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Abstrakt

Prace se zabyva aktualnim problémem naristajicich koncentraci glyfosatu v podzemnich a
odpadnich vodach z divodu nedostatecné ucinnosti danych metod vyuzivanych na Cistirnach
odpadnich vod. Z tohoto hlediska je nutné vyvijet nové metody a technologické procesy, které
by mohly u¢inné odstranit glyfosat z vod.

Doposud vyuzivané metody v Cistirnach odpadnich vod by mély byt nahrazeny nebo
doplnény pomoci pokrocilych oxidacnich procest. Prakticka Cast této prace se vénuje glyfosatu
a jeho degradaci ve vodach pomoci plazmatu.

Béhem aplikace plazmatu byly postupné odebirany vzorky, které se dale vyhodnocovaly
pomoci LC/MS vybrané jako vhodné analytické metody. Cilem této prace bylo zjistit G¢innost
plazmatu ve vodach s ptimési glyfosatu.

Abstract

This work deals with the current problem of increasing concentrations of glyphosate in
groundwater and wastewater due to insufficient efficiency of methods used in wastewater
treatment. From this point of view effective removing of glyphosate from water have to be
developed by new methods and technological processes.

The methods used so far in wastewater treatment plants should be replaced or
supplemented by advanced oxidation processes. The practical part of this work is devoted to
glyphosate and its degradation in water by plasma.

Samples were taken sequentially during plasma application and further evaluated by
LC/MS selected as suitable analytical methods. The aim of this work was to determine the
efficiency of plasma in water with admixture of glyphosate.

Klicova slova

Glyfosat, pokrocilé oxidacni procesy, plazma v kapalinach, degradace, vysokoucinna
kapalinova chromatografie

Keywords

Glyphosate, advanced oxidation processes, plasma in liquids, degradation, high performance
liquid chromatography
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1 Uvod

Herbicidy jsou latky ur¢ené k odstranéni nezadoucich nebo invaznich druhi rostlin. Jejich
nadmérné vyuziti v zeméd¢lstvi vede ke kontaminaci povrchovych vod, jelikoz nejsou Cistirny
vod schopny tyto latky z procistované vody vyloucit. Mezi nejvétsi nevyhody patii jejich
mozny negativni vliv na zivotni prostfedi a ¢lovéka z hlediska toxicity herbicida. Jelikoz je
glyfosat nejrozsifenéjsim herbicidem této doby, je dulezité podrobné studovat jeho chovani
Vv zivotnim prostfedi a je také velmi vyznamné zaméfit experimenty na studium jeho mozného
odstranéni z vodniho a pidniho ekosystému. Roundup je klasicky herbicid, ktery nebyl
doposud povazovany za nebezpecny. V posledni dobé vyzkumy dokazuji, Ze neni natolik
bezpecny, za jaky ho mlze vefejnost povazovat. V Americe je momentaln¢ jeho pouzivani
v zeméd¢lstvi zakazano. V roce 2017 evropsky parlament odhlasoval prodlouzeni licence na
pouzivani glyfosatu v Ceské republice o pét let. Od 1. ledna 2019 plati jen zakaz plosného
uzivani na urychleni dozravani nékterych plodin. Na Slovensku je tento zakon uplatnén uz od
roku 2016. V roce 2013 se v CR spotiebovalo 935 000 litra glyfosatu, v roce 2017 byla spotieba
750 000 litra.

Cilem této prace je zjistit uCinnost plazmatu na degradaci glyfosatu v roztocich. Ke
spravnému stanoveni herbicidi v zemédélskych plodindch nebo v jednotlivych castech
zivotniho prostfedi se pouzivaji analytické metody, z nichZ nejptesnéjsi je kapalinové a plynova
chromatografie. Vzhledem k tomu, Ze kapalinova chromatografie je nejéastéji vyuzivanou

analytickou metodou ke stanoveni glyfosatu, byla ji v této praci vénovana nejvetsi pozornost.

2 Teoreticka ¢ast
2.1  Pesticidy

Pesticidy jsou latky pouzivané k hubeni a tltumeni nezddoucich sktidct. Nejcastéjsi vyuziti
je kochrang rostlin, skladovych surovin, technickych produkti, domt, vyrobnich zavodu,
zemédelské produkce, ale 1 lidi nebo zvitat. Tyto prostfedky se skladaji ze dvou ¢asti — pomocné
a u¢inné latky. Uginné latky plisobi piimo na $kodlivého &initele. Jako pomocné latky jsou
vyuzivany napiiklad adheziva, smacedla, emulgatory, indikatory jako vystraznad barviva,
drazdivé a zapachajici latky, stabilizatory zabraiiujici rozkladu Gc¢inné latky. Pesticidy jsou
pouzivany témeéf proti vSem puavodclim chorob, Skidcim a plevelim a zejména pak
v zemeédélstvi [1].

Problémem pesticidil je toxicita na okolni prostiedi a biotu. Spatnou aplikaci téchto
specialnich biologicky aktivnich latek miZe dojit k negativnim vlivim na veSkeré slozky
zivotniho prostfedi. V1iv pesticidl je v§ak velmi riiznorody. Zalezi ptedev§im na tom, jaky typ
pesticidu je pouzivan [2]. Nejhor$i vliv je pfipisovan herbicidim, tedy latkdm vyvinutym
k hubeni nezadoucich pleveli a rostlin. Déle pak insekticidy neboli latky toxické pro hmyz.



Nejméné nebezpecné jsou fungicidy, coz jsou latky zneSkodnujici parazitické houby [3].
Casté a pravidelné pouzivani téchto prostiedkl vede ke sniZeni jejich u¢innosti, predeviim
kvili vzniku odolnosti skodlivych organismt vic¢i u€¢innym latkdm [1]. Vzhledem k témto
znamym vlastnostem je ovSem velmi dilezité vzdy ptihlédnout a snazit se minimalizovat
piipadné dopady na zivotni prostiedi.

2.1.1 Legislativni opatieni tykajici se pesticidu

Pti pouziti pesticidi musi byt dodrzovany ptedpisy uvedené na jejich obalech nebo
v prilozené dokumentaci. Pouzivani pesticidii téchto latek je véazdno na jejich uvedeni
v Registru pfipravkii na ochranu rostlin, ktery je veden Ustiednim kontrolnim a zku$ebnim
stavem zemé&délskym (UKZUZ) [4].

V CR je aplikace pesticidi regulovana zakonem &. 326/2004 Sb., o rostlinolékaiské péci
a o zmé&né nékterych souvisejicich zdkoni, ve znéni zdkona ¢. 199/2012 Sb. a vyhlaskou
¢. 326/2012 Sb., kterou se meni vyhlaska €. 32/2012 Sb., o ptipravcich a dalSich prostfednich
na ochranu rostlin [5]. Zakon ¢.326/2004 Sb., o rostlinolékaiské péci a o zméné nékterych
souvisejicich zakontl. In: Sbirka zakont Ceské republiky, 2004 [6].

2.1.2 Zasady pri praci s pesticidy

Podle vySe uvedené kapitoly, je pouzivani pesticidli spojeno s uritymi riziky, proto je
dilezité béhem prace s nimi dodrZovat urcité piedpisy. Je dllezité pouZivat pomicky na vlastni
ochranu, mezi které se fadi pokryvky hlavy, obli¢ejovy §tit €1 bryle, gumové rukavice, vhodna
pracovni obuv a ur¢eny pracovni odév (nejlépe impregnovany). Pted manipulaci s herbicidy je
nutnosti se seznamit s ndvodem na pouziti. BEhem ptipravy postiikil a posttikovych kapalin
nesmime pit, jist a pfedevsim koufit, a to aZ do doby ukonceni prace. Po ukonceni prace
odloZime pracovni odév a diikladné se omyjeme.

Po kazdém pouziti postiikovace je nutné jeho fadné vymyti a zlikvidovani zbytku
postiikové kapaliny podle navodu. Doporucuje se uchovavat piipravky v originadlnim baleni.
Prazdné obaly se likviduji povolenymi zplisoby, a to vzdy az po jejich dikladném vyplachnuti.
V piipad€¢ zasazeni osob musime poskytnout postizenému prvni pomoc a zajistit 1ékaiské
oSetfeni [3, 7].



