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ANOTACE

Bakalatska prace je zaméfena na popis vysokoucinné kapalinové chromatografie. Dale jsou
zminéna nejbeéznéji pouzivana hnojiva a pesticidy. Cilem literarni reSerSe bylo pfinést souhrn
v soucasnosti  pouzivanych typl sestav vysokoucinné kapalinové chromatografie,
ktera se pouziva k analyze agrochemikalii a jejich rezidui v potravinach a zivotnim prostiedi.
KLICOVA SLOVA

HPLC, agrochemie, pesticidy, hnojiva

TITLE

The use of liquid chromatography in agrochemical analysis.

ANNOTATION

The Bachelor thesis is focused on the description of the high performance liquid
chromatography. The most commonly used fertilizers and pesticides were described. The aim
of the literature search is to provide a summary of currently used techniques of high
performance liquid chromatography for the analysis of agrochemicals and their residues in food

and the environment.
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Uvod

Prace je =zaméfena na jednu znejvyuzivanéjSich analytickych separacnich
metod soucasné doby, vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC). Vyhoda, kviili
které¢ nasla HPLC tak Siroké uplatnéni je Sirokd oblast pouzitelnosti pro rtizné typy latek.
V uvodu je popsan obecny princip fungovani a separace latek v HPLC. Dale jsou popsany
jednotlivé ¢asti chromatografti. Mezi nejdilezitéjSi casti patii separacni kolona a detektor
zaznamenavajici analyzované latky po separaci. V dalSich kapitolach jsou popsany
agrochemikalie, jejich rozdéleni a v zemédélstvi nejcastéji vyuzivané typy hnojiv a pesticidi.

Vzhledem k Sirokému uplatnéni této metody je vyuzivana i v oblasti zemédé€lstvi.
Pti neustale naristajici populaci, je efektivita a produktivita zemédélstvi jednou z klicovych
oblasti vyzkumu. T¢é by nebylo mozné dosdhnout bez primyslové vyrabénych agrochemikalii.
Agrochemikalie slouzi k dodani chybéjicich prvka (Zivin) do pidy, které péstovana rostlina
pottebuje ke svému optimalnimu ristu. Tato skupina je nazyvana hnojiva. Druhou skupinou
agrochemikalii jsou tzv. pesticidy, které slouzi jako ochrana rostlin pted sktidci. Témi mohou
byt plisné, hmyz, plevele nebo tieba hlodavci. I kdyz jsou v soucasném primyslovém
zemédelstvi tyto latky téméf nenahraditelné z divodu nutnosti dosahovat opakovanych
vysokych vynosl péstovanych plodin, je zde nutné drzet se zndmého pftislovi, ze v§eho moc
Skodi. Nadbytecné pouzivani hnojiv je nepfiznivé nejen pro okolni ekosystém,
ale 1 pro samotnou efektivitu péstovani. Stejné je to 1 v ptipad¢ pesticida, které jsou v mnohych
ptipadech oproti hnojiviim mnohem toxictejsi. Pii nepfiméreném, nadbytecném pouZiti téchto
latek dochazi k jejim ztratam, prostupu do okolniho prostfedi a podzemnich nebo povrchovych
vod, ¢imz se jejich neptiznivy dopad miiZe rozsitit na Sirokou oblast. Proto je nutné mnozstvi
pouzitych, a pfedevsim v piirodé vyskytujicich se agrochemikalii monitorovat. Nej€astéji jsou
takto analyzovany rezidua pesticidll vyskytujici se v potravinach a pitné vod€. Mnozstvi uzitych
pesticidll k hubeni Skidct kviili zvySeni vynost plodiny je v soucasnosti jednim z nejptisnéji
kontrolovanych procesit provadénych v zemédélstvi. Divodem je Skodlivost nékterych
pouzivanych pesticidi, a jejich rezidui, pro ¢lovéka. K tomuto monitoringu se osvédcila prave

vysokouc¢innd kapalinova chromatografie.
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1. Uvod do chromatografie

Chromatografie je jednou z mnoha analytickych metod. Jednd se o metodu separacni,
tedy metodu, pfi niz dochazi k déleni slozek obsazenych ve vzorku.

K separaci latek dochazi mezi dvéma vzajemné nemisitelnymi fazemi, kterymi jsou
stacionarni a mobilni fdze. Faze stacionarni je nepohybliva. Jedna se bud’ o tuhou latku,
nebo o kapalinu uchycenou na pevném nosi¢i. Tato fidze je umisténa v chromatografické
kolong, a to ve forme sorbentu. Pomoci mobilni faze je do systému vnaSen analyzovany vzorek,
ktery je nasledn¢ dopraven do kolony se stacionarni fazi. Na zaklad¢ rizné afinity k mobilni
a stacionarni fazi jsou latky obsaZené ve vzorku zadrzovany v koloné. Cim je vys§i afinita latky
ke stacionarni fazi, tim dochdzi k vétSimu zdrZeni v kolon¢ a tim padem k delsi retenci.
Do detektoru se tedy nejdiive dostavaji latky s nejnizsi afinitou [1; 2].

Chromatografie slouzi nejen k separaci slozitych smési, ale také k identifikaci
a kvantifikaci analytu. Nejen diky tomu nachdzi uplatnéni v mnoha odlisnych oborech.
Od kontroly ¢istoty barviv, monitorovani latek v zivotnim prosttedi, az po zjistovani kvality
farmakologickych ptipravki.

Chromatografii lze délit dle:
Povahy mobilni faze:
e Kapalinova chromatografie — mobilni fazi je kapalina.
e Plynova chromatografie — mobilni fazi je plyn.
Usporadani stacionarni faze:
e Kolonova chromatografie — staciondrni faze umisténa v kolon¢.
e Plos$né chromatografie:
o Papirova
o Tenkovrstva
Déje, ktery zpusobuji separaci:
e Rozd¢lovaci chromatografie
e Adsorp¢ni chromatografie
e Jontové vyménna chromatografie
e Gelova chromatografie

e Afinitni chromatografie [1; 3]
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2. Kapalinova chromatografie

Jak jiz bylo zminéno dfive v textu, mobilni fazi je zde kapalina, ktera slouzi téz jako

transportni medium pro analyzovany vzorek.

2.1.Historie

Kapalinova chromatografie jako analyticka metoda byla objevena pocatkem 20. stoleti.
Byla pojmenovana jako kolonova kapalinovd chromatografie, kde do sklenéného valce
naplnéného rozdrcenym praskem, napi. kiidou byl do horni ¢asti nanesen vzorek a prelit
kapalnym rozpoustédlem. Vlivem gravitacni sily dochazelo k pohybu analytu skrz zrnity
materidl a jednotlivé slozky byly rozdéleny vlivem riiznych afinit k mobilni a stacionarni fazi.
Pivodné byly takto analyzovany barevné vzorky, které bylo mozné pozorovat uvnitt kolony.
Jednotlivé frakce se poté daly oddélené zachytit na dné¢ kolony a po odpateni rozpoustédla
je bylo mozné kvantitativn¢ analyzovat.

