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Uvod

Kontaminace Zivotniho prostfedi pesticidy je dulezité téma. Je vhodné, aby
s timto tématem pfiSli do kontaktu 1 Zaci na nizSich stupnich vzdéldvani a byli

sezndmeni s ditvody a dusledky jejich pouZziti.

Tato price md za cil popsat postup vyvoje metody stanoveni vybranych
pesticidil ve vzorcich Zivotniho prostfedi a ndsledné vyuZziti postupu vyvoje a metody

samotné v jednotlivych stupnich vzd€lavani.

Po teoretické strance prace objasiiuje, jak se chromatografie vyvijela, jaké ma
vyhody a vyuziti. Zarovenl sezndmi Ctenafe s jednotlivymi komponenty plynového

chromatografu a s jejich variantami.



1. Teoreticka cast

1.1. Historie chromatografie *>*’

Je tomu jiz 116 let co, prvné spatfila svétlo svéta prvni chromatografie. Psal se
rok 1903, kdy rusky botanik Michail Semjonovi¢ Cvét GspéSné separoval jednotlivé
rostlinné pigmenty. Jednalo se o smés chlorofylt a karotenoidti. Nebylo to vSak poprvé,
co se o podobnou metodu M.S. Cvét pokousel. Jiz dva roky pred dspeéSnym pokusem se
pokousel o adsorpci barviv na bilkoviny v ramci své disertaéni prace. Uspéch viak
zaznamenal az v adsorpci na uhliCitan vdpenaty naplnény ve valci, pres ktery
proplachoval rozpoustédlo s barvivy. Podafilo se mu zjistit, Ze se molekuly jednotlivych
barviv pohybuji pies uhli¢itan vapenaty rozdilnymi rychlostmi. Barviva, jeZ m¢la mensi
vaznost, protékala rychleji, proto je bylo n€kdy tfeba proplachnout pies delsi vélec. Poté
pouze stacilo vytlacit uhli¢itan z vdlce a rozkrdjet jej na jednotlivé rtznobarevné
segmenty. Ze segmentll pak extrahovat patficné barvivo. JelikoZ se segmenty
rozdélovaly podle barvy a sim Cvét ( cvét = v ruském jazyce barva) je pojmenovan po
barve, dal této metod€ ndzev chromatografie z feckého chroma = barva a graphein =
psani. (pozndmka autora — neni dileZité, jestli se jednalo o psani=graphein, jak uddva
jeden zdroj, nebo o piSi=grapho/graf6, jak udava zdroj jiny, nebo psani= graphy, jak
udava zdroj tieti, v kazdém ptipad¢ koncovka grafie je odvozena od zapisovani, jak uz

tomu byva i u jinych metod).

JiZ od prvniho vyuZiti je patrné, Ze v separacni soustavé mame dvé fize a to fazi
pohyblivou (mobilni) a nepohyblivou (staciondrni) velice podobné jako u filtrace, kde
filtrani papir je fdze nepohybliva a filtrovand smés faze pohybliva. D& chromatografie

vSak neni tak prosty a zdleZi zde na vice faktorech.

Tento prvni pokus nebyl vSak dostatecné efektivni a selektivni. Vedlo to tudiz
k pokusim o zdokonaleni metody. VyuZil pak jemnéji nadrceného uhlicitanu
vapenatého. Zde vyvstal vSak problém ve velice pomalém priichodu kapaliny. Muselo
dojit ke zvySeni tlaku kapaliny, coz dalo v disledku vzniku vysokotlaké kapalinové
chromatografii, vdne$Sni dobé znamé jako HPLC (High Pressure Liquid
Chromatography). Z poc¢atku se vyuzivalo tlaku jen 3,5 MPa, vSak ¢asem se zacalo

vyuzivat vyssich a vySsich tlakii. V dneSni dob¢ se vyuZzivaji tlaky kolem 40 MPa.



Jak to Casto byva pfi objevech, jez jsou piili§ pokrokové, tak se na fadu let na
chromatografii zapomnélo. Az v 30. letech 20. stoleti dozrdl €as na znovuobjeveni
metody chromatografie. Roku 1952 dostali za praci v oboru chromatografie Nobelovu
cenu Archer John Porter Martin a Richard Laurence Millington Synge'. Jejich prilom
byl v genidlnim vyuZiti silikagelu napusSténého vodou jako nepohyblivé faze a s vodou
nemisitelné pohyblivé faze jako rozpoustédla. Toto provedeni bylo a je dosud velice
efektivni a zvysilo tak mnohondsobn& déinnost. ° Diky tomuto objevu se zacaly
pouzivat rozdilné polarity fazi. Z pocatku se vyuzivala polarni staciondrni faze a
nepoldrni faze mobilni. Casem vSak byla vyvinuta kapalinovd chromatografie na

reverzni fazi, kde je polarita fazi vyménéna, coZ umoznilo nové vyuziti chromatografie.

1.2. Principy a rozdéleni chromatografie > 7 %1%
Chromatografie je fyzikdln¢ — chemicka separatni metoda. Tuto metodu Ize
vyuzit jak k analyze separovanych latek, tak i k jejich samotné preparaci. Separace zde
funguje na zdkladé€ rozdilné afinity sloZek analytu k stacionarni a mobilni fazi, jeZ jsou
nemisitelné. Mobilni fadze nesouci analyt prochdzi skrze fazi stacionarni. Vysledkem
meéfeni je poté chromatogram, ktery vyjadiuje mnoZzstvi analyzované latky v Case, ve
kterém prochazi kolonou, kde zpravidla na ose x mdme ¢as a na ose y intenzitu signalu
detektoru. Dalsi duleZitou ¢asti chromatografie je urceni jeji uCinnosti. Ta se urCuje
pomoci takzvaného teoretického patra. Cim vice teoretickych pater je, tim vice jsou
jednotlivé slozky analytu rozdé€leny, protoZe o to méné se plocha separované latky
rozmyva. Jiz A. J. P. Martin a R. L. M. Synge zjistili, Ze pocet teoretickych pater je
umeérnd délce kolony. Napiiklad teoretickd kolona o délce 120 cm ma pocet teoretickych
pater v rozmezi 700 a 1200, zatimco tataZ kolona dlouhd 365 cm dosdhne aZ na pocet 2000

pater.® Dal§im faktorem ménicim t&innost kolony je i teplota, za které k separaci dochézi.
1.2.1. Rozdéleni podle uloZeni stacionarni faze:

* Sloupcovd - je, jak bylo uvedeno vyse, vlastn€ nejstar$i metodou
chromatografie. Ve spojeni s kapalnou mobiln{ fazi, kdy je hnaci silou
pohybu gravitace, se dodnes omezen¢ vyuziv4, napt. pfi separaci
jednotlivych produkti organickych reakci v laboratofi. Jejim postupnym
doplilovanim a vyvojem vznikly pozd¢ji jednotlivé metody
chromatografie, kdy je hnaci sila bud’ tlak plynu, ¢i kapaliny a
separovand smes prochazi rizné usporadanou kolonou.



Papirova — vyuziva jako stacionarni fazi specidln¢ upraveny papir a
mobilni fazi je obvykle smés rozpoustédel. Je vhodna pro polarnéjsi latky
a diky jednoduchosti provedeni je oblibenou variantou pro didaktické
vyuziti.

Tenkovrstva — staciondrni fazi je obvykle tenkd vrstva vhodného
materidlu, obvykle aluminy ¢i modifikovaného silikagelu. Mobilni fazi je
opét smes rozpoustédel. Typické je jeji prostorové usporadani, kdy se
diky vyuziti vzlindni mobilni faze skrze f4zi stacionarni pohybuji
jednotlivé separované slozky vzhiru. Pro jednoduchost provedeni se
dodnes vyuZziva pro ovéfeni Cistoty latek nebo pro kontrolu pritbéhu
organickych syntéz.

1.2.2. Rozdéleni podle vyuziti mobilni faze:

Kapalinovd — jako mobilni fize se pouZzivaji jednotlivd rozpoustédla,
nebo jejich smési. Vyuzivd se zde rozdilu v rozpustnosti mezi
rozpoustédly, nebo mezi fazemi. VyuZziva se také rozdili polarity fazi.
Plynova — mobilni fazi je zde nosny plyn. VyuZivaji se zde inertni plyny
jako je dusik, hélium a argon. Dal$im nosnym plynem je vodik, ktery ma
vSak redukujici Gcinky.

Fluidni — Tato fdze se pouzivad v superkritické fluidni chromatografii
(SFC). Jednd se o kapalinu v jeji superkritické fazi, tzn., Ze kapalina
piesdhne svij kriticky bod. Do tohoto bodu se dostane po zahiati nad
svou kritickou teplotu a stladenim nad sviij kriticky tlak®™ V. Vyuziv4 se
pfi analyze sloucenin s vysokou molekuldrni hmotnosti, jakymi jsou
1éCiva, polymery ¢i ropa. Piikladem kapalin vyuzivanych jako fluidni

faze je kapalny oxid uhlicity.



fazovy diagram oxidu uhlicitého
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Obrazek 1: Fazovy diagram oxidu uhli¢itého

1.3. Zaklady plynové chromatografie * > '

U plynové chromatografie mame stacionarni fazi ukotvenou v koloné. Muze
se jednat o kapalnou litku s vysokym bodem varu nanesenou v tenké vrstvé na
inertnim nosic¢i (kfemen), nebo o pevnou latku (aktivni uhli, oxid hlinity silikagel,
polymerni sorbenty a jiné). Nazev plynova chromatografie je odvozen od mobilni
faze. Pouziva se zde inertni nosny plyn, ktery nesmi ve velké mife reagovat
s analytem (dusik, argon). Analytem muZe byt plyn, nebo také kapalina s nizkym
bodem varu, jez se d4d jednoduse a kompletné prevést na plyn. Samotny tlak

nosného plynu zptisobuje pohyb mobilni faze.