2.2 Herbicidy

Slovo herbicid pochazi z latinského ,,herba“- neboli rostlina a feckého ,,cid6*“- caedere
(zabijet). Z vyznamu tohoto slova je zcela ziejmé jeho pouziti, zejména k likvidaci nezddoucich
rostlin. Prvni pouziti herbicidi probéhlo ve 20. stoleti pii objeveni modré skalice (siranu
médnatého) na ochranu vinic. V dnesni dob¢ se herbicidy pouzivaji hlavné v zemédélstvi, ale
také v parcich, méstech, zahradach nebo Zelezni¢nich trati k udrzovani zelezni¢niho svrsku.
Velmi casto byly také vyuzivany ve vojenstvi, kde slouzily k odstranéni vegetace, ktera
poskytovala tkryt protivnikiim. Nejvyraznéjsim prostiedkem béhem vietnamské valky byl
»Agent Orange, coz byla smés dvou herbicidii na bazi fenoxyoctové kyseliny pouzivana
Spojenymi Staty Americkymi (USA). Po kontaktu s touto latkou doslo k okamzitému zaniceni
o¢1, nevolnosti, dychacim potizim a kozni vyrazky.

Vlivem pouziti téchto latek je pida dodnes kontaminovana a probihaji prace na odstranéni
vzniklého znecisténi. Navic byla prokézéna spojitost se spoustou zavaznych onemocnéni
S timto valeCnym pouzitim herbicida [1,3].

2.2.1 Faktory ovliviiujici pohyb herbicidi v pudé

jejich ucinek zvySuje s rostouci teplotou (pfi teplotach vysSich, nez je 22 °C dochazi
k ,,popaleni® kulturni rostliny). Dalsi ddlezity faktor je rychlost vétru. Za silngjsiho vétru
dochazi k pfenosu postiikil a tim k nepravidelnému tc¢inku nebo k poskozeni okolnich plodin
[8]. Pti aplikaci herbicidt je dulezity i typ pudy. V padach piscitych, s malou sorpéni kapacitou
¢i lehkych dochézi k volnému pohybu herbicidu v piidnim profilu a hrozi tak jeho vyplavovani
do pudnich vod. Naopak piidy t€zkeé, s vysokou sorpéni kapacitou nebo jilovité dokdzou vazat
herbicid velice pevné. Nemohou se tedy vyplavovat do pidnich vod. Aktivni vliv na aplikaci
ma 1 obsah humusu. V piidach s vysokym obsahem humusu se vaze urcité mnozstvi G€inné
latky herbicid. V suchych ptidach herbicidy neucinkuji. Naopak ve vlh¢ich piadach jejich
ucinek stoupa [8]. DalSim problémem jsou deStové srazky. U preemergentnich aplikaci
napomahaji k rozptyleni herbicidli v povrchové vrstvé pudy. U postemergetnich aplikaci
zpusobuji celoplosné pokryti listi herbicidy. Doporucuje se neprovadeét aplikaci pted nebo po
desti [8].
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2.3  Glyfosat

Glyfosat je neselektivni, post-emergentni a Sirokospektralni herbicid, ktery patii mezi
derivaty kyseliny fosfore¢né [9]. Jeho systematicky nazev je N-(fosfonomethyl) glycin.
Strukturni vzorec je uveden na obr. 1 [10].

O

)]\/H ”
HO NG

Obr. 1: Strukturni vzorec glyfosdtu [10].
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2.3.1 Fyzikalni a chemické vlastnosti glyfosatu

V ¢istém stavu se jedna o Cistou, krystalickou pevnou latku bez zapachu. Bod tani mé pii
185 °C a rozklada se pti 187 °C. Za této teploty se rozklada a uvoliuje toxické plyny — oxidy
dusiku a fosforu. Je nerozpustny ve vétSin€ organickych rozpoustédel. Ve vodé je mirné
rozpustny (12 g1 pii 25 °C). Hlavnim metabolitem v sedimentech, vodach a bioté je kyselina
aminomethylfosfonova (AMPA) [10, 11].

2.3.2 Toxikologické vlastnosti glyfosatu

V roce 2015 Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny (IARC) nové€ zafadila 5 pesticidi
na seznam karcinogenni latek, mezi kterymi je 1 glyfosat. Nékteré laboratorni toxikologické
studie naznacuji, Ze v pfipad€ smiseni glyfosatu s jinymi latkami mize dojit k zvySeni jeho
toxicity oproti Cistému stavu [11]. Lékafi poukazuji na moZnost naruseni lidského
hormonalniho systému.

Specializovana agentura Svétové zdravotnické organizace (WHO) upozornila na vznik
non-Hodginova lymfomu vlivem jeho pisobeni. Pfi manipulaci s touto latkou jsou

Vv

téla proniknout dychacim ustrojim, pokozkou ¢i travicim traktem a zplsobuje zdvazna
poskozeni o¢i a podrazdéni pokozky [14].
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V roce 2013 byl proveden test na pfitomnost glyfosatu v moci dobrovolnikli z 18 zemi
véetnd Ceské republiky. Nasledné vysledky dokazaly ptitomnost této latky u témét poloviny
testovanych osob, mimo jiné také u 6 z 10 0sob v Cesku. Je nepiiznivy pro vodni prostiedi,
zivoCichy 1 fasy. V pudé¢ dochazi k rozkladu ptidnimi organismy, piicemz jeho vstiebavani se
1isi v zavislosti na typu pady [15-17].

2.3.3 Pouziti glyfosatu

Tato latka je volné dostupna, nejcastéji se vyskytuje pod znackou Roundup a vyuziva se ve
formé solného vodného roztoku. Do poctu je to jeden z nejpouzivanéjsich herbicidi na celém
svété. Hojné se vyuzivd v zeméd€lstvi, vinafstvi, zahradnictvi i na 0drzbu zahrad, vcetné
domaciho uziti. Ve velkém poctu mést se vyuziva k postiiku chodnikl a ulic, v mistech, kde
roste plevel [10-12].

Kvelkému narGstu spotfeby glyfositu doSlo v disledku zavedeni geneticky
modifikovanych organismi (GMO), které jsou odolné vici tomuto pesticidu. Nové jsou
vypéstovany rostliny tzv. RoundupReady plodiny, které na glyfosat nereaguji a ten naopak znici
jen okolni plevel. Roku 1996 byla vypéstovana tzv. sdja RoundupReady. Nejvétsimi péstiteli
jsou staty Jizni a Severni Ameriky. Tato s6ja je nasledné dovazena do Evropy, kde slouZi jako
krmivo pro vysokouzitkova vyslechténd zvifata ve velkochovech [13-15]. Nasledn¢ roku 1997
byla schvélena kukufice. Dale pak cukrova fepa, fepka olejna, bavinik a vojtéska.

2.4  Cisténi odpadnich vod

V ¢istirnach odpadnich vod dochazi k opétovnému ziskani ¢isté vody o urcité kvalité z vod
odpadnich. Tato voda je nasledné vypousténa zpét do vodniho prostiedi [18]. Cisténi odpadnich
vod je velice slozity proces, ktery probiha ve dvou stupnich:

a) 1. stupen — mechanické ¢isténi
b) 2. stupeni — biologické ¢isténi

K vy¢isténi se vyuzivaji chemické, fyzikalni a biologické podstaty [19]. Odpadni vody
rozliSujeme na primyslové (pivovarské, mlékarenské), splaSkové (socidlni zafizeni,
Z domacnosti) a srazkové.
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V prvni casti Cisténi dochdzi k tzv. mechanickému cisténi, kdy se voda ptivadi hlavni
stokou. Na jejim konci je upevnén lapak Stérku. Na odstranéni hrubych plovoucich neéistot se
Vv dal$im stupni vyuzivaji Cesle. V nasledujici Casti je umistén lapak pisku v kombinaci
S lapakem tuku. Poslednim zafizenim k odstranéni organickych nerozpusténych latek se
pouziva usazovaci nadrz. Na likvidaci zbylych Céstic (Castic leh¢ich nez voda) slouzi rtizné
odlucovace [18].

Biologické ¢isténi vyuziva mikroorganismu, které odstranuji organické znecisténi tak, ze
ho preménuji na biologické vlocky. Tento druh CiSténi se bézné pouzivad na odstranéni
organickych latek. Dojde k odstranéni jen takového mnozstvi zivin (soli fosforu a dusiku), které
mize byt soucasti bunééné hmoty. Vyuziva se aerobniho (rostou mikroorganismy — tzv. tvorba

kultury ve vznosu) a anaerobniho rozkladu (pro siln€ znecisténou vodu, bézny zptsob likvidace
kalu).