Pozdégji doslo k objeveni tzv. papirové chromatografie (PC) a nasledné tenkovrstvé
chromatografie (TLC). Princip separace latek je podobny jako u ptfedchozi metody. Lisi
se pouze hnaci sila, kterou v tomto ptipadé jsou pary rozpoustédla, do které¢ho je ponofen
prouzek papiru, nebo sklenéna desticka potazena SiO> (v ptipadé¢ TLC). Pary rozpoustédla
pak unaseji analyt vzhtru pfes materidl na konec hrany. Vyhodou této metody byla moZnost
déleni vice vzorkil na jedné desticce.

Metoda kapalinovd chromatografie byla kvili pomalé rychlosti dlouho piehlizena
v porovnani s plynovou chromatografii. Po vyfeseni technologickych problémi, a to zejména
mozZnosti separace pi1 vysokych tlacich, bylo sestrojeno zafizeni znamé jako vysokoucinna
kapalinovd chromatografie (High performance liquid chromatography — HPLC). HPLC
je moderni formou kapalinové chromatografie, kterd k separaci pouziva kolony s malymi
¢asticemi (v pruméru 1-5 um), pres které je pod vysokym tlakem Cerpana mobilni faze [4].
K rozsiteni této metody doslo na konci 60. let 20. stoleti a jak je vidét na Obrazku 1, je zfejmé,
ze od zavedeni HPLC dochéazi k neustadlému narGstu jejiho vyuZiti, a to zejména
kvtli nasledujicim vyhodam:

e moznost pouZiti pro Sirokou $kalu vzorku
e pfesnost analyzy
e komerén¢ dostupna Siroka nabidka kolon a zafizeni.
Diky témto vyhoddm je v dneSni dob& témét kazda laboratof vybavena pravé HPLC

a pii analyze nezndmé smési se Casto vyuziva jako prvni volba [5].
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Obrazek 1 — Priblizny vyvoj finan¢nich prostfedkll vynalozenych na nakup HPLC zatizeni za rok,
v miliardach US dolarti [5]

2.2.Princip kapalinové chromatografie
Pro umoZznéni distribuce mezi mobilni a stacionarni fazi, je nezbytny vznik fdzového
rozhrani. Pfi prichodu vzorku pies stacionarni fazi dochazi k opakovanému ustalovani
rovnovahy délenych latek mezi obéma fazemi. Tento dé&j je znazornén na Obrazku 2 [2].

Distribuci latek mezi fazemi je mozné popsat rovnici pro rovnovaznou konstantu:

[Xs]
[Xom]

kde /X/ a [X;] jsou rovnovazné koncentrace latky X v mobilni (m) a stacionarni fazi (s) [6].

Kp = (1)

Hodnota distribu¢ni konstanty udava miru zadrzeni latky v kolon¢, ¢im je jeji hodnota
vyssi, tim je 1 vySsi retence latky. Z toho vypliva, ze pro déleni jednotlivych latek kapalinovou
chromatografii je nutné, aby slozky mély rizné hodnoty distribu¢ni konstanty. Hodnota
Kp zavisi nejen na povaze dané latky, dalezité jsou také vlastnosti stacionarni a mobilni faze.
Hodnoty Kp pro stejnou analyzovanou latku se tedy muzou liSit pro rizné stacionarni

a mobilni faze [2].

mobilni

faze staciondrni faze

=) g vzorek chromatogram

= &
£4
o g &

Obrazek 2 — Separace smési dvou slozek v chromatografickém systému [2]
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2.3.Chromatografické charakteristiky

Vsechny rovnice uvedené v nasledujicich kapitolach jsou platné pouze pro isokratickou
eluci. Isokraticka eluce je eluce neboli vymyvani analytu z kolony, které je zptisobeno mobilni
fazi o konstantnim slozeni. Eluc¢ni sila je tedy konstantni. Druhy ptipad mulze nastat, pokud
se elucni sila mobilni faze v pribéhu eluce méni. V takovémto ptipad¢ se jedna o gradientovou
eluci. Isokraticka eluce nachazi uplatnéni pfi analyze latek s podobné fyzikalné-chemickymi
eluce, z divodu Casové narocnosti isokratické eluce [2].

2.3.1. Chromatogram

Chromatogram nebo elucni kiivka je vystup z chromatografického méteni. Tato kiivka
ukazuje koncentraéni profil analytu v zon¢€. Analyt v chromatogramu analyzovany detektorem
je znazornén jako pik [1]. Chromatogram se vynasi jako zavislost signadlu méfené veliciny

(z&visi na pouzitém detektoru) na ¢ase nebo objemu.

0.40 7
0.35
Ratenéni &as, te
8,30 S ———————— -.-----..-_'_..L .
1
0.28 |
[l
T 020
B o
V1S (1 Vyilea pilou, b
Mrtwy [ 1
0987 ratenini |
s ; . y e [
cas, tu | Redulcovany retenéni &as, tn | |
1
0.00 1 o S M
00 040 080 080 100 120 140 160 180 200 230 24D
Cas (minuty)

Obrazek 3 — Chromatogram s jednou analyzovanou latkou; tm — mrtvy retenéni ¢as, tr — retencni

Cas latky [8]

2.3.2. Reten¢ni (mrtvy) ¢as a objem
Reten¢ni a mrtvy retencni €as je zndzornén v chromatogramu (Obrazek 3) jako tr a twm.
Retencni ¢as (tr) a retencni objem (VRr) jsou charakteristickymi veli¢inami pro kazdou délenou
latku. VR je objem mobilni faze, ktery je potfebny k posunu analytu kolonou pti daném pritoku
Fm. Zatimco tr je doba od nastfiku analytu do dosaZeni maxima elu¢ni kiivky. Reten¢ni objem

je piimo zavisly na pritoku a reten¢nim ¢ase viz rovnice (2):
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Ve = F, -ty (2)
kde Fn je objemovy prutok mobilni faze, 7z retencni Cas, Vr reten¢ni objem.

Podobné pak pro mrtvy objem (3), zdvislost mezi mrtvym reten¢nim ¢asem, mrtvym
retencnim objemem a pratokem:

Vi =Ey -ty 3)
kde #)r je mrtvy retencni Cas a Vi mrtvy retencni objem [6].

Mrtvy retencni Cas (tm) je hodnota Casu slozky, u které nedochazi k zdrzeni na stacionarni
fazi a pohybuje se tedy stejnou rychlosti jako mobilni faze. Jedna se tedy o latku k staciondrni
fazi inertni [2].

2.3.3. Reten¢ni faktor

Z ptedchozich hodnot lze ziskat retencni faktor, ktery udava stupen retence délenych

latek v kolonég. Je dan ¢asem, ktery latka stravi ve stacionarni fazi (tr ") d€leny Casem, ktery latka

stravi v mobilni fazi (mrtvym retenénim ¢asem). Vypocet retencniho faktoru:

tp  tp—t
k=—t=——" “)

tm tm
Redukovany retencni ¢as (tr") jako rozdil reten¢niho a mrtvého Casu udava casové
zadrzeni analytu na stacionarni fazi [6]. Retencni faktor k£ muze byt popsan s vyuzitim

rovnovazné konstanty a objemil fazi:

_ moly latky X ve stacionarni fazi _ [X;] E _ E
" moly latky X vmobilni fazi ~ [Xn]Vy Ko Vi )
kde Vs je objem staciondrni a Vs objem mobilni faze v koloné.

2.4.Chromatografické systémy

Zakladni mody pouzivané v chromatografii se déli do n€kolika skupin podle druhu néplné
chromatografické kolony, pouzit¢ mobilni fazi nebo interakci ¢astic vedouci
k vysledné separaci [4].

