8081.
Lokality odkud byly jednotlivé vzorky odebrany jsou blize popsany v kapitole 2.7, tabulka ¢.15.

Nejprve byl navazen 1 g zkoumané piidy a poté bylo ke vzorku piidy ptidano extrakéni Cinidlo.
Jednotlivé vzorky byly podrobeny extrakci. Zde byla jako rozpoustédlo pouzita smés Hexan:
Toluen (60: 40). Objem extrak¢niho ¢inidla byl 15 ml a ¢as extrakce v ultrazvukové lazni byl
23 minut. Extrakt byl poté piefiltrovan ptes filtra¢ni papir. Dale byl obsah extraktu odpaten pod
proudem dusiku a odparek byl pifeveden na objem 150 ul hexanu. Vzorek byl navazen
a extrahovan celkem 3x. Extrakty realnych vzork byly proméieny celkem 3x a vysledné
plochy byly zprimérovany. Vysledky jsou uvadény po piepoctu na extrakéni ucinnost
pro danou latku.

Cilem prace bylo stanovit koncentrace pesticidi v pudach. Pravidla pro pouzivani pesticidi
najdeme v natizeni Evropského parlamentu 396/2005 ze dne 23. inora 2005 o maximalnich
limitech pesticidii v potravinach a krmivech rostlinného a Zivoc¢isného puvodu a na jejich

povrchu [83].

Ze ziskanych ploch byla stanovena koncentrace latky v extraktu a poté byla vypocitana

koncentrace pesticidu v padé:

pramérna plocha—usek

e Koncentrace latky v extraktu = —
smernice

Koncentrace latky v extraktux0,15

e Koncentrace pesticidu v pude =

Vytéinost extrakce uméle kontaminovaného vzorku

Vzorek pidy ¢. 1 byl odebran na poli vobci Jemnice (49,0112403N; 15,5959117E).
Na obrazku ¢. 18 muzeme vidét chromatogram, podle kterého bylo identifikovano celkem
7 latek. Latky y Chlordan, 4,4' DDT a dekachlorbifenyl byly detekovany pod mezi kvantifikace.
Pik s retencnim casem 11,49 min odpovidal latce TCMX jejiZz koncentrace v extraktu byla

5,64 ng/ml. Z tohoto vysledku vyplyva, ze v padé je koncentrace pesticidu 0,95+0,015 ng/g.
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Ve vzorku pudy €. 1 nedoslo k prekroceni limitu pro obsah TCMX v piidé, nebot’ Vyhlaska
153/2016 Sb. uruje maximalni limit pro obsah TCMX ve vysi 0,02 mg/kg susiny [84]. Pik
sreten¢nim ¢asem 12,72 min odpovidal latce & BHC jejiz koncentrace v extraktu byla
99,10 ng/ml. Z tohoto vysledku vyplyva, ze v pud¢ je koncentrace pesticidu 16,83+0,77 ng/g.
Ve vzorku pudy ¢. 1 nedoslo k ptekroéeni limitu pro obsah 6 BHC v pidé, nebot’ Vyhlaska
153/2016 Sb. uréuje maximalni limit pro obsah 6 BHC ve vysi 0,02 mg/kg susiny [84]. Pik
sreten¢nim ¢asem 13,55 min odpovidal latce heptachlor jejiz koncentrace v extraktu byla
32,18 ng/ml. Z tohoto vysledku vyplyva, ze v pad¢ je koncentrace pesticidu 5,37+0,055 ng/g.
Ve vzorku pudy ¢. 1 nedoslo k piekroéeni limitu pro obsah heptachloru v pidé, nebot’ Vyhlaska
13/1994 Sb. urc¢uje maximalni limit pro obsah heptachloru ve vysi 0,01 mg/kg [85]. Pik
s reten¢nim ¢asem 15,02 min odpovidal latce o Chlordan jejiz koncentrace v extraktu byla
25,44 ng/ml. Z tohoto vysledku vyplyva, Ze v pid¢ je koncentrace pesticidu 4,65+ 0,085 ng/g.
Ve vzorku pudy ¢. 1 nedoslo k piekroceni limitu pro obsah o Chlordanu v ptidé, nebot’ Vyhlaska
13/1994 Sb. uréuje maximalni limit pro obsah a Chlordanu ve vysi 0,01 mg/kg [85]. Souhrn

vSech latek je uveden v tabulce ¢. 20 na strané 82.

(x100,000)

Obrazek 18 Chromatogram vzorku 1: 1- TCMX; 2- § BHC; 3—Heptachlor; 4-y Chlordan; 5-a Chlordan;
6-4,4' DDT; 7-Dekachlorbifenyl