NejcastéjSim zplisobem ¢isténi je aktivace (tzv. aktivovany kal). Aktivovany kal ve vodé
vytvaii suspendované vlocky. Jednd se o d& aerobni. Je potfeba zajistit dostatecny pfistup
kysliku. To se provadi pomoci intenzivniho provzdusinovani vody [18]. Z hlediska urychleni
rozkladu organickych latek je potieba zajistit dostate¢nou koncentraci aktivovaného kalu. Toho
1ze dosdhnout recirkulaci vétSiny aktivovaného kalu.

2.4.1 Glyfosat v odpadnich vodach

Z hlediska chemickych vlastnosti glyfosatu (jeho polarni charakter, nizkd rozpustnost
v organickych rozpoustédlech a vysoké rozpustnosti ve vod¢€) je jeho stanoveni oproti jinym
herbicidim pomérné komplikované.

V roce 2002 védci testovali vzorky vypousténych odpadnich vod do fek z 10 distiren
odpadnich vod. V té dobé se jednalo o prvni vyzkum, ktery poukazoval na ptitomnost glyfosatu
na vystupu z Cistiren odpadnich vod a mliZe byt ur¢itym zdrojem zneciSténi ve vodnich tocich.

Pomoci této studie védci dosli k zaveéru, Ze v odpadnich vodach byla ve vétsi mife pritomna
kyselina aminomethylfosfonova — metabolit glyfosatu. Zhruba 68 % vzorkti obsahovalo AMPA
a 18 % vzorkid obsahovalo glyfosat [20].

Problematikou pfitomnosti glyfosatu a AMPA na vystupu z €istiren odpadnich vod se
V soucasné dob¢ zadny vyzkum nezabyva. Navzdory mnoha vyzkumuam stéle prevlada tvrzeni,
ze glyfosat a AMPA jsou v Cistirnach dobfe odbourdvany. Abychom toto tvrzeni méli se
stoprocentni jistotou, museli bychom vzdy provadét vlastni analyzy.
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2.5 Pokrocilé oxidacni procesy

Pokrocilé oxida¢ni procesy (AOP, tj. Advanced Oxidation Process) jsou studovany mnoho
let kvili jejich vhodnému uziti pro ¢isténi odpadnich vod [21]. Poprvé se objevily v 50. letech
20. stoleti pfi oxidaci fenolt v odpadnich vodach. Témito procesy se dopliuji technologie ve
stavajicich metodach vyuzivanych v ¢istirnach vod [22].

Jedna se o reakce latek rozpusténych ve vodé s volnymi radikély. Zakladnim krokem téchto
procest je vznik reaktivnich hydroxylovych radikali. Jedna se o velmi silna oxidacni ¢inidla s
zivotnosti Vv fadu mikrosekund. Radikaly jsou tvoreny vV mnozstvi, které dokaze eliminovat
anorganické i organické polutanty odpadnich vod. Uginnost eliminace polutantti zavisi na
zvoleném AOP procesu, fyzikalnich a chemickych vlastnostech daného polutantu a danych
podminkach [21]. Za optimalnich podminek vznika CO; a H20. Je ovSem dulezité sledovat
mozny vznik vedlejSich produktii s moznymi toxickymi vlastnostmi.

Mezi vyhody AOP patii kompletni eliminace Sirokého spektra, neselektivni reakce,
ucinnost jako dezinfekce a rychly proces [22]. Nevyhodou jsou vysoké finanéni naklady,
nedostatecna predpoveéd’ ucinnosti procesu a vznik vedlejsich nezadoucich produktt [23, 24].

25.1 Jednotlivé typy pokrocilych oxidac¢nich procesi

Obecné je mozZné pokrocilé oxidacni procesy rozdélit na dvé zdkladni skupiny
(tabulka 1) [25, 26].

Tabulka 1: Rozdeéleni pokrocilych oxidacnich procesi [26].

Metody Reakéni systém

Chemické O3, O3/ H20,, H20,/ Fe?*

Fotochemické | O2+ UV, H202 + UV, O3 + H202 + UV, UV + TiO2

Dé se také vyuzit moznosti nizkoteplotniho plazmatu generovaného za atmosférického
tlaku, ktera vytvari UV zafeni a produkuje hydroxylové radikély. Jedna se o alternativu, ktera
nevyzaduje pouziti UV lampy, chemikalii a uplatiiuji se v ni vSechny uvedené procesy.
V experimentalni ¢asti se budeme touto moznosti zabyvat.
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2.6 Nizkoteplotni plazma

Plazma 1lze wvytvofit zplynného prostfedi zahfatim na vysokou teplotu,
elektromagnetickymi vinami nebo silnym elektrickym polem. Vysledkem je vzdy rychlejsi
pohyb castic. Vlivem energie dojde k ionizaci molekul a vzniku plazmatu. Timto pojmem je
nejCastéji oznacuje ¢tvrté skupenstvi. Vlastnosti plazmatu jsou velmi odlisné od dalSich
skupenstvi [27]. Plazma je obecné definovana jako ionizovany kvazineutralni plyn vykazujici
kolektivni chovani. Jedna se o smés prevazné slozenou z kladné nabitych iontd, elektronti a
neutralnich ¢astic. Kvazineutralita plazmatu znamena urcitou neutralitu, protoze v ionizovaném
plynu se vyskytuji zaporn€ nabité Castice, které odpovidaji mnozstvi kladné nabitych ¢astic.
Vysledny naboj plazmatu jako celku je tedy nulovy.

Plazma se déli na vysokoteplotni plné ionizované a nizkoteplotni plazma (NTP) a je
rozdélovana na zakladé ne€kolika parametri: teploty, stiedni energie Castic a stupné ionizace
[28]. Stupeii ionizace vétSinou dosahuje 1-10 %. Molekuly plynu tedy ztistavaji neutralni, proto
je 1 celkova teplota plazmatu niz8i [28, 29]. Nizkoteplotni plazma se piedevS§im vyuziva
Vv oblasti degradace polutanti v odpadnich vodach [28, 30].

2.6.1 Nizkoteplotni plazma v kapalinach

Nizkoteplotni plazma (NTP) méa ftadu uplatnéni, napiiklad prav€é pii eliminace
mikropolutant v odpadnich vodach 0. Voda je polarni rozpoustédlo, které ma na rozdil od
plynt vyssi hustotu, a ma tedy i vyssi Cetnost srazek ¢astic. Tim je tvorba plazmatu velmi
zkomplikovana [33]. Mezi dalsi faktory ovliviiujici hofeni plazmatu patii ionty pfitomné v
roztoku a jejich riizna pohyblivost v rozpoustédle. Pfi téchto podminkach je potieba pracovat
s vy$§im napétim (1 MV/cm) nez u plynné faze (30 kV/ cm) [34, 35].

Pro vytvofeni vyboje v roztoku je mozné pouzit rizné druhy elektrod (hrot — hrot, hrot —
rovina, koaxialni, kapilarni, apod). Na elektrody se vklada stejnosmérné napéti (DC) nebo
stiidavé napéti (AC). Je mozné ménit 1 dal§i parametry napft. polarita elektrod a hodnoty napéti.
Vsechny tyto parametry ovlivituji G¢innost plazmového reaktoru [36]. V nasem piipadé bylo
pouzito usporadan elektrod jako hrot — rovina [35, 37]. Jelikoz intenzita elektrického pole je
urcena vzorcem:

E= — @)

kde U je velikost vkladaného napéti a rc je polomér kiivosti hrotu. Anoda (hrot) je tvofena
z wolframu. Ta je pokryta kompaktni keramikou se $térbinou na konci. Jako protielektroda byla
pouzita v experimentu plocha hlinikova elektroda (katoda) [38, 39].

15



2.7  Moznosti stanoveni glyfosatu

Vezmeme-li v potaz jeho polarni charakter, nizkou tékavost, nizkou rozpustnost
v organickych rozpoustédlech a vysokou rozpustnost ve vod¢ je stanoveni glyfosatu oproti
ostatnim herbicidim bézn¢ se vyskytujicich v zemédé€lstvi relativné komplikované. Vzhledem
k jeho velkému vyuziti ov§em existuje cela fada riznych analytickych metod a v této kapitole
bude uveden ptehled nejvyznamnéjsich z nich.