2.4.1. Systém s normalnimi fazemi (NPC)

Separa¢ni mod zaloZeny na adsorpci/desorpci analytu na stacionarni fazi, ktera je polarni.
Nejcastéji se vyuziva silikagel, nebo chemicky vazané polarni faze na silikagelu.

Mobilni faze méa vtomto uspofddani niz$i polaritu nez faze staciondrni. Pouziva
se pro separace latek polarni povahy. Na Obrazku 4a je schematicky zndzornén systém
s normalnimi fazemi. Jako mobilni, nepolarni faze miiZze byt pouZit napt. hexan, dichlormethan
nebo tetrahydrofuran. Retence latek na chromatografické koloné je dana soutézi analyzované
latky a mobilni faze o lokalizovana adsorp¢ni centra na povrchu stacionarni faze a roste s vétsi

polaritou analytt [4; 2; 6].
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Teoreticky l1ze téméf vSechny organické slouCeniny rozpustné v n-hexanu, ethylacetatu

nebo isopropanolu analyzovat pomoci HPLC s normalni fazi [7].
2.4.2. Systém s obracenymi fazemi (RPC)

K separaci dochézi na zaklad€ rozdélovaciho koeficientu analytu mezi polarni mobilni
anepolarni stacionarni fazi [6]. Jako mobilni fdze se vyuzivaji nejCastéji vodné roztoky
polarnich organickych rozpoustédel (alkoholy, acetonitril, isopropanol) [2; 4].

NejCastéji  pouzivana nepoldrni staciondrni faze je silikagel s chemicky
vazanym alifatickym uhlovodikem (C8 nebo castéji C18). Toto uspotadani fazi je schematicky
zobrazeno na Obrazku 4b. Pouziva se napiiklad k separaci vzorkd po extrakci

do organického rozpoustédla [1; 4].

NPT

Tok
Mepolirni

Tok

(a) {b)

Obrazek 4 — Schematické znazornéni separa¢nich modd, (a) systém s normalnimi fazemi (NPC),

(b) systém s reverznimi fazemi (RPC) [6]

2.4.3. Chromatografie stérické vyluky (SEC)

SEC, nebo také gelové permeacni chromatografie vyuZziva poérovité castice k separaci
molekul. Jako staciondrni faze se vyuziva polymerni gel. Délka retence zavisi na velikosti
molekul. Princip separace je znazornén na Obrazku 5 vpravo. U velkych molekul nedochazi
k jejich prostupu do porl, nezdrzuji se a kolonou prochazeji rychleji nez molekuly mensi.
To by mél byt jediny princip retence, nemélo by dochazet k jinym interakcim mezi analytem
a stacionarni fazi [4; 8].

2.4.4. Tontové vyménna chromatografie (IEC)

K separaci dochdzi na ménic¢ich iontl, kde dochazi k elektrostatické interakci
mezi stacionarni fazi, kde jsou pfitomny ionizované funkéni skupiny ménice iontd, s ionty
v okolnim roztoku s opa¢nym ndbojem (Obrazek 5 vlevo). Separace se tidi selektivitou sorpce
tontd k ménici, kterou lze popsat rovnovdznou konstantou iontové vymény (koeficientem
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selektivity). lonty se z kolony eluuji pti zvySovani koncentrace mobilni faze. Nejdiive dochazi

Stacionarni faze se déli na dva typy podle vyménné funkéni skupiny. Pokud dochazi
k vyméné kationttl, jedna se o silny nebo slaby katex. Slaby nebo silny anex naopak vymeénuje
s okolim anionty. Katexy (anexy) jsou tvofeny nerozpustnymi polymernimi polyvalentnimi
kyselinami (bazemi) [2]. Jako silné katexy se vyuzivaji latky obsahujici sulfoskupinu. Pro slabé
kysely katex se vyuzivajici slouceniny s karboxylovou skupinou. Jako iontoménicové skupiny

vymeénujici anionty (anexy) se vyuzivaji tercialni nebo kvartérni aminy [9].

_.-"-.
T,

N\ \

Polymer .|
nebo Na+
sthkagel ./ !

Tok mobilni fize
Tok mobilni faze

® ®

Obrazek 5 — Separa¢ni mody IEC (vlevo) a SEC (vpravo) [8]

2.4.5. Dalsi typy
Mezi dal$i pozivané chromatografické systémy se fadi:

e HILIC (Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography) — podobna NPC (pouziti
polarnich stacionarnich fazi), mobilni faze obsahuje vodnou slozku, kterd funguje
jakozto silné eluc¢ni ¢inidlo.

e Afinitni chromatografie — zaloZena na vazb¢ ligandu (pevné uchyceném na inertni
matrici) a receptoru analyzované latky s dostateCnou afinitou, pii které imobilizované
ligandy (enzymy, hormony) separuji latky ze smési.

e Chiralni chromatografie — pro separace enantiomeri! pouzitim specidlni chiralni

staciondrni faze [6; 2; §].

! Latky se shodnym sumérnim a konstituénim vzorcem. Lisici se prostorovou konfiguraci na chirdlnich uhlicich,
na kterych maji opacnou konfiguraci (zrcadlove obracené) [2].
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2.5.Instrumentace HPLC

Vysokoucinna kapalinova chromatografie se sklada znckolika zékladnich casti,
které se mohou v jednotlivych sestavach liSit. Prvni nedilnou soucésti jsou zasobniky
pro uchovani mobilni faze, kterd je pozivana pro chromatografickou analyzu. Mobilni faze
je Cerpana pomoci vysokotlakych cerpadel skrz kolonu naplnénou malymi pdrovitymi
¢asticemi. Do proudici mobilni faze je pomoci davkevaca vlozen maly objem rozpusténé
analyzované latky, ktery prechazi pies chromatografickou kolonu se stacionarni fazi. Tim,
jak mobilni faze proudi, tak vymyté analyzované latky mohou byt na konci kolony detekovany
pomoci mnoha druhi detektoru (viz 2.5.5), které jsou schopny danou latku detekovat. Takto
ziskany signal je zpracovan softwarem a grafickym vystupem je chromatogram (viz 2.3.1) [4].

Obecné schéma sestaveni kapalinového chromatografu je znazornéno na Obrazku 6.

Toto sestaveni miize mit fadu obmén v zavislosti na typu analyzy [2].

Obrazek 6 — Blokové schéma HPLC. (1) Zasobniky mobilnich fazi, (2) odplynovac, (3) sméSovac,
(4) vysokotlaké ¢erpadlo, (5) davkovac vzorku, (6) chromatograficka kolona, (7) detektor, (8) sbérac
frakci, (9) datova stanice [2]

2.5.1. Mobilni faze
V kapalinové chromatografii je mobilni faze kapalina unaSejici analyzované latky
pres staciondrni fazi. Volba jejich vlastnosti ur€uje dobu retence latek v kolong. VétSina
problémt, které se mohou vyskytnout v chromatografickych systémech jsou ¢asto spojeny
pravé s mobilni fazi. Proto je velice diilezitd jeji spravna piiprava. Mezi nejcastejsi problémy
zpusobené Spatnou piipravou mohou byt napi. zavzduSnéna hlava cerpadla, vzduchové

bublinky v cele detektoru nebo zaneseni kapilar, frit a filtri necistotami v mobilni fazi.
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Ptitomnost vzduchovych bublinek se fesi odplynénim [10].
Odplynéni mobilni faze

Odplynéni mobilni faze je jednim ze zékladnich a nejdulezitéjSich ukola
pti chromatografickém stanoveni. Odplynénim se ptedchazi problémim s:

e nestabilitou zakladni linie (baseline) — pritok mobilni fdze musi byt konstantni

e snizenim citlivosti detekce u detektorti citlivych na pfitomnost plynii

e nestabilitou provozu Cerpadel [2; 10].