Jednim z faktort, jeZ kvalitativné urcuji sloZeni analytu, je retencni Cas.

Znacime jej tR a miiZeme jej vyjadrit vztahem:
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/
Kde U je prumérnd linedrni rychlost analytu v kolong, jez je méfend

obvykle v cm*s™! a L piedstavuje délku kolony.

Dal3im parametrem je mrtvy &as, jenZ znacime €yg. Mrtvy &as je roven dobg,

za kterou projde mobilni fdze kolonou. Pro jeho ur€eni se pouziva plyn, jenZ neni
zadrZzovan stacionarni fazi. Takovému plynu fikdme znackovac (marker), avSak
krom toho, Ze nesmi byt zadrZovan staciondrni fazi, musi zaroven byt rozeznatelny

detektorem. V plynové chromatografii se Casto jako znackovac vyuzivd methan.

MiuiZeme jej vyjadiit vztahem:

Kde U je linedrni rychlost analytu v kolon¢, jez je méfend v em*s” a L

predstavuje primérnou délku kolony.
Pti rozdilu obou jiZ zminénych Cast ziskdme Castéji pouZivanou velicinu, jiz
Ve
je redukovany retenéni Gas. Zna&ime jej fp a odpovidd zpozdéni analytu v kolongd

oproti pohybu inertni latky.

Vyjédfit jej miiZeme vztahem:

11



Kde Ty je mrtvy &as kolony a fR je retendni Cas.
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Obrazek 2: Znazornéni reten¢nich veli¢in
Potiebu vycislit zachycovani zadrZzované latky umoZziiuje distribu¢ni
konstanta separované latky. Znac¢ime ji KD a s jeji vzrustajici hodnotou vzriistd i

zachyt ve staciondrni fazi, coz ma za nésledek prodlouzeni reten¢niho Casu.

Vyjadiime ji vztahem:

Kde C m odpovidd koncentraci separované latky v mobilni fazi, zatimco

C ¢ uvadi koncentraci separované latky ve fazi stacionarni.

Neméné dulezitou velicinou ziskatelnou z téchto udaji je retencni faktor.
Znacime jej k a ziskime jej, jako podil redukovaného retencniho Casu Casem

mrtvym a odpovida poméru objemu analytu v mobilni fazi a stacionérni fazi.
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Vyjadfit jej miiZeme témito vztahy:

k=q-=

Vm

Kde Vs zndzoriiuje objem analytu ve staciondrni fazi, Vm objemu v mobilni

fazi a  rozd€lovaci faktor, ktery uruje pomér afinity analytu k oboum fazim.

Veli¢inou popisujici schopnost rozd¢€lit od sebe dva analyty, jeZ jsou obsazeny
v separované latce, je separacni faktor. Znac¢ime jej @ a vyjadfuje ndm zdroven i

selektivitu. Tato veli¢ina podléhd zméné pouze na zdkladé zmény stacionarni faze,
jelikoZ mobilni faze je inertni a neméla by nijak reagovat. Ovlivnéni pruchodu
staciondrni fazi miiZzeme docilit pomoci zmény teploty a tlaku. U jednodussich
jednodimenziondlnich kolon je teplota a tlak pii prichodu nosného plynu konstantni.
Zménu podminek pii prichodu dokazi meénit jen kolony vicedimenziondlni. Mezi tyto
patii kolona umisténa v peci s teplotnim programem a ventily upravujici tlak nosného

plynu, ve které se dokdazi podminky ménit v pritbéhu méfeni a umoziiuji ndm od sebe

1épe rozdé€lovat jednotlivé sloZky analytu (jednotlivé analyty).

Vyjadfit jej mizeme vztahem:

_ky Kpp
(== — = ——
ki  Kpa

Kde porovniavame retencni faktor, nebo distribu¢ni konstantu jednotlivych

analytll, jejichZ separaci posuzujeme.
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Setkali jsme se zde jiZ s odliSnostmi v kolondch. Veli¢inami umoZiujicimi

porovnavat jednotlivé kolony mezi sebou pfi prichodu stejného analytu, jsou selektivita

a ucinnost. Parametrem ucinnosti je pocet teoretickych pater, jezZ zna¢ime B a mizZeme

jej vyjadrit vztahem:

Kde H je vyskovy ekvivalent teoretického patra a L piedstavuje délku kolony.

Nebo jej zjednoduSené miiZzeme vyjadfit z parametri piku konkrétniho analytu

vzorcem:

Kde Y1 / je Sitka piku v poloviné vysky.
2

1.4. Zakladni komponenty plynového chromatografu

1.4.1. P¥ivod nosného plynu'> "

Zdrojem plynu je z pravidla tlakova lahev. Dilezité je, aby byl nosny plyn
dostatecné Cistoty. Dodatecné €iSténi nosného plynu se muze dit v pfistroji systémem
adsorbérii. Vodu zachyti molekulova sita. Dal§im zachytdvanym prvkem je Kkyslik.
Z dusiku se zachytdvd pomoci médi za zvySené teploty, zatim co z vodiku se provadi
platinovym katalyzdtorem. Findlnim adsorbérem je aktivni uhli, jez dokdze sorbovat
pfipadné organické latky a dalSi stopové necistoty. Pouzivana Cistota plynu byva 4N
(99,99%) az 6N (99,9999%) Krom Ccistoty je zapotiebi regulovat vstupni tlak nosného
plynu. Ten je regulovan v prvni fadé tlakovym ventilem na zdsobni ldhvi a v druhé fadé

reguldtory prutoku ptimo v piistroji. Krom cistoty a tlaku nosného plynu je také dileZzité
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pouziti plynu, ktery nebude poskytovat signdl na pouzitém detektoru. Dtlezitou
pozadovanou vlastnosti plynu je jeho inertnost vi¢i analytu. Rychlost prichodu mobiln{
faze kolonou ovliviuje i hustota, viskozita plynu a velikost jeho molekul. Plyn jako je
vodik tudiZ bude kolonou prochdzet rychleji nez ndmi vyuzivany dusik, nebo tfeba
argon, ktery ma nejvyssi viskozitu z jiz zminénych plynd. V neposledni fad¢ je dileZita

ekonomicka stranka vybéru plynu, v tomto ohledu je velice vyhodny dusik a vodik.
1.4.2. Injektor'?

Injektor je vstupni Cast celého systému. Systém od vnéjsiho prostiedi odd€luje
gumové septum, jeZ se propichuje ddvkovaci injekci. Hned pod septem je jeden
z odvodu zdsobniho plynu, jenZ oplachuje septum a brani vniku nezadoucich latek do
systému. Dals{ ¢asti je sklenény (kfemenny, ¢i kovovy) liner, jez byva vybaven filtrem
ze skelné vaty, ktery brani kousklim gumy ze septa, aby zanaSely vstup do kolony. Liner
jako takovy tvoti vaporiza¢ni komoru. Ta slouzi k tplnému pievedeni vzorku do plynné
faze, zaroven brani vzorku, aby pfiSel do kontaktu s kovovym povrchem injektoru a
nedoslo k nezddoucimu rozkladu. Vaporiza¢ni komora byva temperovand na vysokou
teplotu. Casti injektoru byva i takzvany déli¢ toku, neboli split. Split je soudst, kterd
deli vstiiknuty vzorek na dvé ¢asti. Prvni ¢ast jde do kolony a druhd ¢ast jde do odpadu.
Toto sestaveni vSak plati pro néstfik kapalnych vzorkl. Pro pouZiti plynnych vzorkl se
misto injektoru pouZzivaji davkovaci smyCky a ventily. Dilezit¢ je, aby do
nastfikovaného vzorku nevnikl vzduch a neznecistil tak vzorek. Dalsi zdsadou pii

nastiiku umoznujici ndm opakovatelnost méfeni je néstfik stdlého objemu vzorku.
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Injektor se splitem

%Gumwé septum

—
P¥ivod _ F Odvod oplachu
zasobni —n_J septa
lahve plynu % £
. —— QOdvod splitu
Vyhrivany
kovowy blok
Liner Vaporizacni komora
Kolona

Obrazek 3: Injektor

1.4.3. Kolony '*

V samém zdkladu d€lime kolony podle skupenstvi staciondrni fiaze. A to na
kolony s kapalinovou staciondrni fazi a na kolony s pevnou staciondrni fazi. DalSim
druhem déleni je napliové a kapildrové kolony. Naplinové kolony jsou vyrobeny z kovu
¢i skla a byvaji naplnény tuhou staciondrni fazi, nebo pevnym nosi¢em pokrytym
kapalnou stacionarni fazi. Tyto kolony jsou zpravidla vyrazné krat$i. Mluvime zde o
délce 1-5 metrli, zato maji mnohem vétsi prumér ( 2-4 mm) oproti kolondm kapilarnim.
Kapilarni kolony maji nejvétsi vyhodu v jejich délce (10 — 100 m) a jejich malém
vnitinim priméru (0,1 -0,75 mm). Diky témto parametrim kapildrové kolony maji
mnohondsobn¢ vétsi ticinnost, nemusime vyvinout tak velky tlak a zaroven sta¢i mensi

mnoZzstvi vzorku. Kapilarové kolony se vyrab¢ji z kiemene, nebo skla a délime je na tfi

typy.

e WCOT(wall coated open tubular) — kde je na vnitini sténé kapilary nesena
kapalina
e SCOT (support coated open tubular) — kde je na vnitini sténé kapilary upevnén

nosic, na kterém je upevnéna kapalina
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* PLOT (porous layer open tubular) — kde je na vnitini sténé kapilary upevnén

adsorbent

Jako staciondrni faze se, jak jiz bylo zminéno, vyuziva silikagel, ale mimo n¢j i
molekuldrni sita na bazi aktivniho uhli, alumina a pfedev§im polymery. Polymery
predstavuji velikou vyhodu ve $kdle jejich pouZziti a moznostech specifického vyuZiti
pro jeden konkrétni typ analytu. PfoM ¢!