2.7.1 Spektrofotometrické metody stanoveni

Spektrometrie patii mezi optické analytické metody. Pro stanoveni glyfosatu byly
vyuzivany zejména metody zaloZené na mife pohlcovani (absorpci) zafeni o specifické vinové
délce [41, 42] neboli absorpéni spektrometrie. Jednoducha selektivni spektrofotometricka
metoda byla vyvinuta pro stanoveni glyfosatového herbicidu v enviromentdlnich a
biologickych vzorcich. Ke stanoveni byl pouzit standartni zasobni roztok glyfosatu,
amoniakalni roztok dusi¢énanu méd’natého a roztok sirouhliku smichany s chloroformem.
Glyfosat po reakci se sirouhlikem poskytoval dithiokarbamovou kyselinu. Poté byl ke smési
pfidan amoniakalni roztok médi za vzniku komplexu s kyselinou dithiokarbamovou.
Absorbance vysledného Zluté zbarveného komplexu byla méfena pii vinové délce 435 nm, pii
které byla pozorovana maximalni absorbance. Navrzena metoda byla uspésné pouzita pro
stanoveni glyfosatu ve vodé, pidé a pSenici. Testovany zpusob je jednoduchy, ve srovnani

24

nizkého detekéniho limitu (LD = 1,1 pg mL™ coz odpovida cca 6,5 pmol L) [41].

Autofi Waiman a kol. vyuZili pro stanoveni glyfosatu jeho derivatizaci po reakci s
FMOC-CI (9-fluorenyl-methyloxycarbonyl chlorid). Produkt derivatizace obsahuje aromatické
jadro a dochazi tak k absorpci zafeni (maximum pii 265 nm, obr. 2). Navrzena metoda byla
validovana s vyuzitim vysokou¢inné kapalinové chromatografie (HPLC) a dale byla vyuzita
pro konstrukci absorp¢nich izoterm glyfosatu v ptidnich vzorcich o rizném pH.

Bylo ovéteno, ze tato metoda je vhodnd 1 pro samotné stanoveni glyfosatu v rozmezi
koncentraci 0,084 -21,8 mg /I (0,49 -128, 89 umol-1?) [41].
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Obr. 2: Absorpcni spektrum derivatizovaného glyfosatu o rizné koncentraci (0,084 — 21,8 mg-l*) a

vilozend prislusna koncentracni zavislost [41].

Spektrofotometrické metody jsou obecné ¢asove nenarocné, potiebné analytické vybaveni
je oproti ostatnim metodam levnéjsi a ptiprava vzorkl nebyva naroc¢na (extrakce). Na druhou
stranu jejich detekéni moznosti byvaji hor$i nez u metod napt. chromatografickych, coz miize
byt zasadni nevyhoda. Koncentrace pesticidi jsou v ZP obecné v nizkych koncentracich. Jak
bylo popsano v ¢lanku [41], tyto metody je mozné vyuzit krom& stanoveni i pro studium
chovani glyfosatu v ptidach, resp. v ZP a poskytuji tak neméné cenné informace.

2.7.2 Elektrochemické metody stanoveni

Elektrochemie je jako spektrofotometrie jedna z dalsich analytickych metod. I proto byly
rizné druhy elektrochemickych metod jako je voltametrie [43—46] nebo amperometrie [47]
vyuZity pro stanoveni glyfosatu v n€kolika typech vzorku.

Voltametrie se fadi mezi nejcastéji pouzivanou elektrochemickou metodu. Na pracovni
elektrodu se vklada potencidl, ktery se linearné méni podle zvolené rychlosti. Sleduje se
proudova odezva v zavislosti na potencidlu. Vyuzivaji se rizné voltametrické techniky
(cyklicka, diferen¢ni pulzni, square wave apod.) liSici se pravé vkladanym napéti, které je
vkladano bud’ linearné rostouci nebo v pulzech (square wave) [48, 49].
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Protoze glyfosat neni elektrochemicky redukovatelny nebo oxidovatelny musi se
derivatizovat (po reakci sNaNOz se kvantitativné pievadi v prostiedni HCI na
N — nitrosoglyfosat, ktery se dale redukuje) v ptipadé sledovani redukce na rtutovych
elektrodach [43, 44], resp. tvorba komplexu s Cu?*, ktery se oxiduje na pracovnich elektrodach
z uhliku [45, 46].
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Obr. 3: DP voltamogramy glyfositu o rizné koncentraci (0,83 — 9,90 umol-I*) namérené na
modifikované uhlikové elektrodé a vloZena zavislost koncentrace glyfosatu na vysce sledovaného
oxidacniho piku [45].

Amperometrie se fadi mezi metody, pii kterych se na pracovni elektrodu vklada konstantni
potencidl a sleduji se zmény proudu mezi indikaéni (polarizovatelnou) a referentni
(nepolarizovatelnou) elektrodou v zavislosti na ¢ase. Velikost tohoto proudu v pfitomnosti
analytu je mirou jeho koncentrace [48, 49]. Studie [47] prezentuje tuto metodu jako rychly,
citlivy a jednoduchy zplisob pfimého stanoveni glyfosatu ve vzorku kukufice. Vysledkem
téchto stanoveni bylo, Ze glyfosat pisobi jako reverzibilni inhibitor. Tyto inhibitory vazi
enzymy nekovalentnimi interakcemi (vodikové a iontové vazby).

Z uvedenych informaci vyplyva, Ze elektrochemické metody jsou vhodné pro stanoveni
herbicidu glyfosatu. Velkou vyhodou je kratsi ¢as analyz, moznost levnéjSiho a nenaro¢ného
technického vybaveni. Castym problémem byva nizka selektivita.
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2.7.3 Stanoveni imunoanalytickou metodou

Princip téchto metod je zalozen na reakci antigen — protilatka, béhem které vznika tzv.
imunokomplex. Tato reakce je zejména specifickd, coz znamend, ze protilatka vaze dany
antigen i v pritomnosti jinych latek. Pomoci téchto metod Ize stanovit jak antigen, tak protilatku
= analyt. Jejich dalsi piednosti je vysoka citlivost a pfednost. Za takovychto podminek mizeme
stanovovat latky obsazené v koncentracich fadové 10 az 10 mol L? a to bez predchozi
upravy [50].

Nejznaméjsi heterogenni enzymovou imunoanalyzou je ELISA (Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay). Existuje mnoho variant této metody. Jejich spoleénym znakem je zakotveni
antigenu nebo protilatky na nerozpustném nosi¢i, coZz umoznuje separaci imunochemicky
navazanych molekul [50].

Metoda ELISA byla vyuzita napf. pii stanoveni glyfosatu v pfirodnich a podzemnich
vodach ve vybranych lokalitdich Mad’arska [51]. Ke stanoveni byla vyuZzita komeréné dodédvana
sada ELISA (PN 500086) s nasledujicim pracovnim postupem. Po derivatizaci byl vzorek
aplikovan do mikrotitra¢nich jamek s vybranymi protilatkami a smés byla inkubovana pfi
laboratorni teploté. Nasledné byla smés tiikrat promyta roztokem pufru, byl piidan chromofor
a kolometricky substrat. Modré zbarveni bylo zastaveno pfidavkem zfedéné kyseliny sirové po
dosazeni hodnoty optické hustoty 1 (méfeno pti 620 nm). Bylo dale pfeméfovano pii 450 nm.

v

nmol L™Y).

Z uvedeného postupu a piesnosti metody ELISA vyplivd, Ze tato metoda se da tedy
povazovat za pomérné levny, citlivy a selektivni ndstroj pro analyzu glyfosatu. Znacnou
vyhodou je moznost zakoupeni komerénich sad pfimo pro konkrétni latky. Mezi nevyhody patii
narocna priprava vzorku k méteni vzhledem k pomérné dlouh¢ dobé¢ inkubace.

2.7.4 Elektroforéza

Elektroforéza je jedna ze separacnich metod, ktera izoluje molekuly o rozdilné hmotnosti
nebo s odlisnym elektrickym néabojem, vyuzivajici jejich odlisnou pohyblivost v elektrickém
poli [48, 49]. Pouziti je doposud vzacné.

Nésledujici métfeni se snazi dokazat, Ze pouZiti této metody je vhodné zejména ke
zjednodusené piipravé vzorku. Tato zjednoduSend piiprava zahrnuje zrychleni derivatizace,
rychlou separaci, ptesnost a vysokou citlivost. Pouzité zafizeni je slozeno ze Ctyr
casti — kandlového napajeciho zdroje, detektoru uren¢ho pro mikrocip elektroforézy a
ptislusnych elektronickych obvodi pro fizeni vykonu a proudu.
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Mikrocipovy systém vyuziva laserem indukovanou fluorescenci isothyokyanatu (FITC) pii
55 °C. Tato teplota se udrzuje po dobu 20 minut. Jako nejvhodné;jsi prostiedi se pouziva smés
boratového pufru (pH 9,0) a hydroxypropylcelulozy. Analyza se sklada ze dvou fazi: nastiik
vzorku a jeho oddé€lovani. Do kapilary je nasdn vzorek a soucasné¢ vlozeno vysoké napéti v
radoveé desitkach kV. Separace vzorku probiha v uzkych zonach. Detektor nésledné
zaznamenava urCité zmeény, které jsou poté vyhodnoceny. Metoda je validovana pomoci
standardnich vzorki a bylo docileno velmi dobrych statistickych  vysledki
(LD = 0,05 pg L't = 0,29 nmol L1). Navrzena metoda byla uspé$né pouzita na testovani
napiiklad vzorkl fi¢ni vody, brokolice obr. €. 4) a s6ji.
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Obr. 4: Elektroforegramy vzorku brokolice (kiivka a) a vzorku glyfosatu obohaceného o glyfosat (b), o
glufosindt (c), o smés glyfosatu a glufosinat (d).