V soucasnosti je mobilni fdze nejcastéji odplynovana dvéma zplsoby. Jako jedna
z variant se pouziva vakuovy odplynovac¢ (tzv. degaser), kde mobilni faze prochazi
pres polopropustnou kapilaru umisténou ve vakuové komote. Skrz stény kapilary odchazi
z mobilni faze pouze plyn. Druhou variantou je probublavani mobilni faze heliem [10; 4; 2].

2.5.2. Vysokotlaka cerpadla

Cerpani mobilni fize do kolony zajistuji Gerpadla. K tomuto Géelu se pouZivaji nejéastdji
pistova nebo membranova cerpadla [1].

Na cerpadla jsou kladeny vysoké néroky. Hlavni Cerpaci systém musi zajiStovat
konstantni pratok mobilni faze pies davkovac¢, chromatografickou kolonu i detektor. DalSim
pozadavkem na Cerpadlo je prace za vysokého tlaku, ktery je potieba pro piekonani odporu
toku v chromatografické kolon¢. Vysokotlaka ¢erpadla u komeréné dostupnych HPLC systémi
jsou schopna mit pritok v rozmezi mezi 0,1-10 ml/min kapaliny a pracovat pfi tlaku az 40 MPa.
Pro metody vyuZivajici mens$i Castice v kolon€ jsou tyto tlaky jeSt€ vyssi, az 100 MPa.
V takovémto piipadé¢ se vSak uz jednd o metodu U-HPLC (Ultra High Performance
Liquid Chromatography) [4].

Druhy cerpadel:

1. Pistové cerpadlo — Pro tento typ Cerpadla, je typickd pulsni charakteristika tlaku. Princip
transportu mobilni faze Cerpadlem je znazornén na Obrazku 7. Hlava pistového pulsniho
Cerpadla mé 2 ventily. Prvni slouzi k nasavani mobilni faze a jedné se o saci ventil.
Druhym vytlaénym ventilem je nasatd mobilni faze vytlatena do kolony. Pohyb pistu

je zajistén krokovym elektromotorem.

19



45

Obrazek 7 — Pistové Cerpadlo, 1 — elektromotor, 2 — pifevodovka, 3 — pist Cerpadla, 4 — pracovni

prostor valce, 5 — vytlaény ventil, 6 — saci ventil, 7 — mobilni faze ke kolonég, 8 — zasobnik,

9 — t&€snéni pistu [2]

Stabilni prutok mobilni fize je pro funkci chromatografu zasadni. Pii nekonstantnim
objemovém prutoku (Obrazek 8) jsou kvantitativni meéfeni nepiesna, protoze dochazi
ke kolisani reten¢nich ¢ast a zvySovani Sumu u nékterych typii detektorti [2]. Proto se pouziva
zapojeni dvou Cerpadel za sebe, aby se tyto problémy odstranily. Tento typ sériového zapojeni
obsahuje 2 pisty a 3 ventily (v ptipad¢ paralelniho zapojeni jsou 4 ventily), které zajist'uji lepsi

kontinualni tok a eliminuje pulzni tok mobilni faze (Obrazek 9).

— Vtlaing fize Saci faze WVtlaing fize Baci fize
) SR e i e e e e g e
G = TH NN
A RIS . L SRRTREEEEEROTRERERD N
&
oz / a1 / v
— o — T T T ? T T T it T T
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Obrazek 8 — Znazornéni toku mobilni faze z pistového Cerpadla s jednim pistem, stfidéni saci

a vytlacné faze [4]

—
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E‘iﬁ Vitlagng fize 1 Vetladnd fize 2 Veitladnd fize 1 Vetlaénd fize 2
- 00 2

Obrazek 9 — Tok ze sériového zapojeni dvou pistovych ¢erpadel, eliminace pulzniho toku [4]
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Dalsim zptsobem, kterym se brani vzniku kolisani (fluktuace) toku z ¢erpaciho zatizeni
je instalace tlumicu tlakovych pulsii. Tlumeni pulst se provadi naptiklad prichodem kapaliny
skrz celu s membranou, ktera tlumi tlakové vykyvy [4].

2. Membranové cerpadlo — princip se podoba pistovym Cerpadliim [2]. Lisi se pouze tim,
Ze v prostoru pistu je umisténa membrana, kterd zajiStuje sani a vytlaceni kapaliny
z Cerpadla. Nejcastéji se zapojuji dveé Cerpadla vedle sebe, aby byl zajistén kontinudlni
prutok mobilni faze chromatografickym systémem a vyhlazeni tlakovych pulsi [1].
2.5.3. Davkovani vzorku

Ukolem davkovact vzorku je vnést do mobilni faze piesny objem roztoku se vzorkem
(vrozmezi 1-100 pl). Objem vzorku se voli podle pouzité instrumentace, citlivosti detektoru
nebo kapacité¢ kolony [4]. V soucasné dobé jsou k davkovani vzorku pouzivany nejcastéji
automatické davkovace. Ty maji oproti manualnim smyckovym dévkovacim, jejichz princip
je znazornén na Obrazku 10, vyhodu zejména v jejich automatizaci. Davkovani mize také
vyrazn€ ovlivnit samotnou analyzu vzorku, protoze miize dochédzet i k vyznamnému

rozmyvani pika [2].

Obrazek 10 — Princip davkovani pomoci vysokotlakého, Sesticestného ventilu. A — davkovani
s vyuzitim davkovaci smyc¢ky, B — davkovani s vyuzitim vnitiniho objemu ventilu; P — ¢erpadlo,

C —kolona, S — vzorek, W — odpad [2]

21



2.5.4. Kolony

Pro separaci latek jsou vyuzivany kolony plnéné porovitymi ¢asticemi; stacionarni fazi,
ktera je chemicky vazana na pevném nosiéi, nejastéji silikagelu [11]. Castice tvofici napli
mohou mit riznou velikost, kterd hraje dilezitou roli pfi i¢innosti separace a pracovnim tlaku.
Tradiéni HPLC pracuji pfi tlaku do 3040 MPa. Uginnost separace se zvysuje se snizujicim
se pruméerem c¢astic. Nejcastéji jsou pouzivany castice se stiednim primérem 5 pm.

Dalsi vlastnosti napln¢ kolony je jeji poérovitost. Existuji naplné s kontrolovanou
povrchovou poérovitosti. Na nepdrovitém jadru je nanesena tenkd, aktivni, pérovitd vrstva
stacionarni faze. Druhym typem ndplni jsou ndplné tvotfené plné¢ poérovitymi casticemi.
K separacim biopolymerti se pouziva tfeti typ porovitych castic obsahujicich kromé difaznich
port (stejné u vSech typir) také Siroké pratocné pory, které prochdzeji celou castici [12].