Kolony, jez byly zatiZzeny nad jejich technické teplotni maxima tzv. krvaci.
Krvéaceni kolony je d¢j, pfi kterém se z povrchu kolony uvoliiuje stacionarni faze a
dochdzi tak k degradaci kolony. Ziroven tyto latky poskytuji faleSné signdly na

chromatogramu.

Obrazek 4: Kfemenna kapilarova kolona

1.4.4. Detektory8

Zakladnim ucelem je detekce latek vychdazejici z kolony. Informaci o detekci
latky pfendSi na signdl, ktery je interpretovdn v pocitaCovém programu jako
chromatogram. Jednotlivé latky jsou v chromatogramu vyznaceny v podobé piku a
jejich plocha odpovidd mnoZstvi analyzované latky. V tomto pojeti se nebere v tvahu
nosny plyn. Ten je volen tak, aby jej detektor nezachytil. Zpravidla dochazi k jeho
detekci, pokud neni dostate€né Ccistoty. V plynové chromatografii existuje velké

mnoZstvi detektorl, které volime podle specifikaci analyzované latky.
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1.4.4.1. Hmotnostni detektor (MS)

Funguje na principu hmotnostni spektroskopie, ve které se molekuly ¢i atomy
pievedou na ionty. Tyto ionty se rozliSuji na zakladé poméru hmotnosti a ndboje (m/z).
Tento typ detektoru je univerzalni v mnoha ohledech. Dokaze sledovat pouze vybrany

typ molekul a zbyl€ typy odstinit, coZ je ve smésich mnoha l4tek velice uzitecné.
1.4.4.2. Detektor elektronového zdachytu (ECD)

Principem tohoto detektoru je zachyceni elektronli prvky nebo ¢astmi molekul
s vysokou elektronovou afinitou. Zdrojem konstantniho pole elektronli je beta zafic¢
v podobé niklu %Ni nebo tritia. SniZeni mnoZstvi elektrond jejich zachytem je
detekovano jako zména urovné signilu. KdyZ jsou zafeni vystaveny prvky s vySsi
elektronegativitou, tudiz s vyssi afinitou k pfijimani elektronti, poskytuje detektor vyssi
signdl. Signdl se odecita od pocate¢niho signdlu nosného plynu, tudiz i prvky s vysokou
elektronegativitou, jako ma tfeba dusik, mohou plnit Gcel nosného plynu, a taky se
z ekonomickych diivoda Casto vyuziva. Z téchto diivodl je ECD idedlni pro stanoveni
halogenovanych a aromatickych latek tedy i pro stanoveni organochlorovych pesticida

nebo pesticidl jejichZ struktura obsahuje jedno nebo vice aromatickych jader.

- S LUP plynu
Ll Signdl

< Katoda

Anoda pokryta Ni

< Nosny nebo

pomocny plyn

PHvod plynu
z kolony

Obrazek 5: Schéma detektoru elektronového zachytu

1.4.4.3. Plameno-ionizacni detektor (FID)

V tomto detektoru dochdzi kionizaci plynu pomoci Kkysliko-vodikového

plamene. Ionizovany plyn je vodivy a vede elektricky proud, ktery je vySsi nez proud,
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ktery vede prochdzejici nosny plyn. Tento proud je méfen dvojici elektrod, mezi
kterymi prochézi. Stupen ionizace, tudiz i velikost vznikajictho proudu zédvisi na sloZeni
analytu. Jako analyt mtZe slouzit velké mnozstvi latek, avSak jedny z nejcastéji
analyzovanych latek byvaji uhlovodiky. V kysliko-vodikovém plameni se ionizuje
pfevazné uhlik. Pro uhlovodiky se jednd o univerzalni detektor, ktery poskytuje signél

prakticky pro vSechny analyzované latky.

K jinému pouziti muze slouZzit plameno-ionizacni detektor s tepelnym zdrojem
na bazi alkalického prvku. V takovémto provedeni muze tento detektor s vyrazné vyssi
citlivosti detekovat latky obsahujici dusik, ¢i fosfor. Mimo jiné vyhody ma tento

detektor i schopnost samociSténi, jelikoZ se vSechny pfipadné necistoty plamenem spali.

Obrazek 6: Schéma plameno-ioniza¢niho detektoru.

1.4.4.4. Tepelné vodivostni detekror (TCD)

Na rozdil od ostatnich detektort, tento pracuje nedestruktivné. Analyt je pouze
zahfivan zhavicim vldknem. K zahfivani dochédzi ve dvou komorach. V jedné dochdazi
k zahfivani cistého nosného plynu a v komofe druhé k zahfivdni nosného plynu
s analytem. M¢i{ se zde tepelnd vodivost, a kdyZ je vyssi nez v nosném plynu dojde
k sniZeni teploty vldkna a naopak kdyZz je vodivost niZ$i. Zménou teploty vldkna
docilime zmény proudu, kterd se zaznamendvd, intenzita signdlu dava informaci o
koncentraci méfené latky. Tento detektor je zcela univerzdlni, reaguje na vSechny latky
a jen jeho vyrazné niz§i citlivost zpusobila jeho vytlateni detektorem plameno-

ionizacnim.
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Obrazek 7: Schéma tepelné vodivostniho detektoru

1.5. Pesticidy"

1.5.1. Definice a rozdéleni

Dle definice jsou pesticidy ,,slouceniny nebo smési sloucenin urcené pro
prevenci, niceni, potlaceni, odpuzeni ¢i kontrolu Skodlivych Ccinitelu, to znamend
neZddoucich mikroorganismu, rostlin a Zivocichit behem produkce, skladovdni,
transportu, distribuce a zpracovdni potravin, zemédeélskych komodit a krmiv*. Zdroj:
VeliSek J.: Chemie potravin, Tabor 1999. Tato definice je velice Siroka a v rdmci této
prace se budeme soustfedit na latky vyuzivané na ochranu rostlin. Obecn¢ jsou pesticidy
latky toxické povahy, které v malych davkach hubi vybrané Zivé organismy. Tento uzsi

vybér latek mé své rozdéleni podle cilového organismu. Délime je na:

* Zoocidy — cilené na zivocichy
o Insekticidy — cilené na hmyz
o Moluskocidy — jejichzZ cilem jsou mékkysi
o Akaricidy — zacilené na roztoce

* Fungicidy — pouZivané proti houbdm a plisnim
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* Herbicidy — cilené na nezadouci druhy rostlin

Krom déleni podle cilového organismu se tyto latky d€li i podle zplisobu vstupu

do organismu.

* Kontaktni — vstupuji do organismu na misté kontaktu a také na témz
misté ucinkuji

* Pozerové — vstupuji do organismu piimou konzumaci rostliny, na které
byl pesticid aplikovan (zoocidy).

* Dychaci — Vstupuji do organismu dychacim ustrojim (plicemi,

vzduSnicemi, nebo plicnimi vaky)

S preventivni aplikaci souvisi i jedna z velice dulezitych vlastnosti a tou je
persistence neboli stdlost. Od pesticidi je dnes pozadovano, aby byly nepersistentni,
neboli nestdlé. Tyto pesticidy maji polo¢as rozpadu méné¢ nez 30 dni. Mezi pesticidy
s vétsim dopadem na Zivotni prosttedi patii pesticidy stiedné persistentni. Tyto
pesticidy maji polocas rozpadu 30 — 100 dnd. Nejvétsi dopad vSak maji na Zivotni
prostiedi pesticidy vysoce persistentni, jeZ maji poloCas rozpadu vice nez 100 dnt.
Ptikladem tohoto typu je v dneSni dobé velice zndmé DDT, které je chemicky velice
stabilni. I po vice jak 40 letech od zdkazu jeho pouZivani stile mliZzeme nalézt tento
pesticid a jeho rezidua v ptidé¢ a vodé. DDT a jeho rezidua se mohou kumulovat
v zivotnim prostiedi a také v zivych organismech. Piikladem mize byt kumulace
v potravnim fetézci Orla bélohlavého, jeZ mélo za nédsledek ztenceni skofdpky jejich
vajec, coZ se projevilo vyznamnym sniZzenim jejich populace. DuleZité je, Ze vétSina
pesticidi je lipofilni povahy a dobie se v tucich kumuluji. S tim také souvisi kolob&h
pesticidii v pfirod¢. Pii vyskytu pesticidu ve vodnim prostfedi se pesticid samotny
hromadi v mikroskopickych vodnich organismech. V jejich konzumentech (ryby) se
koncentrace pesticidii zvysSuje. Ty byvaji potravou dravych ptdkl, ryb ¢i savel, u
kterych koncentrace pesticidu v organismu roste. Tyto lipofilni latky se zkrve
vstiebavaji pfimo do tukové tkan¢, zde se kumuluji a piisobi Skodlivé na organismus
(mutagnnég, karcinogenné atd.). Do letdlni féze tato intoxikace dojde az pifi dosaZeni
urcité koncentrace, nebo rychlému ubytku tukové tkdn€ a vyplaveni nakumulovanych

pesticidi do organismu.
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1.5.2. Diivody pouzivani