Zavé&rem byla tato metoda vyhodnocena jako velmi citliva a velice pfesnd a mohla by byt
pouzita v misté aplikace herbicidu [52].

2.7.5 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie je separacni metoda, jejimz principem je rozdéleni jednotlivych
sloZek analyzované smési mezi mobilni a stacionarni f4zi. Mobilni faze je plynnd a stacionarni
faze nejcastéji na bazi polymeru nebo kapaliny nanesené na nosici uvniti kolony. Mobilni fazi
je nejcastéji helium, dusik nebo vodik. Pfedpokladem pro tispéSnou analyzu je, Ze se zkoumané
latky daji vypaftit a jsou v tomto stavu stabilni. Plynovym chromatografem proudi plyn, ktery
nadavkovany vzorek na kolonu, ktera je ulozena v prostoru (termostatu), ve kterém je mozné
nastavovat teplotu a fidit tak prib¢h analyzy.
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Kolony se 1isi obsahem, bud’ se pouzivaji kolony napliové (se sorbentem), nebo kapilarni
(velmi dlouha sto¢ena kapilara [48]. Tato technika ma Siroké vyuziti a jednim z nich je i
moznost stanoveni latek obsahujicich fosfor, herbicid glyfosat a jeho metabolit AMPA a
glufosinat v lidském séru pomoci plynové chromatografie v kombinaci shmotnostni
spektrometrii. Po vysrdZeni proteini za pouziti acetonitrilu a extrakce na pevné fazi, byly
vzorky séra derivatizovany a analyzovany pomoci plynové chromatografie. Jako nosny plyn
bylo pouzito hélium. Bylo dosazeno nasledujicich LOD pro jednotlivé analyty: AMPA,
glyfosat a glufosinat 0,25, 0,25 resp. 0,05 pg mL™ (1,0, 1,5 resp. 0,27 umol L) v daném potadi
[49].

Vyhodou plynové chromatografie je flexibilita, rychlost, nejvyssi separacni u€innost, dobra
reprodukovatelnost, a pfedevsim moznost vyuziti selektivnich detektorti. Neni vhodna pro latky
s malou tékavosti [52]. Dalsim problémem byvaji vysoké ndklady na pofizeni pfistroje a
potfebné znalosti a dovednosti obsluhujiciho personalu.

2.7.6 Kapalinova chromatografie

Jedna se o druh chromatografie se zkracenym nazvem HPLC [52]. Tato metoda pracuje
podobné jako ostatni chromatografické pfistroje. Uvnitt pfistroje se nachazi separacni kolona
naplnéné vhodnou stacionarni fazi (nejcastéji silikagel modifikovany C18) s definovanou
velikosti Castic. Tyto kolony byvaji ocelové 0 priméru 2-5 mm a s délkou az do 300 mm.
ZjednoduSené schéma kapalinového chromatografu je znazornéno na obr. 5.

(o

' 1 Davkovaci
ventil Kolona

Zasobnik  Vysokotlaké Detektor

mobilni ¢erpadlo
faze

Obr. 5: Schéma pristroje pro HPLC [49].
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Stanovovany vzorek se nastiikuje do toku mobilni faze. Tok mobilni faze zajistuje
vysokotlaké Cerpadlo. V HPLC jsou vyuzivany dva typy Cerpadel. Jako prvni je linearni
Cerpadlo, u kterého je nevyhodou nemoznost zmény sloZzeni mobilni fize béhem analyzy.
V dnesni dob¢ se vSak Castéji pouziva gradientové Cerpadlo. V tomto piipadé zle tedy zajistit
staly prutok mobilni faze do kolony. Dulezitym faktorem je spravna volba detektoru. Nejcastéji
jsou pouzivany fotometrické detektory, které pracuji na principu sledovani absorbance latek
opoustéjicich kolonu. Jako dalsi je pouzivan detektor s diodovym polem, nebo fluorimetricky
detektor pro latky vykazujici fluorescenci. Mezi Casto pouzivané zpusoby detekce patii i
hmotnosti detektor vhodny na identifikaci latek podle jejich hmotnostnich spekter.

V samotném optimaliza¢nim procesu je pak dulezita volba mobilni faze, kterd se na rozdil
od plynové chromatografie ucastni samotné separace. Vzdy je potieba brat v potaz vzajemny
vztah polarity separovanych latek a polarity mobilni a staciondrni faze. Jestlize se v prubc¢hu
analyzy mobilni faze neméni, jednad se o izokratickou eluci latek. Naopak pii slozit&jsich
analyzach je nutné sloZeni mobilni faze spojité ménit, hovoiime tedy o tzv. gradientové eluci
[49, 53].

2.1.1.1 Vyuziti HPLC pro stanoveni glyfosatu

U vsech nasledujicich prikladt je jako hlavni krok pfevedeni molekuly glyfosatu na urcity
detekovany produkt (provadi se tzv. derivatizace). Tento produkt by mél byt schopen pohlcovat
UV zareni (UV detektory) nebo fluoreskovat (fluorescenéni detektory).

U stanoveni glyfosatu metodou HPLC jsou nejCastéji pouzity dva typy derivatizace s p-
toluenemsulfonyl chloridem (TsCl) [54, 55] kdy jsou vyuzivany UV detektory [54, 55] nebo
FMOC (obr. 5) [53, 56] s pouzitim fluorescen¢niho detektoru [55, 57]. Metoda vyuZzivajici
derivatizaci s TsCl neni dostate¢né citliva pro stanoveni stopovych mnozstvi a je vhodna jen
pro vice koncentrované vzorky [51]. NavrZzend metoda byla aplikovana pro ovocné dzusy
(pomeranc, grep, Cerny rybiz a jablko). U vzorku se upravovalo pH pomoci hydroxidu sodného.

NH cl 0

. E 1
H-.(/ I’L —> > = ~ HCI
N

(8]

| ) \ O 0

1

Glyphosate FMOC() FMOC-glyphosate

Obr. 6: Reakce glyfosdtu s FMOC — ClI a vznikly detekovatelny derivat [52].
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V dalsi studii [54] bylo popséno stanoveni glyfosatu a jeho hlavniho metabolitu AMPA
pomoci HPLC s UV detektorem. Urcity objem vzorku obsahujici glyfosat a AMPA se smisil
s fosfatovym pufrem. V zavéru méfeni bylo zjisténo, ze fosfatovy pufr dokaze vyrazné ovlivnit
chovani pii separaci a zlepSuje tzv. chvostovani pik.

Clanek od australskych védct [55] popisuje stanoveni glyfosatu ve vodé a rostlinném
materidlu (vzorky travy) pomoci metody HPLC. K analyze bylo pouZzito nasledujici vybaveni:
HPLC systém slozeny z autosampleru a fluorescen¢niho detektoru. Déle dvé analytické kolony,
piepinaci ventil, kazety extrakce pevné faze, otaCiva odparka a odsavac. Vzorky se nejprve
zfiltrovaly. Glyfosat degraduje v pfitomnosti chloru. Jestlize se ve vzorku vyskytoval chlor,
musel byt odstranén piidavkem thiosiranu sodného. Nasledovala derivatizace pomoci
FMOC — CI a boratového pufru snéaslednym pievedenim celkového objemu na 4 ml.
Piebytecné mnozstvi FMOC — Cl se odstranilo extrakei 1 ml ethylacetatu. Vzorky poté byly
opét zfiltrovany a nastfikem prevedeny do HPLC. Vzorky trdvy byly nafezdny, zmrazeny
dusikem a extrahovany methylenchrloridem. Derivatizace probihala stejné jako u vzorku vody.
Pro stanoveni glyfosatu a AMPA ve vzorcich vody bylo provedeno s pouzitim polymerni amino
kolony s mobilni fazi ze smési acetonitrilu a fosfatového pufru nebo vody. Pro stanoveni
rostlinného materidlu bylo pouZitou dvou polymernich amino kolon ptes pfepinaci ventil.