Chromatografické kolony komeréné dostupné na trhu maji délku 50, 75, 100, 125, 150,
250 a 300 mm a jejich vnitini prumér je v rozmezi od 2 do 5 mm [10]. Pro nejvyssi odolnost
vuci vysokému tlaku jsou HPLC kolony obvykle vyrobeny z nerezové oceli [7].

HPLC kolony se skladaji zné€kolika casti (Obrazek 11). Kovového plaste, ktery je
uzavien porézni kovovou fritou, kterd umoziuje plynuly tok mobilni faze a zaroven zabratnuje
uniku stacionarni faze z kolony. Na obou koncich kolony jsou ochranné krouzky a koncové
hlavice. V koncovych hlavicich je navrtan vstup pro kapilaru se zavitem [2].

5
2
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g e— -
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Obrazek 11 — Schéma chromatografické kolony: 1 — plast, 2 — frita, 3 — stacionarni faze, 4 — ochranny

krouzek, 5 — koncova hlavice, 6 — vstup pro kapilaru se zavitem [2]

Volba pouzité¢ kolony je dulezitd pro usp&Snou analyzu latky. Nejcastéji se voli
kompromis mezi nékolika parametry:
1. typ stacionarni faze (RP, HILIC, SEC, IEC)
2. typ naplné kolony (pérovité ¢astice, monolity)
3. fyzikalni vlastnosti stacionarni fdze (pdrovitost, rozméry castic)
4

rozméry kolony (délka, primér) [4].
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2.5.5. Detekce

Mobilni faze, ve které se nachazeji analyzované latky, prochézi pies kolonu na detektor.
Detekce latek probiha na zakladé odlisnych fyzikalné-chemickych vlastnosti analyzovanych
molekul od ¢isté mobilni faze [13].

Spektrofotometrické detektory

Spektrofotometrie je absorpcni metoda, pii které se méfi mnozstvi absorbovaného zafeni
pii urcité vinové délce. Plati Lambert-Beertv zakon:

A=¢g¢c"1 (6)
kde & je molarni absorp¢ni koeficient (pfi dané vinové délce), ktery je pro kazdou latku
charakteristicky, cx je koncentrace absorbujici slozky a / tloustka absorbujici vrstvy.

Jelikoz absorbance pfimo zavisi na koncentraci, vyuZivd se tato metoda
ke kvantitativnimu stanoveni dané latky [13]. Pro detekci analyti pomoci UV/VIS
spektrofotometru jsou k dispozici tfi typy detektort.

e Detektor se stalou vlnovou délkou, ktery k detekci pouziva jednu vinovou délku.
Ta mize byt zménéna pouze vyménou za jiny filtr nebo lampu (zdroj zafeni). Nejcastéji
pouzivana vinova délka je 254 nm, kterou generuje rtutova vybojka [1].

e Detektory s variabilni vinovou délkou (znamé jako UV-VIS detektory), nastavovanou
pomoci monochromatoru. Vlnovou délku je mozné ménit béhem analyzy. Jsou finanéné
nakladngj$i, ale dokazou pokryt rozmezi zafeni od 195 do 650 nm vlnové délky.
Jako zdroje zatfeni pouzZivaji deuteriové (pro UV — ultrafialové zéateni) a wolframové
(VIS — viditelné zateni) vybojky [14].

e Detektory s diodovym polem (DAD nebo PDA), které¢ méti spektrum v celé $ifi pfimo
pfi chromatografické separaci. Zateni proslé skrz detekéni celu je spektralné rozlozeno
pomoci holografické miizky a nasledné mifi na fotodiody. Na kazdou fotodiodu dopada
zateni o dané vinové délce, které je zeslabeno absorpci zafeni v cele detektoru [2].

Princip spektrofotometrické detekce je znazornén na Obrazku 12. Zdroj UV zafeni
produkuje paprsek, ktery ndsledné prochazi soustavu optickych cocek. Na refrakéni mfiZce

dochdzi k lomu a dé¢leni svételného paprsku a nastaveni pozadované vinové délky zateni [14].
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Obrazek 12 — Schéma zapojeni UV spektrometru s volitelnou vinovou délkou [14]

Fluorescen¢ni detektory

Po absorbovani primarniho zafeni latkou dochazi k excitaci jejich elektrond.
Absorbovana energie mize byt vyzafena, emitovana, jako sekundarni zafeni. To miize
mit stejnou, ale castéji vyssi vlnovou délku. Tento dé€j je zndm jako fluorescence [2].
Fluorescenc¢ni detektor je vZdy umistén kolmo k vstupujicimu zafeni. Detekce latky je mozna
uz od 10* g vzorku [1].
Elektrochemické detektory

Pomoci elektrochemickych detektorii mizeme méfit proud (ampérometrické), potencial
(potenciometrické), vodivost (konduktometrické) a naboj (coulometrické) eluatu. K méteni
dochazi v pritokové cele, kde jsou umistény 2 nebo 3 elektrody (mérné a referentni) o ur¢itém
pracovnim napéti, kde dochédzi k nezbytné elektrochemické reakci. Zméteny signal roste
se zvySujicim se latkovym mnozstvim analyzované latky. Sledujeme tedy zavislost
mezi sledovanou métenou veli¢inou a koncentraci analyzované latky [2]. Nejvice pouZivanymi
typy elektrochemickych detektori jsou detektory konduktometrické, ampérometrické
a coulometrické. Vyhodou téchto detektort je jejich vysoka citlivost [4].

e Konduktometrické detektory — slouzi k méfeni koncentraci elektrolytii ve vodnych
roztocich. NejvyuZivanéjsi detektor v kombinaci se separaci v iontové vyménné
chromatografii (IEC) [4].

e Ampérometrické detektory — pracuji pifi konstantnim potencidlu mezi dvéma
elektrodami. Pfi prichodu oxidované nebo redukované latky pratokovou celou
detektoru dochdzi k vzniku proudu méteného elektrodami [13].

e Coulometrické detektory — méii néboj, ktery je potfeba k oxidaci nebo redukci

celkového mnozstvi latky.
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Pro pouziti elektrochemickych detektori je nezbytné pouZziti vodivé mobilni faze.
Dulezitou roli hraje jeji ¢istota a odplynéni, nebot’ ptitomny kyslik by zvysoval pozadi a Sum
zakladni linie [2].

Hmotnostni detektor

Zakladnim principem hmotnostniho spektrometru (MS — Mass spektrometry)
je generovani iontli z organickych nebo anorganickych sloucenin, které jsou nasledné
separovany a detekovany na zaklad¢ jejich poméru hmotnosti k naboji (m/z) [15]. Timto
zpusobem je mozné ziskat jak kvantitativni (podle jejich cCetnosti), tak i1 kvalitativni
(pomér m/z) hodnoty [13].

Zatizeni MS se skladd z iontového zdroje, hmotnostniho analyzatoru a detektoru.
Analyzator slouzi k separaci iontll podle jejich poméru m/z. Detektor poté zaznamenava
mnozstvi iontd s pomérem m/z. Vystupem z MS je hmotnostni spektrum, jako zavislost
m/z na Cetnosti zastoupeni daného poméru. Zavedeni vzorku se provadi bud’ piimou infazi
nebo pomoci jiného separac¢niho zafizeni, kterym muze byt pravé HPLC [16]. lonizace vzorku
se provadi né€kolika zplsoby, které se voli v zavislosti na typu latky. Dulezité pti volbé
ionizacni techniky je jeji tepelna stabilita, t€kavost, molekulova hmotnost a polarita. Nejb&znéji
se pro HPLC pouzivaji tzv. m&kké ionizacni techniky, jako je ionizace elektrosprejem (ESI),
¢i chemickad ionizace (APCI) a fotoionizace (APPI) za atmosférického tlaku [2].