V soucasné dob& do této definice spadd nékolik set registrovanych latek pro ochranu
rostlin. VyuZivaji se pro ochranu zeméd¢lskych plodin, na jejichZ ochranu je kladen
vysSi a vyssi diiraz. Bez ochrany se sniZzuji vynosy péstovani a to ma ekonomicky i
ekologicky dopad. Ekologicky dopad neni tak zjevny jako dopad ekonomicky, avSak
s mensi efektivitou roste potreba vyuZiti vyssi plochy pro péstovéni, coz vede k vyS§imu
zatiZeni Zivotniho prostfedi. Piikladem tohoto procesu je myceni deStnych pralest za
ucelem zvétSeni plochy pro péstovani palmy olejné. Na zvySeni efektivity péstovani ma
velky vliv i rust lidské populace a zvySeni chovu zvitat. Za ucelem zvySeni efektivity
péstovani doslo k tvorbé rozsdhlych monokultur jednotlivych rostlinnych druhii. Tyto
monokultury jsou vS§ak nachylngjsi na Sifeni nemoci a Skidci, coZ ptispiva k nitlaku na
zeméed€lce k pouzivani pesticidi. Krom+ aplikace v piipadech pfemnozeni Skudci se
pesticidy aplikuji i preventivné. Dochdzi k tvorb¢ plant posttikli na vétsi ¢asové obdobi,
aby se zabrdnilo rezistenci Sktidcti proti ucinné ldatce pesticidu. Prosto se po sobé

nepouZzivaji pesticidy se stejnou ucinnou latkou.
1.5.3. Struktura pesticid21 22 23
1.5.3.1. Organochlorové pesticidy

Tento typ pesticidi ma v uhlovodikovém fetézci vazany chlér, pripadné i jiny
halogen. Hlavnim mechanismem tGé&inku je inhibice transportu Na*, CI', Ca®*, Mg**
iontd v neuronech. Velkou nevyhodou téchto pesticidil je jejich stabilita a nizka akutn{
toxicita i pro savce. Jejich vysokd perzistence jim umoZiiuje akumulaci a transport
v ramci biosféry i hydrosféry. Mezi nejznaméjsi pesticidy tohoto typu spada jiz zminény
DDT, neboli 1,1,1-trichlor—2,2-bis—(4-chlorfenyl)ethan, jeZ se ve Ctyficatych letech
minulého stoleti pouzival ve velké mite jako insekticid. I pfes jeho vysokou perzistenci
(2-20let) se preménuje na toxiCtéjSi variantu a to na DDE neboli di-
p—chlordifenyldichlorethan, u kterého byly prokdzdny karcinogenni a mutagenni

we

ucinky.
1.5.3.2. Organofosfaty

Jednad se o deriviaty odvozené od kyseliny fosforecné a thiofosfore¢né. Tyto

pesticidy jsou velice toxické pro hmyz, tudiZ se vyuzivaji jako insekticidy. Nemaji vSak
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ucinky pouze na hmyz, nékteré tto¢né bojové latky jsou také odvozené od zminénych
kyselin. Piikladem mulzZe byt sarin jakoZto nervové paralytickd latka. Stejné jako sarin
tyto pesticidy funguji na zdklad¢ inhibice enzymii, nejcastéji acetylcholinesterdzy na
nervovych synapsich. I v menSich davkach predstavuji riziko akutni otravy.
V takovychto piipadech nastdva letargie, namdhavé dychani, diarea, zvraceni, kiece a
naslednd smrt. Naopak vyhodou téchto latek je nizkd perzistence a to sice v fadech
n¢kolika tydnt. Také se na rozdil od organochlorovych latek nekumuluji v prosttedi. Pii
nedosazeni letdlni dadvky se v organismu u savcil a ptdku rychle metabolizuje. Jednim

z rizik je také otrava uZzite¢nych druht hmyzu, jako jsou vcely.
1.5.3.3. Karbamdty

Predstavuji derivaty kyseliny karbamové a pracuji na principu reverzibilni
inhibice acetylcholinesterdazy. Jednim ze zastupct této skupiny je karbofuran. Pouziti
tohoto pesticidu je zakdzané v Evropské unii i ve Spojenych stitech Americkych.
Zpisoboval otravy dravych ptdkl, je potenciondln¢ karcinogenni a naruSuje hormondaln{

regulace organismu. Je vysoce toxicky pro obratlovce, véetné Clovéka.
1.5.3.4. Pyrethroidy

Jedna se o syntetickou podobu piirodnich latek pyretrinli extrahovanych z kvéti
Rimbaby z &eledi hvézdnicovitych. Latky z této skupiny jsou insekticidy. Maji viak i
repelentni Gc¢inky. Jejich velkou vyhodou je nizkd perzistence, obzvlasté pii kontaktu s

UV zarenim.

Mezi strukturné odliSné pesticidy patii téZ triaziny, neonikotinoidy a mnohé

dalsi.
1.5.4. Vstup do Zivotniho prostiedi

o, e

Dals$i moZnosti jsou odpary ze sklddek odpadii, kde se likviduji piepravni obaly a

v 2

v uvahu pfipadaji 1 pfipadné nehody. Z nejvétsi Casti vSak do Zivotniho prostiedi
vstupuji jejich piimou aplikaci. NejCastéji jsou aplikovany v zemédélstvi za specifickym
ucelem, avSak ztraty pii strojni aplikaci mohou c¢init az 30%. DalSi procenta
z aplikovanych pesticidi mohou byt smyta, ¢i degradovdna samotnou rostlinou. Tyto

splachy mohou prosakovat do spodnich vod, ¢i byt smyty do vod povrchovych.
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K dalSim ztratdm dochdzi 1 odparem a tyto ztrity byvaji velmi vysoké. Odpafeny
pesticid poté kondenzuje a spada se srdZzkami zpét na zem. V zemi byvaji degradovany

pudnimi organismy.

Nejvyssi pravdépodobnost kontaminace vod je pfi aplikaci pesticidu na velké
souvislé plochy. Nedochdzi vSak jen k lokdlni kontaminaci povrchovych vod. Znalost

kolobéhu vody v pfirod€¢ ndm umozni nahlédnout do rozséhlosti mozné kontaminace.
1.5.5. Metody stanoveni

Protoze je obvykle ve vzorcich ze ZP ptfitomno vice pesticidlii souCasné, vcetné

rezidui, jsou pro stanoveni obvykle vyuziviny separani metody.

Jedna z nejCastéji vyuzivanych metod na stanoveni pesticidl, nebo jejich rezidui
ve vzorcich ze Zivotniho prostiedi byva kapalinovd chromatografie a to sice HPLC,
ktera Citd mnoho moZnosti separace a analyzy, nebo UPLC. Jako detektor je u této
metody obvykle vyuzit MS v rGznych provedenich. Mimo tyto metody se vyuZiva i
gelové permeacni chromatografie. V neposledni tadé se vyuzivd 1 plynova
chromatografie, kterd je jiz popsand v piedeslych kapitolach. Zde je mozné pouZzit jako
detektor opét hmotnostni spektroskopii, (dnes z davodu citlivosti obvykle zapojeno

nckolik MS za sebou) a nebo pro halogenované ¢i aromatické pesticidy ECD.
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2. Prakticka cast

2.1. Uvod
Tato ¢4st prace ma za Ucel zndzornit postup a prubch vyzkumu a jeho vysledky.
2.2, Stanovované latky

2.2.1.2,4-D

CsHeCL O3 CAS -94-75-7 HPC - 673133
M= 221,04 g/mol

Kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova

Cl

O\/U\
OH

Obrazek 8: Strukturni vzorec pesticidu 2,4-D

Cl

Pesticid 2,4-D patii do skupiny selektivnich herbicidli a patii mezi svétove
nejuzivanéjs$i herbicidy. Uziva se pro jeho druhovou selektivitu. Cilené¢ hubi dvoudélozné

rostliny, tudiZ je vhodny na ochranu rostlin jednodéloZznych. Mezi jednodé&lozné rostliny

o e

s s

veSkeré obilniny pSenici pocinaje a ryZi s kukufici konce. Tento pesticid nechvalné proslul
béhem vilky ve Vietnamu, kde byl vyuZit americkou armddou jako defoliant ve smési
pesticidl s kddovym ndzvem Agent Orange, jeZ letecky aplikovali na vietnamskou dZungli
za ucelem zbavit vegetaci listli. Tento pesticid byl vybran, protoZe jej Ize snadno detekovat
ECD a je tedy vhodnym modelovym analytem pro testovdni metody a postupil zpracovani

vzorku.