Vzorek pidy ¢ 2 byl odebran ze zdhonku na zahradé vobci Jemnice
(49,0172564N;15,5858694E). Na obrazku ¢. 19 mizeme vidét chromatogram, podle kterého
bylo identifikovano celkem 5 latek. Pik s reten¢nim ¢asem 11,51 min odpovidal latce TCMX
jejiz koncentrace v extraktu byla 68,65 ng/ml. Ztohoto vysledku vyplyva, ze v pudé
je koncentrace pesticidu 11,16+0,02 ng/g. Ve vzorku pudy ¢. 2 nedoslo k piekroceni limitu pro
obsah TCMX v pudg, nebot’ Vyhlaska 153/2016 Sb. ur¢uje maximalni limit pro obsah TCMX
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ve vysi 0,02 mg/kg suSiny [84]. Pik s retencnim casem 12,71 min odpovidal latce 6 BHC jejiz
koncentrace v extraktu byla 63,44 ng/ml. Z tohoto vysledku vyplyva, ze v pudé je koncentrace
pesticidu 10,41+0,15 ng/g. Ve vzorku pudy ¢. 2 nedoslo k piekro¢eni limitu pro obsah 8 BHC
v pud¢, nebot’ Vyhlaska 153/2016 Sb. uréuje maximalni limit pro obsah 6 BHC ve vysi
0,02 mg/kg susiny [84]. Pik s reten¢nim ¢asem 16,28 min odpovidal latce 4,4" DDT jejiz
koncentrace v extraktu byla 954,03 ng/ml. Koncentrace extraktu vysla mimo rozsah kalibra¢ni
kiivky. Méfeny roztok bylo nutné nafedit. Z tohoto vysledku vyplyva, ze v pudé je koncentrace
pesticidu 160,18+6,1 ng/g. Ve vzorku pidy ¢. 2 doslo k piekroceni limitu pro obsah 4,4’ DDT
v padé, nebot’ Vyhlaska 153/2016 Sb. urCuje maximalni limit pro obsah 4,4’ DDT ve vysi
0,075 mg/kg [84]. Pik s reten¢nim ¢asem 18,97 min odpovidal latce dekachlorbifenyl jehoz
koncentrace v extraktu byla 474,01 ng/ml. Koncentrace extraktu vysla mimo rozsah kalibra¢ni
ktivky. Méfeny roztok bylo nutné nafedit. Z tohoto vysledku vyplyva, ze v padé je koncentrace
pesticidu 79,07+0,475 ng/g. Ve vzorku pudy ¢. 2 doslo k piekroéeni limitu pro obsah
dekachlorbifenylu v pidé, nebot’ Vyhlaska 153/2016 Sb. urcuje maximalni limit pro obsah
dekachlorbifenylu ve vysi 0,02 mg/kg [84]. Latka Endosulfansulfat byla detekovana pod mezi

kvantifikace. Souhrn vsech latek je uveden v tabulce ¢. 20 na strané 82.

Zahrada se nachézi na okraji mésta v pifimé blizkosti pole. Z toho lze vyvodit, Ze herbicidy

ve vzorku zde mohou byt zavleceny blizkou zemédé€lskou €innosti.

(1.000,000)

4

s 190
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Obrdzek 19 Chromatogram vzorku 2:1-TCMX; 2-6 BHC; 3-Endosulfansulfat; 4-4,4' DDT; 5-Dekachlorbifenyl

Vzorek pudy ¢. 3 byl odebran v lesni struze u obce Lhotice (49,0356706N; 15,6208828E).
Na obrazku ¢. 20 mizeme vidét chromatogram, podle kterého bylo identifikovano celkem
8 latek. Pik s reten¢nim ¢asem 11,51 min odpovidal latce TCMX jejiz koncentrace v extraktu

byla 2,61ng/ml. Z tohoto vysledku vyplyva, ze v pad¢ je koncentrace pesticidu 0,44+0,01 ng/g.
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Ve vzorku pudy ¢. 3 nedoslo k prekroceni limitu pro obsah TCMX v pid¢€, nebot’ Vyhlaska
153/2016 Sb. ur¢uje maximalni limit pro obsah TCMX ve vysi 0,02 mg/kg susiny [84]. Pik
sreten¢nim ¢asem 12,74 min odpovidal latce & BHC jejiz koncentrace Vv extraktu byla
32,28 ng/ml. Tento vysledek znali to, ze v pudé je koncentrace pesticidu 5,54+0,035 ng/g.
Ve vzorku pudy ¢. 3 nedoslo k piekroceni limitu pro obsah & BHC v pudé€, nebot’ Vyhlaska
153/2016 Sb. ur¢uje maximalni limit pro obsah 8 BHC ve vysi 0,02 mg/kg susiny [84]. Pik
s reten¢nim Casem 14,85 min odpovidal latce y Chlordan jejiz koncentrace v extraktu byla
16,11 ng/ml. Z tohoto vysledku vyplyva, Ze v pud¢ je koncentrace pesticidu 2,61+ 0,02 ng/g.
Ve vzorku pudy ¢. 3 nedoslo k ptekroceni limitu pro obsah y Chlordanu v pid¢, nebot’ Vyhlaska
13/1994 Sb. uréuje maximalni limit pro obsah y chlordanu ve vysi 0,01 mg/kg [85].
Pik s reten¢nim ¢asem 15,04 min odpovidal latce a Chlordan jejiz koncentrace v extraktu byla
67,52 ng/ml. Tento vysledek znaci to, Ze v pud¢ je koncentrace pesticidu 11,78+0,335 ng/g.
Ve vzorku pudy ¢. 3 doslo k piekroceni limitu pro obsah latky a Chlordan v pidé, nebot
Vyhlaska 13/1994 Sb. ur¢uje maximalni limit pro obsah latky o Chlordan ve vysi 0,01 mg/kg
susiny [85]. Pik s reten¢nim ¢asem 16,27 min odpovidal latce 4,4-DDT jejiz koncentrace
v extraktu byla 9,39 ng/ml. Tento vysledek znaci to, Ze v pud¢ je koncentrace pesticidu
1,57+0,04 ng/g. Ve vzorku pudy ¢. 3 nedoslo k piekroceni limitu pro obsah 4,4’-DDT v pudé,
nebot’ Vyhlaska 153/2016 Sb. urcuje maximalni limit pro obsah 4,4’-DDT ve vysi 0,075 mg/kg
susiny [84]. Latky heptachlor, endosulfan | a dekachlorbifenyl byly detekovany pod mezi