Vzniklé ionty jsou separovany v hmotnostnim analyzatoru. Déleni iontli na zaklad¢ jejich
hmotnosti se provadi statickymi magnetickymi poli, ¢asové proménnymi elektrickymi poli
nebo metodami méfici dobu priletu iontl o stejné energii. Staticka elektricka pole ned€li ionty
podle jejich hmotnosti, ale podle jejich energie. Funguji tak jako energeticky filtr [17].
patii rozsah hmotnosti schopnych detekovat, citlivost (nejmensi potfebné mnozstvi vzorku),
mnozstvi iontd proslych skrz analyzator na detektor a hmotnostni rozliSeni (pomér hmotnosti
slou€eniny ku nejmensimu méfitelnému rozdilu hmotnosti na analyzatoru) [16].

e Analyzator doby letu (TOF — Time of Flight) — Rozd¢€luje ionty o stejné kinetické
energii dodané elektrickym polem podle jejich rychlosti zavisejici na hmotnosti
iontll. Vyhodami jsou rychlost provedeni méfeni a schopnost zobrazeni celého
spektra. Nevyhodou je nizka piesnost signalu a Spatné rozliseni [17], ke kterému
dochazi vlivem rGzné vzdalenosti od elektrod dodavajici kinetickou
energii iontl [16].

e Kvadrupolovy analyzator (Quadrupole) — Tyto analyzatory pracuji na principu
rizné stability trajektorie iontd v kombinaci vysokofrekvencniho stfidaveého
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a stejnosmérného napéti. Skladaji se ze Ctyf paralelné umisténych ty¢i,
na které se ve dvojici aplikuje stejnosmérné a vysokofrekvencni napéti.
Kombinace téchto dvou napéti ur€uje hmotnost iontti, které projdou na detektor.
Ionty s nespravnou hmotnosti ztrati na prutech sviij naboj. Stejnosmérné napéti
se pouziva nejcastéji v hodnotach 0-50 V. Pfi pouziti nulového stejnosmérného
napéti, dochazi k prostupu ionti pres kvadrupdl v Sirokém rozsahu hmotnosti.
Naopak pii nedodani vysokofrekvencniho napéti dochazi k zabranéni prichodu
vSech iontl, které se vybiji na prutech s opacnou polaritou. Vysokofrekvenéni
napéti se obecné pohybuje v hodnotach nékolika kV.

e Orbitrap — Elektrostatickd past skladajici se zvnéjsi valcovité elektrody,
rozdelené na dveé oddélené casti, a vnitini elektrody, mezi kterymi je stejnosmérné
napéti nékolika kV. Vstupujici ionty zacinaji rotovat kolem centralni elektrody
a soucasn¢ oscilovat kolem horizontalni osy, rovnobézné s elektrodou. Frekvence
harmonickych oscilaci zavisi na poméru m/z iontl. Oscilace generuji proud mezi
dvéma rozdélenymi valcovitymi elektrodami, ktery je zesilovan a pievadén
na frekvenci. Dal§imi piepocty na intenzitu pro kazdou frekvenci pomoci
Fourierovy transformace a nasledné na pomér m/z, které¢ slouzi pro ziskani
hmotnostniho spektra [16].

V dnesni dobé dochdzi kzavadéni tzv. tandemové hmotnostni spektrometrie
(MS/MS nebo MS?), viz Obrazek 13. Jedni se o spojeni dvou hmotnostnich analyzatort.
V prvnim analyzatoru dochazi k vybéru iontu (prekursoru), ktery je déale fragmentovan.
V druhém MS analyzatoru dochazi k analyze nové vzniklych iontl. Tento typ analyzy
se provadi zejména kvili nedostatecné strukturni informaci poskytované mékkymi

1oniza¢nimi technikami [2].
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Obrézek 13 — Schéma zapojeni LC/MS/MS [18]

Tandemové MS zapojeni naslo Siroké
uplatnéni v klinickych  laboratofich,
vzhledem ke kombinaci vysoké citlivosti
a specificnosti. Vyuziva se k analyze
mnoha biologickych latek. Jako ptiklad
je na Obrazku 14 ukéazka 2 chromatogrami
ziskanych pouzitim 2 rtznych detektort.
Jedné se o analyzu stejného vzorku moci.
Zatimco u chromatogramu A ziskané¢ho
pomoci HPLC-UV je nékolik
potencionalné interferujicich pikl a jeden
z metabolitt ~ karbamazepinu  koeluje
s kortizolem ¢imz déla pik kortizonu tézce
oddélitelny. Naopak pti pouziti LC-MS/MS
(chromatogram B) jsou piky kortizolu
a kortizonu dobfe rozliSitelné a rychlost
mefeni je misto 30 minut v piipadé

HPLC-UV pouze 3 minuty [18].
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Obrazek 14 — Porovnani chromatogramu z UV (A)
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Vodivostni detektor

Vodivostni detektory vyuzivaji elektrické vodivosti eludtu vychézejiciho z kolony.
Ta je méfena v prutokové cele pomoci dvou elektrod, na které je vkladano stiidavé napéti.
Pro vysokou citlivost je dilezité mit co nejméné vodivou mobilni fazi [2].
Refraktometricky detektor

Detektory zalozené na meéfeni zmény sméru paprsku prochazejici pres dvé média
s riznymi indexy lomu. Zména sméru zavisi na rozdilu indext lomu mezi médii. Prvnim
médiem je eluat vychazejici z kolony, druhym pak mobilni faze jako referenéni médium.
Citlivost detektoru se zvySuje s rostoucim rozdilem indexd lomu obou roztokt. Z divodu

malych rozdild indexd lomu se jedna o pomérné malo citlivé detektory [4].
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3. Agrochemikalie

Agrochemikalie 1ze délit na dvé zakladni skupiny. Latky pouzivané k ochrané plodin
pred skidci, které zabranuji ztrat¢ vynosu aplikované pfed nebo po sklizni, se nazyvaji
pesticidy. Druhou skupinou agrochemikalii jsou hnojiva, ktera zvySujici vynos plodin.
Zvysovani produkce v rostlinné vyrob¢ je vzhledem k rostouci populaci a nedostatku pudy
pro péstovani dilezitou oblasti vyzkumu [19; 20].

Zemé&délstvi je primarnim zdrojem potravin (95 % celkové produkce potravin).
K zeméd€lstvi se vyuziva okolo jedné tfetiny pevného povrchu planety [21]. Cilem
do budoucna je vzhledem k vyuzivani zemédélské pidy k péstovani nejen plodin uréenym
pro vyrobu potravin (napf. pro vyrobu biopaliva), produkovat jidlo s vyuzitim mensi
hospodaiské plochy, nizsi pottebou vody a energie [20].

3.1.Hnojiva
(makroprvky). Prvni tfi jmenované prvky rostlindm dodévat nemusime, nebot’ jsou v dostatecné
mife ptitomny ve slouceninach v ptidé, vodé a vzduchu (O2, CO; a H>0), ze kterych je rostliny
dokazou vyuzit. U zbylych muze dojit k nedostatku, vlivem neSetrného hospodareni
nebo druhem pldy. Proto je dilezité, pro vysoké vynosy, tyto prvky dodavat ve formé
primyslové vyrabénych hnojiv [22].