V této studii autofi prokazali GispéSnou kombinaci derivatizace pomoci FMOC — Cl a
separaci pomoci HPLC s pouZitim jednoduchym a kombinovanych polymernich kolon.
Vyhodou metody je pouziti pro Siroky rozsah pH a snadné regenerace polymernich kolon, které
poskytuji citlivou a zaroven stabilni metodu [55].

Dal3im ¢lankem vyuZivajicim nepiimé stanoveni glyfosatu je prace védci z Ciny [57].
Autofi vyuzili DNBF pro derivatizaci tohoto materidlu a nasledné jej stanovili metodou HPLC
v kombinaci s UV detekci. Nejprve probéhla derivatizace glyfosatu, ktery byl nasledné oddélen
na koloné a aplikovan UV detekei pii 360 nm. Tato metoda byla pouzita ke kvantitativnimu
stanoveni glyfosatu ve vod¢ v oblasti zivotniho prostiedi [57].

Z uvedenych clanku vyplyvé, ze metoda HPLC je vhodna pro velmi citliva stanoveni
glyfosatu. Vhledem k tomu, Ze samostatnd molekula je béZznymi detektory velmi obtizné
detekovatelnd, je potfeba ji vzdy pfed samotnym stanovenim pievést na vhodny derivat.
Nejveétsimi vyhodami chromatografickych metod je jejich selektivita, citlivost, robustnost, a
pfedevSim rychlost analyzy. Naopak jejich nevyhodou je naro¢na instrumentace a vysoké
potizovaci naklady.
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3 Experimentalni ¢ast

Hlavnim cilem experimentalni ¢asti bylo ovéfeni moznosti degradace glyfosatu po aplikaci
plazmatu v modelovych vzorcich vod s obsahem glyfosatu v neutralnim prostiedi. K analyze
vzorkl byla zvolena analytickd metoda LC/MS.

3.8

3.10

3.10.1

Pouzité pristroje a vybaveni

Ptistroj na ptipravu Milli-Q vody Millipore QGARD, Academic
Analytické vahy HR-120-EC, a & D Instruments Ltd.

Generator plazmatu v laboratofi pani doc. Ing. Zdenky Kozakové, Ph.D.
pH metr InoLab WTW series, Nameko, CR

Konduktometr/pH metr GRYF 107 LP

Kapalinovy chromatograf Agilent 1100 Series

Kolona Restek Ultraaquacous C18 (150x2,1 mm)

Hmotnostni spektrometr Agilent Ion Trap 6320

Bézné laboratorni vybaveni

Pouzity software pro zpracovani a interpretaci dat

6300 Series TrapControl Version 6.2
6300 Series DataAnalysis Version 6.2
6300 Series QuantAnalysis Version 6.2
Microsoft Office Word 365

Microsoft Office Excel 365

Pouzité chemikalie
Chemikalie

Milli-Q voda

Chlorid sodny o ¢istoté > 99 %, Sigma Aldrich

Methanol — Chromasolv®, for HPLC o ¢istoté > 99,9 %, Sigma Aldrich
Kyselina mravenci o Cistot¢ > 98 %, Sigma Aldrich

Tetraboritan sodny, Chemapol

Mravencan amonny > 99 %, Sigma Aldrich

Hydroxid sodny, Penta

FMOC — Cl o ¢istoté 97 %, Sigma Aldrich
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3.10.2 Standard

. N — (Phosphomethyl)glycine o ¢istoté 96 %, Sigma Aldrich

3.11 Priprava vzorki
3.11.1 Zasobni roztoky glyfosatu

Na analytickych vahach bylo s pfesnosti na 4 desetinnd mista navazeno 0,01 g glyfosatu.
Navazené mnozstvi analyzované latky bylo kvantitativné pfevedeno do odmérné banky o
objemu 10 ml a doplnéno milli-Q vody po rysku bainky. Obsah bariky byl dikladné promichan
a byl ziskan roztok o koncentraci 1 mg/ml.

Z ptedchoziho roztoku o koncentraci 1 mg/ ml byl odpipetovan 0,1 ml do odmérné banky
o objemu 10 ml a doplnéno milli-Q vodou po rysku banky. Obsah odmérné baiiky byl opét
diikladné promichan a byl ziskan roztok o koncentraci 10 pg/ml.

Z roztoku o koncentraci 10 pg/ml byl odpipetovan 0,01 ml do odmérné batiky o objemu 10
ml a doplnéno milli-Q vodou po rysku baikky. Obsah odmérné banky byl opét dikladné
promichan a byl ziskan roztok o koncentraci 0,1 pg/ml.

3.11.2 Kalibraéni roztoky

Roztoky byly pfipraveny postupnym fedénim zasobniho roztoku glyfosatu o koncentraci
1 mg/ml pomoci milli-Q vody. Koncentracni fada pro glyfosat byla zvolena tak, aby odpovidala
aplikaci plazmatu na modelové vzorky. Proto byly pfipraveny roztoky o koncentracich 0,1; 0,2;
0,4;0,6;0,8a 1,0 ug/ml.

3.11.3 Modelovy vzorek glyfosatu s neutralnim pH

Modelovy vzorek o koncentraci 1 pg/ml byl ptipraven ze zasobniho roztoku o koncentraci
1 mg/ml. Jako dalsi byl pfipraven, navazenim na analytickych vahach 0,1 g glyfosatu, roztok o
koncentraci 10 ug/ ml. Posledni roztok o koncentraci 100 ug/ml byl ptipraven navazenim 1,0
g glyfosatu.
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Vsechny modelové vzorky musely spliiovat podminku vhodné vodivosti (400 = 10 uS)
z divodu generovani plazmatu. Ur€itd vodivost podpoii snadnéj$i zapaleni plazmatu.
Podminka vhodné vodivosti byla splnéna vytvorenim roztoku elektrolytu. Tento roztok se
piipravil navazenim 0,216 g NaCl a rozpusténim v 1,2 | milli-Q vody. Z tohoto roztoku byl
odebran vzdy 1 1. Vysledny roztok vznikl smichanim 1 ml vzorku (kazdé koncentrace) a 1 1
roztoku elektrolytu.

3.11.4 Realné vzorky glyfosatu komeréné prodavanych pripravku

Jako vhodné komer¢né prodavané ptipravky byly vybrany 2 roztoky — Roundup Biaktiv a
Glialka Hobby. Informac¢ni dokumentace ptipravkil uvadi koncentraci glyfosatu 480 g/l
Vv ptipadé produktu Roundup Biaktiv a 360 g/l glyfosatu v piipadé¢ Glialka Hobby. Z obou
ptipravki byl odpipetovan 1 ml a pfeveden do 10 ml odmérné banky doplnéné po rysku milli-
Q vodou. Vznikla koncentrace Roundup byla 0,048 g/ml. Koncentrace Glialka byla
0,036 g/ml. Z takto vytvotenych roztoku byl odpipetovan 1 ml vzorku a smichan s 500 ml
roztoku elektrolytu.

3.11.5 Modelovy vzorek glyfosatu s FMOC — Cl ¢inidlem

Vzorek byl pfipraven odpipetovanim 0,5 ml roztoku o koncentraci 10 pg/ml a natedén 0,5
ml milli-Q vody. Z vzniklého roztoku, o koncentraci 0,5 pg/ml, bylo odpipetovano 0,3 ml do
vialky. Dale bylo pfidano 0, 6 ml boratového pufru o pH 9 + 0,1, ktery vznikl smichanim 4,75
+ 0,05 g tetraboratu sodného dekahydrat s 250 ml milli-Q vody. Ovlivnéni pH se provadélo
pridavkem 0,05 M hydroxidu sodného. Na zavér se ptidalo 0,5 ml ptipraveného derivatiza¢niho
roztoku FMOC — ClI. Nasledovala dvouhodinova derivatizace pti pokojové teploté. Po ukonceni
derivatizace bylo pfidano 0,06 ml kyseliny mravenci.