kvantifikace. Souhrn vsech latek je uveden v tabulce ¢. 20 na strané 82.
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Obrazek 20 Chromatogram vzorku 3: 1- TCMX; 2-8 BHC; 3-Heptachlor; 4-y Chlordan; 5- Endosulfan I;
6-a Chlordan; 7-4,4' DDT; 8-Dekachlorbifenyl
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Vzorek pudy ¢. 4 byl odebran na lesni ploSe v ¢asti oploceného lesa u obce Pisecné
(48,9465583N; 15,4903881E). Na obrazku ¢. 21 mtzeme vidét chromatogram, podle kterého
bylo identifikovano celkem 8 latek. Latky heptachlor, endosulfan I, y Chlordan, o Chlordan
a dekachlorbifenyl byly detekovany pod mezi kvantifikace. Pik s reten¢nim ¢asem 11,52 min
odpovidal latce TCMX jejiz koncentrace v extraktu byla 2,26 ng/ml. Z tohoto vysledku
vyplyva, ze v pud¢ je koncentrace pesticidu 0,38+0,015 ng/g. Ve vzorku ptdy ¢. 4 nedoslo
k piekroceni limitu pro obsah TCMX v pud¢, nebot’ Vyhlaska 153/2016 Sb. uréuje maximalni
limit pro obsah TCMX ve vysi 0,02 mg/kg suSiny [84]. Pik s reten¢nim ¢asem 12,73 min
odpovidal latce 8 BHC jejiz koncentrace v extraktu byla 24,93 ng/ml. Z tohoto vysledku
vyplyva, ze v pud¢ je koncentrace pesticidu 4,28+ 0,105 ng/g. Ve vzorku pidy ¢. 4 nedoslo
k piekro¢eni limitu pro obsah 6 BHC v pidé¢, nebot’ Vyhlaska 153/2016 Sh. ur¢uje maximalni
limit pro obsah & BHC ve vysi 0,02 mg/kg suSiny [84]. Pik s reten¢nim ¢asem 16,27 min
odpovidal latce 4,4'-DDT jejiz koncentrace v extraktu byla 3,35 ng/ml. Z tohoto vysledku
vyplyva, ze v pudé je koncentrace pesticidu 0,56+0,05 ng/g. Ve vzorku pudy ¢. 4 nedoslo
k piekro¢eni limitu pro obsah 4,4’-DDT v puadé, nebot Vyhlaska 153/2016 Sb. urcuje
maximalni limit pro obsah 4,4-DDT ve vysi 0,075 mg/kg suSiny [84]. Souhrn vSech latek

je uveden v tabulce ¢. 20 na stran¢ 82.
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Obrazek 21 Chromatogram vzorku 4: 1-TCMX; 2-6 BHC; 3- Heptachlor; 4-y Chlordan; 5-Endosulfan I;
6-a Chlordan; 6-4,4’ DDT; 8-Dekachlorbifenyl

Vzorek pudy €. 5 byl odebran na poli u obce Budkov (49,0009472N; 15,5904344E). Na obrazku
¢. 22 mizeme vidét chromatogram, podle kterého bylo identifikovano celkem 7 latek. Pik
S reten¢nim Casem 12,72 min odpovidal latce & BHC jehoz koncentrace v extraktu byla

8,82 ng/ml. Z tohoto vysledku vyplyva, ze v pud¢ je koncentrace pesticidu 1,51+0,06 ng/g. Ve
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vzorku pudy ¢.5 nedoslo k piekroceni limitu pro obsah 6 BHC v pid¢, nebot’ Vyhlaska
153/2016 Sb. ur¢uje maximalni limit pro obsah 8 BHC ve vysi 0,02 mg/kg susiny [84]. Pik
sreten¢nim Casem 16,27 min odpovidal latce 4,4 DDT jejiz koncentrace V extraktu byla
23,93 ng/ml. Z tohoto vysledku vyplyva, Ze v pudé je koncentrace pesticidu 4,03+0,12 ng/g.
Ve vzorku pudy ¢. 5 nedoslo k piekroceni limitu pro obsah 4,4’-DDT v pud¢, nebot’ Vyhlaska
153/2016 Sh. urcuje maximalni limit pro obsah 4,4’-DDT ve vysi 0,075 mg/kg susiny [84]. Pik
s reten¢nim ¢asem 19,06 min odpovidal latce dekachlorbifenyl jejiz koncentrace v extraktu byla
3,68 ng/ml. Z tohoto vysledku vyplyva, ze v pudé¢ je koncentrace pesticidu 0,63+0,01 ng/g. Ve
vzorku pudy ¢.5 nedoslo k piekroceni limitu pro obsah dekachlorbifenylu v padé€, nebot
Vyhlaska 153/2016 Sb. ur¢uje maximalni limit pro obsah dekachlorbifenylu ve vysi 0,02 mg/kg
susiny [84]. Latky heptachlor, y Chlordan, o Chlordan a endosulfan Il byly detekovany pod

mezi kvantifikace. Souhrn vSech latek je uveden v tabulce ¢. 20 na strané 82.
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Obrdzek 22 Chromatogram vzorku 5: 1-6 BHC; 2- Heptachlor; 3-y Chlordan; 4-a Chlordan; 5- Endosulfan II;
6-4,4' DDT; 7 Dekachlorbifenyl