2.2.2. Flumioxazin '¢ '’

C19HsFN>O4 CAS - 103361-09-7 HPC - 675893
M= 354,33 g/mol
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N-[7-fluor-3-ox0-4-(prop- 2-yn-1-yl)-3,4-dihydro-2H- 1,4-benzoxazin-6-
yl]cyklohex-1-en-1,2-dikarboximid

CH

vV

o)
o) N—
/
| N o
\
O F

Obrazek 9: Strukturni vzorec flumioxazinu

Tento pesticid patii do skupiny herbicidii a je pouzivan v ozimé pSenici. Na
rozdil od ptedesiého herbicidu, tento plisobi na jednod€lozné i dvoudélozné rostliny. Na
rostliny pisobi pies listy. Na povrchu pidy dokdze vytvofit ochrannou vrstvu, které
kdyz se kli¢ici plevel dotkne listy, uhyne. Tento analyt byl vybran, nebot’ bylo zjiSténo,
Ze byl na urcitych mistech pouzit a bylo moZzné odebrat vzorky splachové vody z pole

po dest'ovych srazkach.
2.2.3. Thiacloprid '* '

Ci0HoCIN4S CAS - 111988-49-9 HPC - 673982
M= 252,72 g/mol

(Z)-N-{3-[(6-chloro-3-pyridinyl)methyl]-1,3- thiazolan-2- yliden }kyanamid
Cl N
| N —
= NYS
I
<N
Y

Obrazek 10: Strukturni vzorec thiaclopridu

Thiacloprid je na rozdil od vySe uvedenych latek fazen do jiné skupiny. Patii mezi
insekticidy a uzivd se na Siroké spektrum rostlin. Jednd se o poZerovy a kontaktni insekticid

ze skupiny chloronicotinylti a narusuje prenos impulzli nervového systému hmyzu stimulaci
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nikotin acetylcholinovych receptorti. Tento analyt byl zvolen ze shodnych diivodii jako
predchozi. Presto zde jsou odlisnosti, nebot’ tato litka je teplotn¢ labilni a pfi teploté
nasttiku se rozklada. Presto byla do vyzkumu zafazena, nebot’ byla predpokladdna mozZnost,

Ze néktery z produktd rozpadu bude mozZné detekovat pomoci ECD.

2.2.4. Standardy

Pfed vytvofenim standardl bylo zapotiebi zvolit vhodné rozpoustédlo. Pesticidy
jsou latky vétSinou dobie rozpustné v organickych rozpoustédlech. Nejucinnéjsi
rozpoustédla byvaji dichlormethan a chloroform. Tato rozpoustédla jsou ovSem pro nasi
metodu znacn€ nevhodnd, jelikoz chlér v dichlormethanu a chloroformu dava v ECD
intenzivni signal. Proto bylo tfeba vybirat z jinych rozpoustédel. Dal§i o néco méné
ucinna rozpoustédla byla methanol a aceton. Piesto, Ze byl aceton uc¢inngjsi, byl vybran
methanol z divodu manipulace. Aceton se odpafuje mnohem rychleji neZ methanol,

ktery se sdm odpaiuje velice rychle. Pfi navazovani methanolu se ukézalo, Ze za

laboratornich podminek se odpatuje ptiblizné rychlosti 1 mg/s.

Zakladni prvotni standardy byly vytvofeny rozpusténim 1 mg stanovované latky
v 790 mg methanolu p.a., coz odpovidd koncentraci 1 mg/ml. Hodnota 790 mg je
vypoctena z hustoty methanolu, jeZ ¢ini 0,79 kg na 1 litr. Tyto standardy byly uloZeny
do vzorkovnic o objemu 2 ml a uloZeny v mrazdku. Z téchto standardli byly poté
tvofeny dal$i vzorky o nizSich koncentracich. Nasleduje seznam pfipravenych umélych

vzorku o razném sloZeni.
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Tabulka ¢.1: Redéni standardi.

objem objem vysledna
Nazev methanoluv | pesticiduv | typ vzorku | koncentrace
p p pg/ml
V1 450 40st 2,4-D 2,4-D 81,6
V2 450 40st F Flumioxazin 81,6
V3 450 40stT Thiacloprid 81,6
V1.1 360 40V1 2,4-D 8,16
V2.1 360 40V?2 Flumioxazin 8,16
V3.1 360 40V3 Thiacloprid 8,16
V2.2 90 10Vv2.1 Flumioxazin 0,816
V2.3 180 10v2.1 Flumioxazin 0,408
V1.2.0 450 50 st 2,4-D 100
V1.2.1 450 50Vv1.2.0 2,4-D 10
V1.2.2 450 50Vv1.2.1 2,4-D 1
V2.2.0 450 50 st Flumioxazin 100
V2.2.1 450 50V2.2.0 |Flumioxazin 10
V2.2.2 450 50Vv2.2.1 |Flumioxazin 1
V3.2.0 450 50 st Thiacloprid 100
V3.2.1 450 50Vv3.2.0 | Thiacloprid 10
V3.2.2 450 50Vv3.2.1 Thiacloprid 1
V1.2.0.1 450 50 st 2,4-D 100

Z tabulky je patrné, Ze pfi tvorbé prvnich vzorkl doslo k chybé pfi pipetovani.

Vysledna koncentrace méla byt 1 pg/ml.

2.3. Instrumentace

Plynovy chromatograf DANI Master s ECD a kiemennou kapildrovou kolonou

Restek Rxi — Sms ( Crossbond % diphenyl / 95% dimethyl polysiloxan) o délce 30

NP

metrd a Sitce 0,25 mm, s maximalni pracovni teplotou 350°C a s maximalni teplotou pii
dlouhodobé zatézi 330°C (pii vySSi teploté¢ dochdzi k tzv. krviceni kolony, c¢ili
degradaci u¢inného povrchu kolony). Druhou kolonou, ktera byla pfi méfeni vyuZita je
kolona Restek Rxi — 35Sil MS o délce 30 metri a priméru 0,25 mm, tato kolona méa

360°C

maximalni

teplotu

a krvaceni
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Nastaveni parametrd stanoveni, zdznam dat a jejich zpracovdni byla provedena s

vyuZzitim pocitacového programu Clarity .

Obrazek 11: GC DANI Master

2.4. Pouzité chemikalie a chemické nadobi

2.4.1. Chemikalie
Methanol p.a.
Flumioxazin
Thiacloprid

2,4-D

2.4.2. Chemické nadobi
Analytické vahy
Vzorkovnice o objemu 2 ml

Kopistka
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Automatickd pipeta 10-1000 ul
Automaticka pipeta 1-40 pl

Automatickd pipeta 1-10 ml

2.5. ijrava metody

Metody byly upravovéany v programu Clarity, jehoZ uZivatelské rozhrani je

zachyceno na obrdzcich 11 az 13.

1. TestECD3

Tato ptivodni metoda vypliva z testovaci metody pouZzité pfi ovétovani
funkcnosti ECD. Byla upravena pro stanovovani pesticidu Laudis, ktery jsem
stanovoval v rdmci své bakaldiské prace®. Prichod kolonou za&ind na injektoru se
splitem. Ten byl vytemperovany na teplotu 280°C, s oplachem splitu 30 ml/min a
fedénim splitem 1:20. Teplotni program pece za¢ind na 180°C. Teplotnim spaddem 15
°C/min se kolona temperuje na teplotu 220°C a pfi této teploté se kolona ponechd 10

minut. Z toho vyplyva, Ze celkova doba prichodu latky kolonou je 12,66 min. Cesta
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mobilni faze kon¢i na detektoru, ktery je vytemperovén na teplotu 280.

Select GC | 6C Master =] ¥ Enabled
T i a
[ W[4 o (M| |2 0|07 || W | seses
OWEN
— Temperature General
Terp| Time Fate btaw Temp ['CT I 260
[°CL | [mink | [PCAmin =
u] Far: [
1| 10 o ventan
220 10.00 : Conditioring Time [mink | 050

Total Time [min]: I 12.EE

Event Table ¢ |Meast..|rement| Integration | Calculation | Advanced |

Ok I Cancel | Send method | Report | Audit Trail | Help

Obrazek 12: Teplotni program pece u metody TestECD3
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Select GC | &€ Master ~] ¥ Enabled

o M[es |5 W[ |0 M|~ el mm | s

INJECTOR C: 5451

— Temperature — Press/Flow — Pulsed Injection
Temperature contral: I Press/Flow contral; ¥ Pulsed Pressure: |
Prezz [bar]: | 0.00
. Control Mode: |FI vl . .
Temp [*CL I 280 o Tirne [rmir]: | 0,00
Flowy Time Fate
[rldmind: | [mind: | [roldmnin™2];
1'5 U,DU U,U — Gasz Saving —
Gaz Saving: -
i r— — Split Flaw [ral#mit]: | 20,0
Carrer Gas: N2 - Made: |S|;.|it vI Tirne [mir]: I 2.00
Column Output; |.~’-‘«mbient vl Split Flow [ml/min]: | 30.0
Diarneter [rm]: I 025 Split Fatio: 1: I 20
— Septum Purge
Length [m]: I 30,0 s s (ml/min]
eptum Purge [ml/min]: | 50
Film Thickness [pm]: I 0,25
Event Table GC IMeas‘urement I Integration I Calaulation I Advanced I

Ok I Cancel | Send method I Report | Audit Trail | Help I

Obrazek 13: Nataveni injektoru u metody TestECD3

Select GC | oc Master ~| ¥ Enabled

| 4 (M| [x oM~ |ec] mm| B o s

i~

DETECTOR C: ECD

— Temperature — Signal
Temperature control; v Min.Half-Peak ‘width [z]: I 0,60
Drigital Acq.Hate[Hz]:le vl
Temperature [*C: I 280 C EramelzEm
= ; ! Apply
Flowg Signal Target [mv]: I 000
Flaws cantral: v Clear
A Type: M2 hd
— Current
B3 bl I 2 Current Control: 2
Current [na]: I 1,600

EventTable g IMeasurementI Integration | Calculation | Advanced |

oK I Cancel | Send methu:udl Report | Audit Trail | Help

Obrazek 14: Nastaveni detektoru u metody TestECD3
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Metoda TestECD3

700

650 i

600

550

500

450

Voltage mV

Flumioxazin
400

V3 -
Thiacloprid

350

300 ﬁJ— \ﬁ‘!