Mezi dalsi, takzvané sekundarni makroprvky jsou fazeny sira, vapnik a hoicik. Sira
je pro rostliny diilezita pfedevs§im jako nezbytny prvek pfti syntéze chlorofylu, ktery je potifebny
pro fotosynteticky proces [23].

Typy hnojiv se daji délit podle nékolika kritérii. Mimo primyslové vyrabénd hnojiva,
existuji hnojiva organickd, kterd se skladaji z vyuzitelnych odpadl zrostlin a zvifat.
Tyto odpady mohou, ale nemusi byt pfedem upraveny pomoci kompostovani nebo anaerobni
fermentaci. Jejich povaha nedovoluje pouziti jako hnojiva s fizenym uvolfiovanim. Nelze vSak
zapomenout na to, Ze navzdory nedostate¢nému mnoZstvi Zivin pro soucasné intenzivni
zemé&délstvi maji organicka hnojiva velkou pfednost v tom, Ze zachovévaji pfirodni zdroje
1 kolobeh Zivin prostfednictvim systematické recyklace. Dulezité ovSem je, Ze jako hnojiva
se daji pouzit pouze takové odpadni materialy, které neptedstavuji zddné zdravotni riziko [24].

Dalsi déleni primyslovych (minerdlnich) hnojiv mize byt podle skupenstvi, na pevné

vvvvvv

je pro spravné pouziti déleni hnojiv podle prvki, které maji do ptidy dodavat [21].
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e Jednoslozkovd — dodéavaji rostlinAm pouze jeden primarni prvek (N — dusikata,
P — fosforecna, K — draselnd hnojiva)

e Viceslozkova — obsahuji n€kolik primarnich prvka (napt. NPK — dusik, fosfor, draslik)
a mohou obsahovat i nékteré mikroprvky.

e Mikroprvkovd — obsahujici ziviny, které rostliny vyzaduji v malém mnoZzstvi (1—
500 g/ha).

V dnesni dob¢ jsou velmi vyuzivana pevna hnojiva, napiiklad dusikatd. Pevna hnojiva
mohou byt ve form¢ granuli s jednim nebo vice prvky. Piednosti pevnych hnojiv je nizka
vyrobni cena i vysoky obsah Zzivin. K nejbéznéjsim pevnym hnojivim je mozné zaradit
mocovinu, fosforenany i dusi¢nany (draselné a vapenaté), chlorid draselny, uhlicitany
(vapenaté, hotecnaté). Mezi bézna hnojiva patii slouceniny nebo smési sloucenin dusiku,
drasliku i fosforu. Pro tato ttislozkova hnojiva se také uziva vyraz NPK, pti¢emz jejich nejvétsi
ptednosti je schopnost dodat vice zivin prostiednictvim jedné davky [24].

Kapalnad hnojiva jsou predevsim roztoky anorganickych soli. V zemédélstvi se jejich
vyuziti rozmohlo hlavné diky poklesu jejich vyrobni ceny, a to v prvni fadé u koncentrovanych
vyrobki. V porovnéani s pevnymi hnojivy je jejich pouziti z divodu homogenity jednodussi,
a navic diky injektorim je snadngj$i kontrolovat jejich pfesné davkovani do pudy. Jako dalsi
vyhodu lze uvést i velmi jednoduché pfimichavani mikroprvki nebo pesticidd (herbicidii
a insekticidi) do roztokli. Nevyhodu naopak ptedstavuje ndkladnost vyroby v porovnani
s pevnymi hnojivy a také obsah Zivin je zpravidla niZ§i anebo mohou podléhat krystalizaci [25].

Spojenim pevného a kapalného hnojiva vznikaji tzv. suspenzni hnojiva. Vyhodou je,
ze 1ze vyuzit levné fosfaty nerozpustné ve vod€. Mezi zdpory suspenznich hnojiv patii
komplikovanéjsi a nakladnéjsi skladovani i uziti, a to kvili sedimentaci ¢astic [24].

3.1.1. Dusikata hnojiva

Dusik je soucasti vSech zivych bunék a je nezbytny pii syntéze proteint,
proto je pro normalni vyvoj rostlin potfebné jeho dostate¢né mnozstvi. Problém s nedostatkem
dusiku nastava nejdiive v suchych oblastech, protoze v piidach v oblastech s nizkymi srazkami,
je niz8i obsah organické hmoty, ktera je hlavnim zdrojem ptidniho dusiku [25]. Pro absorpci
dusiku do rostliny je dilezité, aby byl ve formé dusi¢nanového (NOs) nebo amonného (NH4 ")
iontu. Proto je dilezité, aby byl dusik dodavan pomoci hnojiv pravé v téchto formach.

Az po absorpci se v rostlinach pfeménuje do komplexnich sloucenin a proteint [22].
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Amoniak

Kapalny amoniak je dusikaté hnojivo s pfimou aplikaci, jehoz vyhoda je zejména
v moznosti velkotonazni vyroby za nizkou cenu [24]. Bezvody amoniak se vyznacuje nejvyssi
koncentraci dusiku (82 %), ale kvlli jeho vysoké tenzi par musi byt skladovan a transportovan
pod tlakem. K aplikaci se pouziva specialni zafizeni, kterym se amoniak vstfikuje 5—15 cm
pod povrch zemé v zavislosti na teploté a slozeni pady [25; 24].

Bezvody amoniak je mozné rozpustit ve vod¢. Takto vznikly vodny amoniak je méné
korozivni a snadnéjsi je i1 jeho uskladnéni a manipulace s nim (vzhledem k nizsi tenzi par).
Nevyhodou ovsem je niz$i obsah dusiku (kolem 20 %) [25].

Mocovina

Jeji vzorec je [CO(NH2)2] obsahuje okolo 45 % dusiku. Jedna se tak o nejvice
koncentrované pevné dusikaté hnojivo [25].

Amonné a dusi¢nanové soli

Nejvyznamnéjs$i amonna sill jakozto hnojivo je dusicnan amonny, t€Z znamy jako ledek
amonny (NHsNOs). Ze vzorce je patrné, ze obsahuje ob& formy rostlinami vyuzitelného
dusiku [26]. Dostupny je jak v kapalné (19-21 % N), tak pevné form¢ (33—34 % N).

Dal$imi hnojivy jsou siran amonny ((NH4)SOs), dusi¢nan vapenaty (Ca(NOs)>)
a dusi¢nan draselny (KNO3) [22]. Jejichz vyhoda je, Ze kromé dusiku do pudy dodavaji dalsi,
pro rostlinu dilezité prvky (S, Ca, K) [22].

Na celkovych antropogennich emisich N2O se zemé&délstvi podili asi z 58 % a diisledkem
zvySeného pouzivani dusikatych hnojiv se predpoklada dalsi narast. Hlavnim zdrojem (> 60 %)
globalnich troposférickych emisi NOyx (oxidi dusiku) je spalovani fosilnich paliv,
zatimco emise z piidy dosahuje ptiblizné 10 % [27].