Vzorek pidy ¢. 6 byl odebran na lesni plose u obce Budkov (49,0386739N; 15,6278781E).
Na obrazku ¢. 23 mtzeme vidét chromatogram, podle kterého bylo identifikovano celkem
6 latek. Pik s reten¢nim ¢asem 11,50 min odpovidal latce TCMX jejiz koncentrace v extraktu
byla 738,54 ng/ml. Koncentrace extraktu vysla mimo rozsah kalibra¢ni kiivky. Méfeny roztok
bylo nutné natedit. Ztohoto vysledku vyplyva, Ze vpidé je koncentrace pesticidu
122,22+1,885 ng/g. Ve vzorku ptdy €. 6 doslo k piekroceni limitu pro obsah TCMX v pudg,
nebot’ Vyhlaska 153/2016 Sb. urc¢uje maximalni limit pro obsah TCMX ve vysi 0,02 mg/kg
susiny [84]. Pik sretenénim casem 12,73 min odpovidal latce & BHC jejiz koncentrace

v extraktu byla 2433,58 ng/ml. Koncentrace extraktu vysla mimo rozsah kalibra¢ni kiivky.
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Me¢teny roztok bylo nutné nafedit. Z tohoto vysledku vyplyva, ze v pidé je koncentrace
pesticidu 413,35+ 6,67 ng/g. Ve vzorku pudy €. 6 doslo k ptekroceni limitu pro obsah & BHC
v pudé, nebot’ Vyhlaska 153/2016 Sb. urCuje maximalni limit pro obsah & BHC ve vysi
0,02 mg/kg susiny [84]. Pik s reten¢nim ¢asem 13,54 min odpovidal latce heptachlor jejiz
koncentrace v extraktu byla 211,22 ng/ml. Koncentrace extraktu vysla mimo rozsah kalibra¢ni
ktivky. Méfeny roztok bylo nutné natedit. Z tohoto vysledku vyplyva, ze v pudé je koncentrace
pesticidu 34,75+0,385 ng/g. Ve vzorku pudy ¢. 6 doSlo k pfekroceni limitu pro obsah
heptachloru v pudé¢, nebot’ Vyhlaska 13/1994 Sb. ur¢uje maximalni limit pro obsah heptachloru
ve vysi 0,01 mg/kg [85]. Pik s retencnim ¢asem 14,49 min odpovidal latce heptachlorepoxid
jejiz koncentrace v extraktu byla 144,36 ng/ml. Koncentrace extraktu vy$la mimo rozsah
kalibracni kiivky. Métfeny roztok bylo nutné natedit. Z tohoto vysledku vyplyva, ze v ptidé
je koncentrace pesticidu 23,68+0,23 ng/g. Ve vzorku pudy ¢. 6 doslo k ptekroceni limitu pro
obsah heptachlorepoxidu v pud¢, nebot” Vyhlaska 13/1994 Sh. urcuje maximalni limit pro
obsah heptachlorepoxidu ve vysi 0,01 mg/kg [85]. Pik s reten¢nim ¢asem 14,81 min odpovidal
latce y Chlordan jejiz koncentrace v extraktu byla 17811,51 ng/ml. Koncentrace extraktu vysla
mimo rozsah kalibra¢ni kiivky. Méfeny roztok bylo nutné natredit. Z tohoto vysledku vyplyva,
ze v pudé je koncentrace pesticidu 2893,90+20,51 ng/g. Ve vzorku pudy ¢. 6 doslo
K vyraznému piekroceni limitu pro obsah y Chlordanu v pudé¢, nebot’ Vyhlaska 13/1994 Sh.
ur¢uje maximalni limit pro obsah y chlordanu ve vysi 0,01 mg/kg [85]. Pik s reten¢nim ¢asem
15,02 min odpovidal latce o Chlordan jejiz koncentrace v extraktu byla 24925,09 ng/ml.
Koncentrace extraktu vySla mimo rozsah kalibra¢ni kiivky. Méteny roztok bylo nutné natedit.
Tento vysledek znaéi to, Ze v pudé¢ je koncentrace pesticidu 4524,68+13,01 ng/g. Ve vzorku
pidy ¢. 6 doslo k piekroceni limitu pro obsah latky o Chlordan v ptidé, nebot’ Vyhlaska 13/1994
Sb. uréuje maximalni limit pro obsah latky a Chlordan ve vysi 0,01 mg/kg susiny [85]. Souhrn

vSech latek je uveden v tabulce ¢. 20 na stran¢ 82.