250

0 2 4 6 8 10 12 14
Time min.

Obrazek 15: Vysledny chromatogram ziskany metodou TestECD3

Takto nastavend metoda ndm neumozZnila prokdzat pesticidy v pfipravenych umélych

vzorcich.

2.Pesticidy1

V ndvaznosti na nedostate¢nost predchozi metody jsme vyzkouseli sniZit teplotu
nastiiku na 250°C aby nedoslo k okamzitému rozpadu molekul pesticidu a ndsledné i
sniZit startovni teplotu kolony na 120°C gradientem rastu 45°C/min ktery se zastavi na
teploté 200°C a ddle pokracuje rychlosti 15°C/min aZ na teplotu 240°C ve které setrva
po dobu 18 minut. Teplota 240 °C byla limitni, nebot’ v peci chromatografu byla
soucasn¢ pfipojena i kolona pro stanoveni alkoholil s timto teplotnim limitem. Touto
zménou nastaveni se zvySila i celkovd doba prichodu kolonou na 22,43 minut.
Taktéz doslo ke snizeni pratoku splitu na 15 ml/min a tim na fedéni 1:10, coZ mélo
zvySsit mnoZstvi analytu vstupujiciho na kolonu Posledni a neméné¢ diileZitou zménou by

lo zvySeni teploty detektoru na 330°C.
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Pesticidy 1
950
850
750
e \/1 - 2,4-D
T 650
8
& 550 p—y s I
E \’\.\'\ I‘ \ Flumioxazin
450 \ V3 -
M’\ Thiacloprid
350 H I N
250 a N
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Time min.

Obrazek 16: Vysledny chromatogram ziskany metodou Pesticidy 1

Z vyse uvedenych chromatogramt (obrdzek 15) je patrné, Ze zmény v metod¢ se
odrazili i na chromatogramu. Je zde dulezité podotknout, Ze nastiik probihal v opa¢ném
potadi, a to sice ve sledu V3, V2 V1. Je tudiZ zjevné, Ze doba, po kterou mobilni faze
prochdzi kolonou je nedostate¢nd a stanovovand litka zlstdvd v koloné do dalSiho
meéfeni. Na samotném priichodu vzorku V3 to neni patrné, ale v navazujicim prichodu

se jiz tento d¢&j zfetelné projevi.
3. Pesticidy 2

Pted tvorbou této metody dosSlo ke zméné kolony. Misto stavajici byla zvolena
kolona Restek Rxi — 35Sil MS o délce 30 metrd a priméru 0,25 mm, tato kolona vydrZzi
vys§i teplotu az to 360°C a tudiz vySSi rozloZeni mobilni faze. Zarovenn byla
demontovéna kolona na stanoveni alkoholll a nebylo tedy nutné brat na ni pfi nastaveni

teplotniho programu ohled.

Parametry pouZité kolony se velice podobaji kolondm proddvanych pro analyzu
pesticidii, jako je napf. Restek Rtx-CLPesticides. Proto byl jako vychozi teplotni
program a dalS§i parametr nastaveny parametry doporucované prodejcem v katalogu
Phenomenex, Chromatography product guide 2019/20, i s védomim, Ze origindln¢ bylo

pro dané stanoveni pouZito jako nosny plyn helium. Tj. zména teplotniho programu, jez
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se 1i$i pouze v konecné teploté a dobé& jejtho ponechdni. Konec¢na teplota byla 330°C a

byla ponechdna po dobu 4,5 minuty. Celkovd doba priichodu tudiz byla 14,93 minut.

Pesticidy2

1000

900

800

e==\/3 - Thiacloprid
700

600 \
\ e N asledujici

500 \ prazny prichod

400 n

N
/
300 - *M

Voltage mV

200

0 2 4 6 8 10 12 14

Time min.

Obrazek 17: Vysledny chromatogram ziskany metodou Pesticidy 2

Jak z chromatogramu vyplyvd, metoda nebyla ucinnd a vzorek stidle za dobu
prichodu neprosel cely. Ztohoto divodu ndsledujici méfeni po promyti kolony od
setrvavajicitho vzorku byla jednordzové prodlouZena doba prichodu na 17 minut. DoSlo téZ
k sniZeni teploty kolony a detektoru na 300°C za tdcelem sniZeni zdkladniho signdlu.

Oznacena byla pracovnim ndzvem Pesticidy 2.1.
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Pesticidy2.1

6560
> 550 —ve-
€ Flumioxazin
[
E’ 450
S 2 —— Nasledujici
o prézdny
250 —_~ A préichod
1-59—?— e
50
-1 1 3 5 7 9 11 13 15 17
Time min.

Obrazek 18: Vysledny chromatogram ziskany metodou Pesticidy 2.1

Toto upraveni metody vSak nemélo velky vliv na vysledny chromatogram. Proto

ndsledovalo dalsi upraveni metody.

4. Pesticidy 3.0

Oproti minulé metodé¢ doSlo k mnohym zméndm. V samotném pocétku doslo
k zvyseni, teploty néstfiku na 280°C, pritok splitu na 22,5 ml/min a tim i fedéni splitem
na 1:15. Teplota, na kterou byla zahfivana kolona, byla zménéna také. Teplotni program
za&inal na 160°C s teplotnim gradientem 30 °C/min. Ugelem bylo piedchdzet mozné
kondenzaci analytu na zacatku kolony. Tento teplotni gradient se po dosazeni 200 °C
zménil na rychlost 15 °C/min aZ do dosaZeni 270. Pti dosaZeni 270 °C byla tato teplota
ponechdna po dobu 19 minut. Jedinym nezménénym parametrem byla teplota detektoru

ato 330 °C.
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2,4-D Metodou pesticidy 3
300
250
T 200 V1.2.1-
% 10 pg/ml
S 150 —V1.22-1
ug/ml
A JL* A
P A N
100
50
0 5 10 15 20 25
Time min.

Obrazek 19: Soubor chromatogramu analyzovaného pesticidu 2,4-D
ziskany metodou Pesticidy 3

Tato metoda jiZ pfinesla cilené vysledky. Na obrdzku 18 lze zietelné vidét vyskyt
piku v retenénim case 4,6 min. MiiZzeme zde spatfit i vlil koncentrace na vysku a plochu

piku.
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Flumioxazin meodou Pesticidy 3
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—)\/2.2.1-
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—\2.2.2-1
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Obrazek 20: Soubor chromatogramu analyzovaného pesticidu Flumioxazin
ziskany metodou Pesticidy 3

500

450

400

350

300

Voltage mV

250

200

150

100

Thiacloprid metodou Pesticidy 3

L\

M N~

—
0

Time min.

=—\/3.2.1-10

pg/ml

e——\/3.2.2-1

pg/ml

Obrazek 21: Soubor chromatogramii analyzovaného pesticidu Thiacloprid

ziskany metodou Pesticidy 3
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Velice dobrych vysledkil se ndm podatilo docilit i u Flumioxazinu (Obr. 19) a u
Thiaclopridu (Obr. 20). AvSak na vSech uvedenych chromatogramech lze vidét pomérné
vysoky pomér Sumu (Obr. 21), ktery s méfenou hodnotou signélu roste. Projevuje se
jako velké mnozstvi pikii o malé plode. Sum si miiZzeme vyloZit jako vychylku v signalu
detektoru. Sum muZe byt zptisoben nedostateénou &istotou rozpoustédla, ¢ nedistotami
ve vzorku, ¢i vnesenymi se vzorkem. Tento Sum se projevil vyraznéji po vymeéné
komponentti béhem série méfeni a jeho vznik je patrny na Obr. 21, kde plvodni
chromatogram (pfed vyménou komponentll) koncentrace 10 pg/ml, u které by se
predpokladal Sum vyssi md v disledku Sum niz$i neZ koncentrace 1 pg/ml po vyméné
komponentti. Pii vyméné¢ komponent je tfeba dbat na dostatecny oplach komponent
nosnym plynem. Komponentou, jez se vymeénuje nejcastéji, je gumové septum. Vysoka

hodnota Sumu sniZuje mez detekce a mize zpusobit chybu, v piipadé zdmény za signal

analytu.
Sum metody Pesticidy 3

350 i

300 f
>
€ ‘ === Thiacloprid
% 250 1 - 10 pg/ml
©°
>

200 Thiacloprid

-1 ug/ml
W |, ——
-1 1 3 5 7 9 11 13 15
Time min.