3.11.6 Osetieni modelovych vzorkii pomoci plazmatu

K oSetfeni modelovych vzorkli pomoci plazmatu byl pouzit reaktor, ktery byl zapojen do
elektrické sit€¢ o napéti 230 V. K reaktoru néleZela kadinka, ktera obsahovala pfipravené
modelové roztoky glyfosatu o rtiznych koncentraci (200 ml). Do téchto roztokl byly ponoieny
dvé elektrody (hlavni a protielektroda), mezi které se vkladdalo stejnosmérné napéti (viz.
obrazek 7 a 8).
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Hlavni elektroda je sloZzena z wolframového dratu v kompaktni keramické hlavici.
Protielektrodu tvotfi plocha hlinikova elektroda. Jelikoz keramicka vrstva ptesahuje délku
wolframového dratu, dochazi ke kombinaci vyboje na $térbiné s korénovym vybojem. Vykon
pfivadény na soustavu pravidelné dosahoval cca 50 W.

Obr. 8: Priblizeny pohled na reaktor.
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V prvnim kroku byla posouzena polarita hlavni elektrody podle uc¢innosti degradace
glyfosatu pomoci dvou riznych zapojeni elektrod. Béhem oSetfovani plazmatem byly
provadény odbéry vzorku v Case 0; 30 a 60 sekund. Tento Casovy interval byl vybran z divodu
moznosti vyhodnoceni Casové zavislosti aplikace plazmatu na degradaci glyfosatu.

U dalSich méteni bylo uz vzdy pouzito zapojeni elektrod v kladné polarit¢ a oSetfovani
plazmatem probihalo po dobu jedné minuty. Odbéry vzorki se provadély v ¢ase 0; 15; 30; 45
a 60 sekund, aby bylo mozné vyhodnotit ¢asovou zavislost aplikace plazmatu na degradaci
glyfosatu. Reprodukovatelnost byla ovétena u kalibracniho roztoku o koncentraci 0,8 pg/ml.

3.11.7 Stanoveni glyfosatu v modelovych vzorcich

Jako nejvhodnéjsi analyticka metoda pro stanoveni koncentrace glyfosatu v modelovych
vzorcich byla zvolena metoda LC/MS. Dany kapalinovy chromatograf s hmotnostnim
spektrometrem a pfipojenym pocitatem je zobrazen na obr. 9. Pro stanoveni glyfosatu
v modelovych vzorcich bylo potteba vybrat vhodnou kolonu. Metoda byla jiz optimalizovana.
Parametry na kapalinovém chromatografu a hmotnostniho spektrometru byly nastaveny podle
uvedené tabulky 2.

Obr. 9: Kapalinovy chromatograf's hmotnostnim spektrometrem a pocitacem.
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Tabulka 2: Parametry pro kapalinovy chromatograf.

Parametry pro kapalinovy chromatograf

Nastrik 10 pl
Prutok mobilni faze 0,4 ml/ min
Teplota kolony 25°C

A: CH;OH
Mobilni faze

B: 0,01 M HCOOH v MQ

t [min] B [%0]

0 100
Gradient bilni
ra len’ mopiini 3 100
faze
10 50
15 100
Post time 6 minut

3.11.8 Stanoveni glyfosatu v realnych vzorcich komerc¢nich produkti

Vhodnou analytickou metodou stanoveni glyfosatu ve vzorcich komeréné prodavanych
produktt je zvolena metoda LC/MS. Sestaveni pfistroje je shodné se stanovenim glyfosatu
v modelovych vzorcich a je zobrazeno na obr. 9. Parametry nastaveni kapalinového
chromatografu a hmotnostniho spektrometru byly pouzity podle tabulky 2.

3.11.9 Stanoveni glyfosatu v modelovém vzorku pomoci ¢inidla FMOC — Cl

Mezi vhodné metody stanoveni glyfosatu ve vzorku se fadi zvolend metoda LC/MS.
Sestaveni pfistroje je shodné se stanovenim glyfosatu v modelovych vzorcich a je zobrazeno
na obr. 9. Byla pouzita optimalizovana metoda pro analyzu glyfosatu. Parametry nastaveni
kapalinového chromatografu a hmotnostniho spektrometru byly pouzity podle tabulky 3.
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Tabulka 3: Parametry pro kapalinovy chromatograf.

Parametry pro kapalinovy chromatograf

Mobilni faze

NastFik 10 ul
Prutok mobilni faze 0,4 ml/ min
Teplota kolony 25°C

A: CH;OH

B: 0,01 M HCOOH v MQ

t[min] B [%]
Gradient mobilni 1 100
faze 10 0
15 100
Post time 6 minut
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4 Vysledky a diskuze
4.1 Kalibracni zavislosti

Na zacatku kazdého meéteni odebiranych vzorki béhem aplikace plazmatu byla méiena
kalibracni zavislost pro glyfosat o koncentraci 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 a 1,0 pg/ml. Z kalibra¢ni
zavislosti byly nasledné vypocitané postupné ubyvajici koncentrace glyfosatu v modelovych
vzorcich po oSetfeni plazmatem.

Tabulka 4. Rovnice linedrnich regresi kalibraci.

Koncentrace Rovnice linearni regrese R?

1Img/l y =9000000x - 374519 0,99

10 a 100 mg/I y = 8000000x - 408195 0,99

Redlné vzorky y = 8000000x - 408195 0,99

Rovnice linearni regrese se méni v dusledku zvysujici se koncentrace glyfosatu. Interval
spolehlivosti je pfi linearni zavislosti u vSech vzorkt blizko hodnoty 1.

4.2  Modelové vzorky po aplikaci plazmatu
4.2.1 Modelovy vzorek glyfosatu s FMOC — ClI ¢inidlem

Tato analyza byla provedena z hlediska potieby vSech moZnych analyz glyfosatu pomoci
kapalinové chromatografie. Cilem bylo najit feSeni mozného stanoveni glyfosatu rychlou
metodou za podminek umoZnénych na fakulté, jelikoZ staveni glyfosatu za pouziti HILIC
kolony nebylo uspésné. Méfeni se provadélo pomoci pfipraveného roztoku glyfosatu
s derivatiza¢nim ¢inidlem FMOC — Cl. Z hlediska uspory ¢asu a finan¢nich nakladt bylo
stanoveni dale provadéno pfimou analyzou glyfosatu na C18 koloné bez derivatizace, které
pro naSe sledovani pribéhu degradace po aplikaci plazmatu bylo dostacujici.
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4.2.2 Degradace glyfosatu podle polarity hlavni elektrody

V prvnim méteni bylo potieba zjistit vliv polarity hlavni elektrody na u¢innost degradace
glyfosatu s neutralnim pH pfi oSetfeni plazmatem. Nejdiive byla hlavni elektroda zapojena
tak, aby méla zapornou polaritu a nasledn€ kladnou polaritu. Podminky, pti kterych byl
piipraveny modelovy vzorek oSetifovan plazmatem, odebiran v danych ¢asech a ziskané
hodnoty jsou uvedeny v tabulce 5.

Tabulka 5. Podminky pro osetreni plazmatem.

Zmérené parametry Pied aplikaci Po aplikaci
+ 7,48 6,91
pH
- 7,48 6,92
+ 330 380
Vodivost [puS]
- 330 380
+ 12,4 33,6
Teplota [°C]
- 12,4 445
Objem vzorku
200
[mi]
Odbéry [s] Po 15 s (0 az 1 minuta)
Vykon [W] 50

Pti zaporné polarité hlavni elektrody dochazelo k vétsimu ohfevu analyzovaného vzorku
nez pii zapojeni na kladné polarité.

Z méteni tedy vychazi, Ze v pfipad¢, kdy je hlavni elektroda zapojena v kladné polarité,
jsou vysledky degradace glyfosatu ve vzorcich vyraznéjsi nez pii zaporné polarité. Dalsi
analyzy byly provadény v tomto zapojeni i se stejnymi podminkami (cca 50 W).
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4.2.3 Modelovy vzorek glyfosatu v neutralnim prostiedi o ¢c=1 pg/ml

Ptichystany modelovy vzorek glyfosatu s neutralnim pH byl oSetien plazmatem.
Podminky, pfi kterych byl ptfipraveny modelovy vzorek oSetfovan plazmatem, odebiran
v danych ¢asech a ziskané hodnoty jsou uvedeny v tabulce 6.

Tabulka 6. Podminky pro osetreni plazmatem.