Lesni plocha ze které byl vzorek piidy odebran, je kazdoro¢né osetfovana herbicidy, které slouzi
k likvidaci nezadoucich rostlin. Je vysoce pravdépodobné, Ze latky pretrvaly v pudé a poté jsme

je byli schopni detekovat ve vétsim mnozstvi i v ptidnim vzorku ¢. 6.
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Obrdzek 23 Chromatogram vzorku 6: 1-TCMX; 2-8 BHC; 3-Heptachlor; 4-Heptachlorepoxid; 5-y Chlordan;
6-a Chlordan

Vzorek pidy ¢. 7 byl odebran na poli u obce Panenska (48,9981597N; 15,4992394E).
Na obrazku ¢. 24 mazeme vidét chromatogram, podle kterého bylo identifikovano celkem
7 latek. Pik s reten¢nim ¢asem 11,51 min odpovidal latce TCMX jejiz koncentrace v extraktu
byla 64,49 ng/ml. Ztohoto vysledku vyplyva, Ze vpudé je koncentrace pesticidu
10,49+0,2 ng/g. Ve vzorku pidy €. 7 nedoslo k piekroceni limitu pro obsah TCMX v pudg,
nebot’ Vyhlaska 153/2016 Sb. urcuje maximalni limit pro obsah TCMX ve vysi 0,02 mg/kg
susiny [84]. Pik sretenénim Casem 12,74 min odpovidal latce 6 BHC jejiz koncentrace
v extraktu byla 36,75 ng/ml. Z tohoto vysledku vyplyva, ze v pidé¢ je koncentrace pesticidu
6,31+ 0,025 ng/g. Ve vzorku pudy ¢. 7 nedoslo k prekroceni limitu pro obsah 6 BHC v pude,
nebot’ Vyhlaska 153/2016 Sb. uréuje maximalni limit pro obsah 6 BHC ve vysi 0,02 mg/kg
susiny [84]. Pik s retenénim ¢asem 14,81 min odpovidal latce y Chlordan jejiz koncentrace
v extraktu byla 242,89 ng/ml. Koncentrace extraktu vysla mimo rozsah kalibra¢ni kiivky.
Méfeny roztok bylo nutné nafedit. Z tohoto vysledku vyplyva, ze v pidé je koncentrace
pesticidu 39,03+ 0,14 ng/g. Ve vzorku pady ¢. 7 doSlo k piekrofeni limitu pro obsah
v Chlordanu v ptid¢, nebot’ Vyhlaska 13/1994 Sb. urcuje maximalni limit pro obsah y chlordanu
ve vysi 0,01 mg/kg [85]. Pik s retenénim ¢asem 15,02 min odpovidal latce a Chlordan jejiz
koncentrace v extraktu byla 82,51 ng/ml. Tento vysledek znaci to, ze v pud¢ je koncentrace
pesticidu 14,41+0,16 ng/g. Ve vzorku pudy ¢. 7 doslo k pfekroceni limitu pro obsah latky
a Chlordan v ptadé, nebot’ Vyhlaska 13/1994 Sb. uruje maximalni limit pro obsah latky
a Chlordan ve vysi 0,01 mg/kg susiny [85]. Pik s reten¢nim ¢asem 16, 27 min odpovidal latce
4,4'-DDT, jejiz koncentrace v extraktu byla 124,58 ng/ml. Koncentrace extraktu vysla mimo

rozsah kalibracni kiivky. M¢éfeny roztok bylo nutné natedit. Z tohoto vysledku vyplyva,
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ze V pude je koncentrace pesticidu 20,19+0,35 ng/g. Ve vzorku pidy ¢. 7 nedoslo k piekroc¢eni
limitu pro obsah 4,4'-DDT v pude¢, nebot’ Vyhlaska 153/2016 Sbh. ur¢uje maximalni limit pro
obsah 4,4'-DDT ve vysi 0,075 mg/kg susiny [84]. Pik s retenénim ¢asem 18,98 min odpovidal
latce dekachlorbifenyl jejiz koncentrace v extraktu byla 663,88 ng/ml. Koncentrace extraktu
vySla mimo rozsah kalibracni kiivky. Méfeny roztok bylo nutné natedit. Z tohoto vysledku
vyplyva, ze v padé je koncentrace pesticidu 110,74+1,205 ng/g. Ve vzorku pudy ¢. 7 doslo
k piekroceni limitu pro obsah dekachlorbifenylu v pudé¢, nebot’ Vyhlaska 153/2016 Sbh. urcuje
maximalni limit pro obsah dekachlorbifenylu ve vysi 0,02 mg/kg suSiny [84]. Latka
heptachlorepoxid byla detekovana pod mezi kvantifikace. Souhrn vSech latek je uveden

V tabulce ¢. 20 na strané 82.
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Obrazek 24 Chromatogram vzorku 7:1-TCMX; 2-6 BHC; 3- Heptachlorepoxid; 4-y Chlordan; 5-o. Chlordan; 6-
4,4' DDT; 7-Dekachlorbifenyl