Obrazek 22: Vyiez ze souboru chromatogrami Thiaclopridu ziskany
metodou Pesticidy 3 s pribliZenim na Sum
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2.6. Extrakce

Extrakce byly provedeny pomoci jednordzovych kolon Strata C18-E (55um,
70A), 500mg/3ml. Tato kolona byla zvolena jako univerzalni pro nepolédrni latky, i
s rizikem, Ze vytéZnost extrakce pesticidii nebude optimdlni. Prichod vzorku extrakéni
kolonou umoZznovala sklenéna pozicova vakuova vana do které byly kolony zasazeny a
ve které byl tvofen podtlak pomoci olejové vyvévy. Pied samotnou extrakci musi byt
kolony aktivovdny. K tomu dochdzi po proplichnuti 3ml methanolu, poté 3 ml
destilované vody, nasledném proplachnuti pomoci 5% methanolu a nésledného 2-5
minutového suSeni. Pfi proplachovani se vyuzivd podtlaku. Po aktivaci kolony se
vodny vzorek o objemu 3 ml nechd prosat kolonou. Analyt je ze vzorku extrahovan na
kolonu. Poté je z kolony vymyt methanolem a zachycen do vzorkovnic. Dulezité je
regulovat tlak a tok, aby nedoSlo kvyfoukdni analytu ze vzorkovnice.
Jako prvni byla vyzkouSena extrakce pesticidu 2,4-D. Byl extrahovdan umély vodny
vzorek tvoifeny 3ml destilované vody a 0,1 ml umélého vzorku V1.2.0, ktery
m¢l koncentraci 100 pg/ml. Spolu s pesticidem byl extrahovan i slepy vzorek (blank)

v podobé destilované vody.
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Porovnani pesticidu 2,4-D pred a po extrakci

300
250
—\/1.2.1 -
pred
> ,
€ 200 extrakci
v V1.2.0 - po
8 extrakci
S 150
—n PO | _ e Blank
100 7)'»‘
50
0 5 10 15 20 25
Time min.

Obrazek 23: Soubor chromatogramii extrakce pesticidu 2,4-D

Z chromatogramu je viditelné, Ze extrakce prob¢hla usp&$né. Dilezité je vSak
poukdzat na zmé&ny, jeZ probchly. Krom svého obvyklého retencniho ¢asu 4,6 min pesticid
utvoril pik i v reten¢nim ¢ase 5,88 min na rozdil od ptivodniho chromatogramu. Spravnost
extrakce ndm potvrzuje blank, ve kterém je prokazatelné jen Cisty methanol, avSak je tfeba

poukdzat na chvost, jeZ pik methanolu tvofi.

Druhym extrahovanym pesticidem byl Flumioxazin. Um¢ly vzorek vody byl tvofen
z3 ml destilované vody a 0,1 ml vzorku V2.2.0 o koncentraci 100 pg/ml, ktery ndm

poslouzil i jako standard pro odhad koncentrace Flumioxazinu v redlném vzorku.
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Obrazek 24: Soubor chromatogramu extrakce pesticidu Flumioxazin

Extrakce prob¢hla uspésné a tento pesticid se extrakci nezménil. MiZeme zde opét

pozorovat lehké chvostovéani piku methanolu ve slepém vzorku.

Thiacloprid nebyl testovdn na vodnych vzorcich, jelikoZ nebyla pfedpokldddna

jeho pritomnost v redlnych vzorcich.

2.7. Realné vzorky

Odbér redlnych vzorkti byl proveden na zdkladé informaci o pldnovanych

aplikacich pesticida na péstevni plochy. Pesticidy se nesmi aplikovat na péstevni plochy

v dobé kdy jsou pfedpoklddané srazky, aby nedoSlo ke smyti a ndslednému splachu

pesticidu do povrchovych vod. Proto k odbéru vzorkd doSlo az po srazkich

nasledujicich po aplikaci a v mistech kde gravitacni spad vodu z péstevni plochy

hromadil. Minimalni mnozstvi potfebné na extrakci je celkem 10 ml. Na jednu extrakci

je potieba 3 ml vzorku a je vhodné kaZzdou extrakci podpofit dvéma opakovanimi.

Zbyvajici 1ml je rezerva kvili ztrdtdm vzniklych manipulaci se vzorkem.
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Porovnani exrakce pesticidu Flumioxazin s realnym
vzorkem
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Obrazek 25: Soubor chromatogrami extrakce realného vzorku a pesticidu
Flumioxazinu

Extrakce redlného vzorku prob¢hla dspésné. V retenénim Case 8,55 min byl zjiStén
pik odpovidajici pesticidu Flumioxazin. Stanoven{i pesticidu v neupraveném redlnim vzorku
bylo zna¢né neocekdvané. Byla predpokldddna nutnost zahust'ovani redlného vzorku, aby se

dosahlo vyssi koncentrace pfipadného pesticidu. Tento postup vSak nebyl u tohoto vzorku

nutny. Odhadovana koncentrace pesticidu ve vzorku byla cca 5 pg/ml.

3. Didakticka ¢ast** %

3.1. Pro zakladni Skoly

Soucésti uciva na zdkladni Skole je téma voda, jeji druhy a jeji znecisténi. Zde se
Zéaci mohou seznamit s pesticidy jako polutanty podzemnich i povrchovych vod. V této
Casti je také ocCekavano uvedeni piikladi znecisténi vzduchu a vody a navrZeni
preventivnich opatieni. Znalosti ziskané pfi praci umoznuji lépe pochopit a tim

interpretovat problematiku Zivotniho prostiedi, Sifeni pesticidii v Zivotnim prostiedi a
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jejich dopady. MozZzné je i zkombinovat tyto znalosti s principy rozpustnosti latek a
rozdilech mezi poldrnimi a nepolarnimi rozpoustédly. V této oblasti je mozné vyuZziti
kratkého pokusu, pfi kterém se voda obarvi lipofilnim barvivem a opatrné se prevrstvi
vrstvou oleje o shodné mocnosti. Pfi tomto pokusu barvivo ptechdzi do olejové faze a
zndzornuje  tak  pohyb  pesticidi  mezi  prosttedim a  Zivocichem.
Z meziptedmétovych vztahi je mozné pifipomenout pievody jednotek objemu a
hmotnosti probiranych v hodinéach fyziky. Také vypocty fedéni a koncentraci se mohou
skloubit s hodinami matematiky a pocitini s procenty. A v neposledni fad¢ vyuziti
znalosti o pesticidech a jejich pouZziti v hodinach piirodopisu, at’ jiZ v hodindch na téma
rostlin, tak na téma obratlovci, nebo ¢loveéka. Dalsi vyuzZiti téchto poznatkli nalezneme
v hodinidch na téma chemie a spolecnost, kde se ofekdva orientace ve vyuZivani a

piipravé chemickych latek a jejich vliv na zdravi ¢lovéka a Zivotni prostiedi.
3.2. Pro stiedni Skoly a gymnazia

Na vysSim stupni vzdélani se miZe vyuZzit v§e vyuzitelné pro zdkladni Skoly a

tyto poznatky prohloubit.

Na chemicky zamétenych stfednich Skoldch by stanoveni pesticidi ve vodé
mohlo byt piinosné v mnoha ohledech. Prvni moZnosti co by se Zaci mohli naucit a co
by bylo piinosné pro jejich chemické vzdelani je ovladani analytickych vah a spravny
zpusob navazovani. Konkrétné navazovani 1 mg pesticidu na poZadovanou ptesnost je
velice obtizné. Pithodné by bylo, aby se Zici cvi€ili v navazovani naptiklad v najemno
nadrcené kuchynské soli. Dalsi problematikou je navazovani methanolu. Ve Skolnich
podminkach by byl ucelnéjsi ethanol, jelikoZ methanol je jedovata latka, se kterou Zaci
nesmi piijit do kontaktu. Tyto rozpousStédla se rychle odpatuji, tudiz rychle méni
hmotnost a je zapotiebi navazovat s vyssi navdzkou a spocitat si jaké mnozZstvi se stihne

odpafit.

Spolu s navazovanim se mohou Zici seznamit s fedénim, vypoctem koncentraci

a hmotnostnimi zlomky.

Dalsi dovednosti, kterou si mohou Zéici osvojit je pipetovdni a pokud ma Skola

k dispozici automatické pipety, tak i dovednost jejich obsluhy.
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Pokracovat Zaci mohou v uceni se spravnému odbéru reprezentativniho vzorku.
Reprezentativni vorek by mél interpretovat vSechny vlastnosti latky, ze které se vzorek
odebird a chybny odbér vzorku ptedstavuje nejvyssi procento pii chybé v analyze. U
pevnych vzorkl se to déld metodou ctvercovani. U kapalnych vzorka je to o néco
slozitéjsi. Tam se predpokladd homogenita, uz v zdkladu je vSak tfeba odebrat vzorek na

vice mistech a vice urovnich hloubky a tento objem smisit.

Dalsim krokem je extrakce samotnd. Jednd se o nepoldrni sorbent, takZe pfi
priachodu vodného roztoku se v sorbentu zachyti nepolarni latky. Ty jsou pak vymyty
nepoldrnim rozpoustédlem. Dilezity parametr, ktery jsme ovSem nestanovovali, je

ucinnost extrakce. Podle ni se da piesn¢ urcit ptivodni mnozstvi analytu ve vzorku.

V posledni tad¢ si Zdk muze osvojit metody ndstiiku, dulezité zaklady
manipulace s analytem, zpisoby jak zabranit zneCiSténi a obsluhu plynového

chromatogramu.

Krom chemickych stfednich Skol by se daly poznatky o extrakci, Zivotnim
prostiedi a toxicité pesticidit vyuzit i na gymndaziich. Kde se také mohou Zaci procvicit

ve vypoctech koncentraci a rovnicich fedéni.