Zmérené . o L
Pied aplikaci Po aplikaci
parametry
pH 6,93 6,90
Vodivost [uS] 403 477
Teplota [°C] 17,2 33,2
Objem vzorku
200
[mi]
Odbéry [s] Po 15 s (0 az 2 minut)
Vykon [W] 50
Tabulka 7: Vysledné koncentrace roztoki.
Cas [s] Vysledna koncentrace [pg/ml]
0 0,0507
15 0,0448
30 0,0433

Na zacatku byl ptipraven roztok o koncentraci 1 pg/ml. Pomoci analyzy na kapalinovém
chromatografu byla zji§tétna mnohem niz§i koncentrace (0,05 pg/ml) jiz v ¢ase 0, nez
V pivodnim pfipraveném roztoku. Tato zména je zplisobena moznou sorpci glyfosatu na sklo,
plast a kovové materialy pfistroje [58].
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Ozarovani pomoci plazmy bylo déle aplikovano po dobu 75 sekund. Vysledna koncentrace
glyfosatu ve vzorku byla uz od 45. sekundy nulova. Nejvyssi ucinnost degradace glyfosatu o
koncentraci 1 pg/ml je v prvnich 15 sekundach.

4.2.4 Modelovy vzorek glyfosatu v neutralnim prostiedi o ¢c= 10 pg/ml

Pfichystany modelovy vzorek glyfosatu s neutrdlnim pH byl oSetfen plazmatem.
Podminky, pfi kterych byl pfipraveny modelovy vzorek oSetfovan plazmatem, odebirdn
v danych casech a ziskané hodnoty jsou uvedeny v tabulce 8. Ukazkovy pik je zobrazen na
obrazku ¢. 10.

Tabulka 8: Podminky pro oSetient plazmatem.

Zméiené L
Pied aplikaci Po aplikaci
parametry
pH 5,61 54
Vodivost [uS] 340 350
Teplota [°C] 12,8 21,0
Objem vzorku
200
[mi]
Odbéry [s] Po 15 s (0 az 1 minuta)
Vykon [W] 50
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Tabulka 9: Vysledna koncentrace roztokii.

Cas [s] Vysledna koncentrace [png/ml]
0 0,1974
15 0,2001
30 0,1874
45 0,1574
60 0,1251

Pii koncentraci glyfosatu 10 ug/ml dochazi k rovnomérné degradaci od 30. sekundy o
ptiblizn€ 0,03 pg/ml v intervalu po 15 sekundach.

Intens.
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| |
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0.4+ \
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T T T o
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T
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——009-0901.D: EIC 168.0 -All MS

Obr. 10: Pik glyfosatu o koncentraci 10 ug/ml po osetieni plazmatem po 15 s.
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Obr. 11: Piky po postupném odebirani vzorkii pri oSetieni plazmatem (c=10 ug/ml).

4.2.5 Modelovy vzorek glyfosatu v neutralnim prosti‘edi o c= 100 pg/ml

Pfichystany modelovy vzorek glyfosatu sneutralnim pH byl oSetfen plazmatem.
Podminky, pifi kterych byl pfipraveny modelovy vzorek oSetfovan plazmatem, odebiran
v danych ¢asech a ziskané hodnoty jsou uvedeny v tabulce 10. Ukazkovy pik je zobrazen na
obrazku ¢. 12.
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Tabulka 10: Podminky pro osetieni plazmatem.

Zmérené L
Pred aplikaci Po aplikaci
parametry
pH 4,2 4,3
Vodivost [puS] 490 544
Teplota [°C] 14 21,7

Objem vzorku
[mi]

200

Odbéry [s]

Po 15 s (0 az 1 minuta)

Vykon [W]

50

Tabulka 11: Vysledna koncentrace roztoki.

Cas [s] Vysledna koncentrace [png/ml]
0 1,3730
15 1,3885
30 1,3567
45 1,3381
60 1,1983

Pii koncentraci glyfosatu 100 ug/ml dochazi k degradaci od 30. sekundy o piiblizné

0,02 pg/ml v intervalu po 15 sekundach.
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Obr. 12: Pik glyfosatu o koncentraci 100 ug/mi po osetieni plazmatem po 15 s.
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Obr. 13: Piky po postupném odebirdni vzorkii pri oSetieni plazmatem (c=100 ug/ml).
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4.2.6 Realné vzorky glyfosatu v komerénich produktech

Dale bylo provedeno testovani tc¢innosti degradace glyfosatu po oSetfeni plazmatem na
realnych prodejnych prostiedcich Roundup o koncentraci 0,048 g/ml a Glialka o koncentraci
0,036 g/ml. Podminky, pti kterych byly vzorky oSetfovany plazmatem, odebirany v danych
Casech a ziskané hodnoty jsou uvedeny v tabulce 12.

Tabulka 12: Podminky pro osetreni plazmatem.

Roundup Glialka
Zméiené parametry Pied
o Po aplikaci Pied aplikaci Po aplikaci
aplikaci
pH 6,95 6,47 6,53 6,6
Vodivost [puS] 559 577 435 478
Teplota [°C] 22,6 29,1 22,6 29,1
Objem vzorku [ml] 200
Odbéry [s] Po 15 s (0 az 1 minuta)
Vykon [W] 50

Tabulka 13: Vysledna koncentrace roztokai.

Roundup Glialka
Cas [s] Vysledna koncentrace Vysledna koncentrace

[ng/mi] [ng/ml]

0 0,1974 1,3730
15 0,2001 1,3885
30 0,1874 1,3567
45 0,1574 1,3381
60 0,1251 1,1983
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Uginnost degradace glyfosatu pomoci plazmatu byla vyssi u roztoku Roundup po 30.

sekund¢ v porovnani s roztokem Glialka, kde byla uc¢innost efektivné;jsi po 45. sekundé.

Intens.
x106

12

6 8 10 12 14

—— 007-0701.D: EIC 168.0 -All MS 008-0801.D: EIC 168.0 -All MS ~—— 009-0901.D: EIC 168.0 -All MS 010-1001.D: EIC 168.0 -All MS Tl
——011-1101.D: EIC 168.0 -All MS
Obr. 14: Piky po postupném odebirani redlného vzorku Roundup pri oSetieni plazmatem.
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Obr. 15: Piky po postupném odebirani redalného vzorku Glialka pri osetreni plazmatem.
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S5 Zavér

Glyfosat je hojné¢ vyuzivany herbicid v zemédélstvi, jehoz efektivni odstranéni
Z povrchovych vod nebylo doposud podrobn¢ zkoumano. Ke stanoveni degradace glyfosatu ve
vzorcich vody byla vyuzita vysokouc¢inna kapalinova chromatografie. Pro kompletni stanoveni
glyfosatu touto metodou bylo provedeno méteni za pomoci derivatiza¢niho ¢inidla FMOC — Cl
k ziskani kompletniho stanoveni glyfosatu na kapalinovém chromatografu s kolonou C18.
Z dtivodu finan¢ni a ¢asové naroc¢nosti se méteni dale provadélo na koloné Restek Ultraaquaous
C18.

V piipadé roztoku o koncentraci 1ug/ml byla prokazana nejvy$si Géinnost degradace
Vv prvnich 15 sekundach puisobeni plazmatu. U roztokd o koncentraci 10 a 100 pg/ml byla
zjisténa nejvyssi ucinnost degradace od 30. sekundy. U vzorkli komer¢né¢ prodavanych
produktt byla zjisténa nejvyssi u€innost degradace od 45. sekundy. Degradace glyfosatu byla
znatelné vyssi u roztoku Roundup ve srovnani s roztokem Glialka. To mze byt zptisobeno
moznou pritomnosti dalich latek v produktu Glialka.

U vétsiny vzorkl doSlo ke sniZeni hodnot koncentraci v ¢ase 0. To je pravdépodobné
zpusobeno sorpci glyfosatu na kovové materialy a stény kapilary chromatografu. Je mozné, ze
také dochazi k sorpci na stény sklenénych nadob, ve kterych jsou roztoky uchovavany.

Vyssi u€innost plazmatu byla prokazéana u roztokt glyfosatu s nizsi koncentraci. U vSech
vzorkll byl ubytek glyfosatu variabilni v zavislosti na ¢ase pusobeni plazmatu.
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7 Seznam pouzitych zkratek

AOP
LC
HPLC
MS

CR
UKZUZ
USA
AMPA
IARC
WHO
GMO
NTP
DC

AC

LD

7P
FITC
uv
FMOC - ClI

pokrocilé oxidacni procesy

kapalinova chromatografie

vysokouc¢inna kapalinova chromatografie
hmotnostni spektrometr

Ceska republika

Ustiedni kontrolni a zkugebni Gstav zemédélsky
Spojené Staty Americké

kyselina aminomethylfosfonova
Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny
Svétova zdravotnicka organizace

geneticky modifikované organismy
nizkoteplotni plazma

stejnosmérné napéti

sttidavé napéti

detekéni limit

Zivotni prostiedi

laserem indukovana fluorescence
ultrafialové zateni

9-fluorenyl-methyloxycarbonyl chlorid
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