Vzorek pudy ¢. 8 byl odebran v lesni struze u obce Pise¢né (48,9401881N; 15,5085733E).
Na obrazku ¢. 25 muzeme vidét chromatogram, podle kterého bylo identifikovano celkem
6 latek. Latky Heptachlor a o Chlordan byly detekovany pod mezi kvantifikace. Pik s reten¢nim
¢asem 12,74 min odpovidal latce 8 BHC jejiz koncentrace v extraktu byla 13,58 ng/ml. Z tohoto
vysledku vyplyva, Zze v pud¢ je koncentrace pesticidu 2,33+0,045 ng/g. Ve vzorku pudy ¢. 8
nedoslo k prekroceni limitu pro obsah 6 BHC v pidé, nebot’ Vyhlaska 153/2016 Sb. urcuje
maximalni limit pro obsah 6 BHC ve vysi 0,02 mg/kg suSiny [84]. Pik s reten¢nim ¢asem
14,90 min odpovidal latce y Chlordan jejiz koncentrace v extraktu byla 15,45 ng/ml. Z tohoto
vysledku vyplyva, ze v pidé je koncentrace pesticidu 2,51+ 0,025 ng/g. Ve vzorku pudy ¢. 8
nedoslo k piekroceni limitu pro obsah y Chlordanu v ptidé, nebot’ Vyhlaska 13/1994 Sh. urcuje

maximalni limit pro obsah y Chlordanu ve vysi 0,01 mg/kg [85]. Pik s reten¢nim ¢asem
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16, 27 min odpovidal latce 4,4’-DDT jejiz koncentrace v extraktu byla 10,89 ng/ml. Z tohoto
vysledku vyplyva, ze v pud¢ je koncentrace pesticidu 1,83+0,025 ng/g. Ve vzorku pudy ¢. 8
nedoslo k piekroceni limitu pro obsah 4,4’-DDT v pudé, nebot’ Vyhlaska 153/2016 Sb. urcuje
maximalni limit pro obsah 4,4’-DDT ve vysi 0,075 mg/kg susiny [84]. Pik s retenénim ¢asem
18,98 min odpovidal latce dekachlorbifenyl jejiz koncentrace v extraktu byla 94,88 ng/ml.
Z tohoto vysledku vyplyva, ze v padé je koncentrace pesticidu 15,82+0,415 ng/g. Ve vzorku
pudy ¢. 8 nedoslo k piekroceni limitu pro obsah dekachlorbifenylu v padé, nebot’ Vyhlaska
153/2016 Sb. ur¢uje maximalni limit pro obsah dekachlorbifenylu ve vysi 0,02 mg/kg suSiny

[84]. Souhrn vsech latek je uveden v tabulce €. 20 na strané 82.
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Obrdzek 25 Chromatogram vzorku 8: 1-6 BHC; 2-Heptachlor; 3-y Chlordan; 4-a Chlordan; 5-4,4' DDT;
6-Dekachlorbifenyl

Vzorek pudy ¢ 9 byl odebran pobliz lesni cesty u rybniku Zadéra (49,0511811N;
15,6061528E). Naobrazku ¢. 26 muzeme vidét chromatogram, podle kterého bylo
identifikovano celkem 6 latek. Latky heptachlor a y Chlordan byly detekovany pod mezi
kvantifikace. Pik sretencnim ¢asem 12,79 min odpovidal latce & BHC jejiz koncentrace
v extraktu byla 21,97 ng/ml. Z tohoto vysledku vyplyva, Ze v pud¢ je koncentrace pesticidu
3,77+0,09 ng/g. Ve vzorku pady ¢. 9 nedoslo k ptekroceni limitu pro obsah 6 BHC v pudg,
nebot’ Vyhlaska 153/2016 Sb. urcuje maximalni limit pro obsah 6 BHC ve vysi 0,02 mg/kg
susiny [84]. Pik s retenc¢nim ¢asem 15,02 min odpovidal latce a Chlordan jejiz koncentrace
v extraktu byla 7,07 ng/ml. Tento vysledek znaéi to, Ze v pudé je koncentrace pesticidu
1,294+0,02 ng/g. Ve vzorku pudy ¢. 9 nedoslo k ptekroc¢eni limitu pro obsah latky o Chlordan
Vv pidé, nebot’ Vyhlaska 13/1994 Sh. urcuje maximalni limit pro obsah latky o Chlordan ve vysi
0,01 mg/kg susiny [85]. Pik s reten¢nim ¢asem 16, 28 min odpovidal latce 4,4’-DDT jejiz
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koncentrace v extraktu byla 21,08 ng/ml. Z tohoto vysledku vyplyva, ze v pud¢ je koncentrace
pesticidu 3,55+0,03 ng/g. Ve vzorku pudy ¢. 9 nedoslo k piekroceni limitu pro obsah 4,4'-DDT
v pudg, nebot’ Vyhlaska 153/2016 Sb. uréuje maximalni limit pro obsah 4,4’-DDT ve vysi 0,075
mg/kg suSiny [84]. Pik s retenénim ¢asem 19,03 min odpovidal latce dekachlorbifenyl jejiz
koncentrace v extraktu byla 38,59 ng/ml. Z tohoto vysledku vyplyva, ze v pudé je koncentrace
pesticidu 6,66+0,26 ng/g. Ve vzorku pudy ¢.9 nedoslo k piekrofeni limitu pro obsah
dekachlorbifenylu v pudé, nebot” Vyhlaska 153/2016 Sb. urCuje maximalni limit pro obsah
dekachlorbifenylu ve vys$i 0,02 mg/kg susiny [84]. Souhrn vSech latek je uveden v tabulce ¢. 20

na strané 82.
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Obrdzek 26 Chromatogram vzorku 9: 1-6 BHC; 2-Heptachlor; 3-y Chlordan; 4-a Chlordan; 5-4,4' DDT;
6-Dekachlorbifenyl