Vyuziti by tyto poznatky mohly mit 1 v podobé projektu, ve kterém by Zaci
kontaktovali lokdlni zemé&d¢lce. Tento projekt by pravdépodobné probihal ve spoluprici
a chemickou vysokou Skolou nebo odbornym tstavem schopnym stanoveni pesticida
provést, ¢i pfipadn¢ prabéh analyzy zdkim piedvést v ramci exkurze. Samotné
kontaktovani lokdlnich zemédélcti by navazovalo na predmét Cesky jazyk, ve kterém se
Zéci uli psat formalni dopis. Poté by po zjisSténi potfebnych informaci odebrali vzorky a
mohli by je na laboratornim cviceni upravovat. Nasledn¢ by ucitel zaslal vzorek na
analyzu do pfedem dohodnuté instituce a predal vysledky Zzakim, nebo by Zici
absolvovaly exkurzi. Data ziskand z analyzy by na hodindch informatiky prevedli
do grafii a zpracovali v podobé protokolti a prezentaci. Prezentace samotnd je opét
prifezovym tématem spojujici Cesky jazyk, medidlni vzdélavani a chemii. Tento
projekt by mohl byt pro Zadky zajimavy a zaroven piinosny a poskytl by zakiim samotny

vhled do problematiky pesticidu a jejich stanovovani.

Kromé uvedenych moznosti vyuziti zde jsou jeSté dalsi vyplyvajici z RVP pro

gymndzia. V kapitole ORGANICKA CHEMIE oéekdvané vystupy piedpokladaji, Ze
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Zak dokdaze charakterizovat skupiny organickych sloucenin vcetné jejich vlivu na
Zivotni prostiedi. K této Casti u€iva je mozné pfifadit ucivo o organochlorovych
slouceninéch z kapitoly o pesticidech. Nejvétsi uzitek vSak tato prace mtize mit v rdmci
vystupti o znalostech zdkladnich kvantitativnich a kvalitativnich analyz a jejich

praktickém vyuZiti.

Konkrétni obory mimo chemické stiedni Skoly mtizeme hledat i v zeméd¢€lskych
oborech. Piikladem jsou rostlinolékarstvi, agropodnikédni, lesnictvi, vinohradnictvi a
jiné. DalS§imi obory mimo chemii a zeméd¢€lstvi jsou Ekologie a Zivotni prostfedi, nebo

také analyza potravin.

3.3. Pro vysoké a vyssi odborné skoly

Pouziti pro studenty vysoké a vyssi odborné Skoly je na ze zacitku stejné jako
pro zaky Skoly stfedni. Navazuje na n¢ dovednost vypoctl v chromatografii, které jsou
uvedeny v teoretické Casti a také moZzZnost terénniho ziskavani vzorkl a jejich analyzy
v laboratofi.

VyuzZiti této metody by bylo mozné v podobé jednodennich praktik, na které by si jiz

studenti donesli vzorky vody, nebo by jim byly skolou poskytnuty.

Vzorky pro Skolu mohou byt bud’ uméle vyrobeny, coz je samo o sob¢
jednodussi a spolehlivejsi varianta, nebo mohou byt nabrany z terénu a uskladnény
v mrazdku. Samotny odbér vzorki neni snadny. Zemédélci maji zdkonem piikdzano
aplikovat postiik pouze za ptredpokladu, Ze v pribéhu ndsledujicich dnli nedojde
k destovym srazkdm. Je vSak vhodnéjsi nabrat vzorky vody kratkou dobu po postiiku
zemede€lské pudy a nasledném desti. Idedlni pro takovéto odbéry je vodni tok, ¢i plocha
v idoli pod zemédélskou plochou, na kterou byl pesticid aplikovan. Neni potiebné
velké mnoZzstvi vzorku. 9 ml postaci na sérii s dvéma opakovéanimi. TudiZ je vhodné
nabrat vétsi mnozstvi vzorku, a kdyz ucitel prokdaze ptitomnost pesticidli, miiZe

nasledné zbytek vzorku zamrazit a pouzit pro dalsi praktika.

Studenti si pfi praktikdch osvoji postupy tprav redlného vzorku, ktery mize byt
zakoncentrovan a nebo prefiltrovat od necistot. Nebo si v ramci praktik pfipravi vzorek
umély a procvi¢i se v navazovani velice nizkych navdzek a vypoctu koncentrace.

Studenti si pfipravi vzorky o dvou zndmych a odliSnych koncentracich, aby pomoci dat
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ziskanych analyzou téchto vzorkd mohli docilit dvoubodové kalibrace. Poté se studenti
sezndmi se zdklady néstfiku vzorku do injektoru. Dal§im krokem je vyhodnoceni dat
jako takovych. Student se nauci vypocitdvat koncentraci na zdklad¢ plochy piku a typ
pesticidu na zdkladé reten¢niho Casu. Ucitel by mohl studentiim pfipravit vzorek o
nezndmém sloZeni a nezndmé koncentraci. Studenti by méli za ukol stanovit konkrétni

pesticid a vypocitat jeho koncentraci vyuZitim dat z dvoubodové kalibrace.

Tato prace zdaroven otvirda moZnosti pro témata dalSich bakaldiskych a
diplomovych praci. Pro bakaldiskou praci by mohlo byt vhodné optimalizovat metodu i
na dal$i pesticidy, zvySeni robustnosti metody, zlepSeni poméru signdl/Sum a také
zjiSténi mezi stanovitelnosti a mezi detekce. Pro navazujici diplomovou praci by mohlo
byt ikolem stanoveni pesticidii na dalSich zatizenich, jako je HPLC nebo UPLC podle
moznosti pracovisté. Také je zde moznost zjiStovani pesticidi v dalSim prostiedi, jako

je pida, nebo rostliny.
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4. 7Zavér

Byly prostudovdny mozZnosti stanoveni pesticidi s ohledem na dostupné

vybaveni a pesticidy, jeZ byly v dané dob¢€ a misté pouZivany

Pro vybrané analyty byla postupné¢ modifikovdna metoda jejich stanoveni na

ptistroji DANI Master s ECD.
Metoda byla otestovana pomoci umélych vzorki riznych koncentraci

Byl navrzen a na umélych vzorcich otestovdn postup extrakce s vyuZitim

komer¢nich kolonek pro SPE

Navrzeny kompletni postup byl pouzit pro analyzu redlného vzorku splachové

vody

Bylo zhodnoceno mozné vyuziti ziskanych poznatkii o chovani pesticidi a
procesech pouzitych pfti jejich stanoveni pro vyuku na riiznych stupnich Skol s diirazem

na VS vzdélavani, kde je moZné problematiky fesit v celé své komplexnosti.

Po teoretické strdnce prace obsahuje historii a zdklady plynové chromatografie.

Popis zdkladnich komponentt, jejich vyznam a jejich moZzné kombinace.

Vysledkem této prace je metoda pro plynovy chromatograf s ECD vyuZitelnd ke
stanoveni vybranych pesticidii ve vod¢. Zaroven tato prace mize byt i jistym ndvodem
na tvorbu metody pro GC-ECD. Jak provadét extrakci a jak zachazet s plynovym

chromatografem DANI Master.

Po didaktické strance prace obsahuje jednotlivé aspekty vyuziti prace v rGznych

arovnich vzdélani.
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5. Resumé

Gas chromatography with electron capture detector (GC-ECD) is a method
suitable for the determination of halogenated and aromatic substances. Most of
pesticides fits to at least one of these groups. Pesticides are a frequently discussed
environmental problem. The objective of this work was to develop a suitable method for
the analysis of these pesticides using selected standards. Next step was to prepare a
procedure for extracting pesticides from samples obtained by rainwater sampling, where
flushes from fields after spraying are expected. Finally, the evaluation of the
possibilities of applying the acquired experience and knowledge to chemistry teaching

at various levels of schools.

We have prepared standards of selected pesticides of known concentration in
methanol. The prepared solutions were used to determine the conditions of assay, in
which we gradually modified the flow through the column, the column temperature
program and the analysis duration. After finding suitable assay conditions, we've tested
standards of different concentrations. In the next phase, we verified the conditions for

the extraction of analytes from water samples.

The inclusion of projects in teacher's education at the university is discussed.
Based on the experience and knowledge gained during the preparation of the pesticide
determination method, we've selected the areas of curriculum at primary and secondary
schools, where it is possible to include individual knowledge in the topics of teaching

not only chemistry but also other subjects within the cross-curricular relations.

We've created a method, which allows us to determine selected pesticides in

limited conditions.
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1y

8. Prilohy

Pievzato z Cabala R.: Plynovd chromatografie Instrumentace Zakladni
prednaska, Univerzita Karlova v Praze. Praha 2008.

polystyren (Chromosorb103) -aminy, amidy, alkoholy, aldehydy, ketony
styren-divinylbenzen(Chromosorb102, PorapakP) -permanentniplyny, voda,
alkoholy

ethylvinyl-divinylbenzen(PorapakQ) -uhlovodiky, vodnéroztoky org. latek, NOx
polyvinylpyrolidon(PorapakR) -voda, HCI, CI12, C1-C6alkany
polyvinylpyridin(PorapakS) -alkoholy

2,6-difenyl-p-fenylenoxid(Tenax) -alkoholy, glykoly, ethanolamin
ethylenglykol-dimethylakrylat(PorapakT) -formaldehyd, voda
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