Vzorek pidy €. 10 byl odebran na lesni ploSe u obce Panenska (48,9944469N; 15,4817842E).
Na obrazku ¢. 27 mizeme vidét chromatogram, podle kterého bylo identifikovano celkem
7 latek. Latky heptachlor, y Chlordan, Endosulfan I, o Chlordan, 4,4'-DDT a dekachlorbifenyl
byly detekovany pod mezi kvantifikace. Pik s retenénim casem 12,72 min odpovidal latce
6 BHC jejiz koncentrace v extraktu byla 10,05 ng/ml. Z tohoto vysledku vyplyva, ze v pude¢ je
koncentrace pesticidu 1,72+0,02 ng/g. Ve vzorku pudy ¢. 10 nedoslo k piekroceni limitu pro
obsah 8 BHC v pud¢, nebot’ Vyhlaska 153/2016 Sb. urcuje maximalni limit pro obsah 8 BHC

ve vysi 0,02 mg/kg susiny [84]. Souhrn vSech latek je uveden v tabulce ¢. 20 na strané 82.
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Obrdzek 27 Chromatogram vzorku 10: 1-8 BHC; 2-Heptachlor; 3-y Chlordan; 4- Endosulfan I; 5-a Chlordan;
6-4,4' DDT; 7-Dekachlorbifenyl

Vsechny vysledky jsou pro ptehlednost uvedeny v tabulce ¢. 20 na stran¢ 82. Pokud je v tabulce
uvedeno, ze koncentrace latek v piid¢ je pod mezi kvantifikace, tak soucasn¢ to znamena, ze je

koncentrace latek nad mezi detekce.
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Tabulka 20 Celkové vysledky vzorkt 1-10

Latka Vzorek 1 | Vzorek2 | Vzorek 3 | Vzorek 4 | Vzorek5 | Vzorek 6 Vzorek 7 | Vzorek 8 | Vzorek 9 | Vzorek 10
Koncentrace v pudé (ng/g)
TCMX 0,95+0,015 11,16+0,02 0,43+0,01 0,38+0,015 <LOD 122,22+1,885 10,49+0,2 <LOD <LOD <LOD
a BHC <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
B BHC <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Lindan <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
0 BHC 16,83+0,77 10,41+0,15 5,54+0,035 4,28+0,105 1,51+0,06 413,35+6,67 6,31+0,025 2,33+0,045 3,77+0,09 1,72+0,02

Heptachlor 5,37+0,055 <LOD <LOQ <LOQ <LOQ 34,75+0,385 <LOD <LOQ <LOQ <LOQ
Aldrin <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Heptachlorepoxid <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 23,68+0,23 <LOQ <LOD <LOD <LOD
v Chlordan <LOQ <LOD 2,61+0,02 <LOQ <LOQ 2893,90+20,51 39,03+0,14 2,51+ 0,025 <LOQ <LOQ
Endosulfan | <LOD <LOD <LOQ <LOQ <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOQ
a Chlordan 4,65+0,085 <LOD 11,78+0,335 <LOQ <LOQ 4524,68+13,01 14,41+0,16 <LOQ 1,29+0,02 <LOQ
4,4 DDE <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Dieldrin <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Endrin <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Endosulfan 11 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOQ <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
4,4 DDD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Endrin aldehyd <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Endosulfansulfat <LOD <LOQ <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
4,4 DDT <LOQ 160,18+6,1 1,57+0,04 0,56+0,05 4,03+0,12 <LOD 20,91+0,35 1,83+0,025 3,55+0,03 <LOQ
Endrin keton <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Metoxychlor <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Dekachlorbifenyl <LOQ 79,07+0,475 <LOQ <LOQ 0,63+0,01 <LOD 110,74+1,205 | 15,82+0,415 6,66+0,26 <LOQ
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ZAVER

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo vyvinout metodu pro stanoveni pesticidt metodou
GC-MS vrezimu MRM. V teoretické ¢asti byla provedena literarni reSerSe zaméfena
na problematiku pesticidd. Dale jsou V teoretické ¢asti popsany techniky plynové
chromatografie a hmotnostni spektrometrie a jejich spojeni, které je v dne$ni dob¢ velmi Casto
vyuzivané nejen pii analyze pesticidi. Hlavnimi vyhodami tohoto spojeni je jednoducha

a relativné rychld analyza. Proto je tato metoda vhodna pro rutinni analyzy v laboratofich.

V experimentalni ¢asti bylo nejprve potfebné provést optimalizaci metody pro analyzu
pesticidit pomoci GC-MS. Bylo provedeno nékolik méfeni k nalezeni vhodnych parametri pro
meéfeni vzorki. Pro tento ucel byl pouzit standardni roztok smési EPA 8081. Optimalizované
podminky byly poté pouzity pro meéfeni kalibracnich roztokli, uméle kontaminovanych
a realnych vzorkd. Roztok EPA 8081 byl nejprve proméfovan za pomoci GC-MS Vv rezimu
SCAN. Z dat ziskanych metodou SCAN byla vytvofena metoda SIM. Po ziskani SIM
chromatogramu byla vytvofena metoda v rezimu PIS. Takto ziskany rezim byl vyuzit pro
ziskani dat k vytvotreni vhodné metody méfici v rezZimu MRM. Pro tento ucel bylo testovano
12 rtiznych koliznich energii v rozmezi hodnot 5 az 60 V. ReZim MRM je ze vSech reZiml

nejcitlivéjsi. V tomto reZimu byly nasledné prométovany vSechny reélné vzorky.

V dalsim kroku experimentu bylo nutné vybrat vhodné podminky pro extrakci za pomoci
ultrazvuku. Nejprve bylo potieba zvolit spravnou smés. Nejlepsi G¢innost vykazoval hexan
a toluen. Poté byl pomoci statistického programu Statistica 12 vyhodnocen optimalni ¢as
extrakce v ultrazvukové lazni a objem extrak¢niho Cinidla. Vysledny ¢as extrakce byl tedy
23 minut a celkovy objem smési hexan: toluen (40:60) byl 15 ml. Extrakt byl poté ptefiltrovan
ptes filtracni papir. Extrakt byl dale odpatren dusikem. Odparek byl pfeveden na objem 150 pl

hexanu a poté finaln¢ zanalyzovan.

Soucasti diplomové prace byla také analyza 10 redlnych vzorkl ptid, kde hlavnim cilem bylo
urcit, zda vzorky obsahuji n¢které latky ze standardni smési EPA 8081. U vSech vzorki byly
pozorovatelné piky odpovidajici nékteré z latek smési. Koncentrace nékterych latek byla tak

nizkd, Ze neptekrocila mez stanovitelnosti.
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U 6 vzorkl byla kvantifikovana latka TCMX. Tato latka ma schopnost pretrvavat v padeé
nékolik desitek let jako pozlstatek po oSetfovani lesnich a zemédélskych ploch pesticidnimi

ptipravky, které tuto latku obsahuji [86].

Ptitomnost latky 6 BHC u vSech vzorkt Ize vysvétlit tim, ze se tato latka pouzivala ve velké
mife na oSetfovani zemédélskych a lesnich ploch, proto mize byt v pad¢ i po nékolika letech
stale detekovana. Latka 6 BHC se v minulosti vyuzivala jako prostfedek k hubeni hlodavcii
[87].

U vzorka ¢. 1 a ¢. 6 byla kvantifikovana latka heptachlor. V 70. letech 20 stoleti byl heptachlor
vyuzivan pii aplikaci zemédé€lskych piipravktl k hubeni hmyzu na osivech a na plodinach.
Pesticid se siln¢ vaze na pidu a témét se neodpatuje, proto jsme ho byli schopni i po n¢kolika

letech v padnim vzorku stale detekovat [87].

U vzorka €. 6 a ¢.7 dochazi k ptekroceni limitd pro obsah latky y Chlordan v pudach. U vzorkt
¢.3, ¢. 6 a ¢.7 dochazi k prekroceni limiti pro obsah latky o Chlordan v padach. Latky
v Chlordan a o Chlordan byly do konce minulého stoleti vyuzivané na oSetfeni obili a kukutice
proti Sktidetim. Latky maji schopnost pomérné dlouho pietrvavat v piidé€, proto jsme je byli

schopni i po nékolika letech stale detekovat ve vétsim mnozstvi i v pidnich vzorcich [86].

Z vysledku je patrné, ze vSechny zkoumané vzorky s vyjimkou vzorku ¢. 6 obsahovaly latku
4,4' DDT 1 pfes to, Ze pouZzivani této latky je jiZ od roku 1974 zakézano. Tento vysledek souvisi
s tim, Ze 4,4 DDT ma schopnost pomémé dlouho pfetrvavat v Zivotnim prostedi a v pade.
Viéze sena pudni Castice a polocas rozkladu se podle typu pidy pohybuje od nékolika

let az po nékolik desetileti [88].

U 5 vzorkl byla kvantifikovéna latka dekachlorbifenyl. Tato latka byla masivné pouZzivana
Vv prvni poloviné 20. stoleti. Do plidy se dostavala samovolné béhem nevhodné primyslové
vyroby. Dnes se mlize do pudy dostat predev§im pii Spatném zachazeni s nebezpeénym

odpadem [89].

Zav€rem je tieba znovu piripomenout, ze i kdyz jsou dnes pesticidy hojné pouzivany jako
ptipravky k hubeni nebo regulaci $kodlivych organismi, nesmime zapominat na to, ze mohou
mit zavazné dopady na lidské zdravi i na Zivotni prostfedi. Unikaji do vody, do vzduchu
a do pudy, kde predstavuji riziko pro necilové rostliny, volné zijici zivo€ichy, pidni ekosystém,
kvalitu povrchovych a podzemnich vod 1 pro biologickou rozmanitost obecnég. Proto je nutné

pouzivat pesticidy s co nejvétsi rozvahou a zodpoveédnosti.
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