Problémy s nartistajicimi emisemi oxidi dusiku by mohli vyfesit hnojiva s fizenym
uvoliovanim. Jedna se o hnojiva, kterd uvoliuji aktivni hnojivé Ziviny kontrolovanym
zpisobem podle potieb rostlin, takze poskytuji zvySenou ucinnost vyuziti Zivin
spolu se zvySenymi vynosy a zdrovenl snizuji zneci$téni Zzivotniho prostiedi emisemi
(NH3, N2O atd.) [28].

3.1.2. Fosfore¢na hnojiva

Fosfor je pro vyvoj rostliny také nezbytnym prvkem. Nepostradatelny je pti fotosyntéze,
dychani, skladovani a pfenosu energie. Rostlinami je nejvice pfijimdn ve formé
dihydrogenfosfore¢nych ionl. V soucasnosti se fosfore¢na hnojiva vyrabi témét vyhradné

z fostatovych hornin rozkladem kyselinami (sirovou — HoSO4 nebo fosforecnou — H3PO4) [22].
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Superfosfat

Typ pevného (granulovaného nebo praskového) hnojiva vyrdbéného rozkladem apatitti
kyselinami. Existuje vice typa superfosfati. NejvyuzivanéjSimi jsou superfosfat jednoduchy
(Ca(H2P0O4)2.H20 + CaS04) vyrabény rozkladem kyselinou sirovou a superfosfat obohaceny
(Ca(H2PO4)2.H20) vyradbény rozkladem smési kyselin sirové a fosforecné [22]. Treti typ
je tzv. trojity superfosfat vyrabény rozkladem ptirodnich fosfat kyselinou fosforecnou. Tento
typ superfostatu obsahuje nejvetsi mnozstvi fosforu (21 % P) a naopak neobsahuje zadny siran
vapenaty (CaSO4) vznikajici pfi vyrobé jednoduchého a obohaceného superfosfatu.
Trojity superfosfat v praskové podobé se vyuzivda k pfipravam viceslozkovych
granulovanych hnojiv [29].

Amofos

Granulované hnojivo vyrabéné z apatitového koncentratu neutralizaci kyseliny
fosfore¢né¢ amoniakem. Jednd se o smés dihydrogenfosfore¢nanu a hydrogenfosfore¢nanu
amonného. Toto hnojivo tak dodava dusik i fosfor vyuzitelny rostlinami [30].

NP hnojivo

Typ kapalného fosforecného hnojiva dodavajici rostlindm fosfor s dusikem.
Vyrabi se neutralizaci kyseliny fosforecné amoniakem, kdy vznikd vodny roztok
dihydrogenfosfore¢nanu a hydrogenfosforecnanu amonného [24].

3.1.3. Draselna hnojiva

Pro rostliny je draslik po dusiku a fosforu tfeti Zivotné dlleZity prvek. DileZity je zejména
pii fotosyntéze. Pfi jeho nedostatku se fotosyntéza rostlin snizuje na ukor dychani. Zdroji
pro vyrobu draselnych hnojiv pouzivanych v zemédélstvi jsou pfirodni mineraly obsahujici
draslik, které se pfi vyrob& pouze upravuji. Nejcastéji pouzivany mineral je chlorid draselny
(KCI). Dalsi zdroje drasliku pouzZivané v zemédélstvi jsou siran draselny (K2SOs), siran
draselno-hotec¢naty (K2SO4.MgS0O4) nebo hydroxid draselny (KOH) [22].

Kombinovand hnojiva dodavaji do pudy vice prvkl najednou. Nejcastéji jsou jimi
vrizném poméeru dusik, fosfor a draslik (NPK). Tyto hnojiva mohou obsahovat
také mikroprvky.

Hnojiva NPK musi obsahovat alespoii 3 % N, 5 % P20s5 a 5 % K>O a minimalné 20 %
celkového mnozstvi Zivin. Nejcastéji pouzivané koncentrace (N-P20s5-K,0O, v hm.%) jsou
bud’ ve stejném poméru vSech 3 Zivin (napt. 15-15-15) nebo takové, kdy je jedna komponenta
v nadbytku (20-10-10). Poslednim ptipadem jsou smésna hnojiva se snizenym obsahem

jednoho prvku, nej€astéji NPK s nizkym obsahem fosforu (15-5-20) [24].
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3.2.Pesticidy
V Ceské republice je pouzivano pies 400 schvalenych pesticidii. Pesticidy se mohou délit
podle n&kolika hledisek. Jednim z parametrd miize byt akutni toxicita. Podle ni WHO? déli
pesticidy na extrémné, vysoce, stfedn¢, malo nebezpecné a pravdépodobné bezpecné,
jak je popséno v Tabulce 1: [31]
Tabulka 1 — Rozdéleni pesticidii podle jejich akutni toxicity [32]

LDso® pro potkany (mg/kg vahy t&la)
Trida oralné dermalné
Ia Extrémné nebezpecné <5 <50
Ib Vysoce nebezpecné 5-50 50-200
II Stfedné nebezpecné 50-2000 200-2000
i Malo nebezpecné > 2000 > 2000
U Pravdépodobné bezpecné 5000 a vice

Nejvyuzivanéjsi déleni je podle jejich praktického vyuziti, cile, proti kterému ptsobi,
coz je také nejzakladngj$i a nejobsahlejsi de¢leni, které rozd€luje pesticidy na latky
proti mikrobidlnim §kiidciim (mikrobicidy), proti zvifecim Skiidciim (zoocidy) a proti plevelim
(herbicidy) [32]. Mezi nejcastéji pouzivané patii pravé herbicidy, dale insekticidy
a fungicidy [33]. V Tabulce 2 je ukdzdno mnozstvi pouZitych pesticidt v Ceské republice
za rok 2019. Nejvétsi vyuziti maji herbicidy spolu s fungicidy.

Zoocidy je souhrnné oznaceni pro piipravky urcené k hubeni Zzivoc¢isnych skadci.
Nejcastéji pouZivanym zoocidem jsou insekticidy proti hmyzu. DalSimi zéstupci jsou
napf. rodenticidy (proti hlodavctiim) a akaricidy (proti rozto¢im).

Fungicidy se vyuZzivaji k likvidaci piivodcii houbovitych onemocnéni, které jsou
nebezpeéné tvorbou mykotoxintl. Dalsim a v Ceské republice nejvyuZivangj§im druhem

pesticidll jsou herbicidy uréené k likvidaci, potlaceni plevelll nebo invazivnich rostlin [34].

2 WHO — World Health Organization, agentura Organizace spojenych naroda sidlici ve Svycarské Zenevé.
Cilem je pusobit jako autorita v otazkach mezinarodniho zdravi [65].

3 LDsoje zpiisob jakym se vyjadiuje akutni toxicita latek. Smrtelna davka (Lethal dose), &islo 50 znadi,

ze po podani dané davky zemielo 50 % ze skupiny testovanych zvitat [66].
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Tabulka 2 — spotieba piipravki na ochranu rostlin v Ceské republice za rok 2019 [36]

Kategorie pesticidi Mnozstvi (kg, 1)
Zoocidy, mofidla 1023 723
Herbicidy a desikanty* 5078 194
Fungicidy 3 850 985
Regulétory rtstu 1 059 740
Rodenticidy 202 485
Ostatni pomocné prostt. na ochranu rostlin (repelenty, mineralni oleje) 332751
Celkem 11 547 878

3.2.1. Insekticidy

Insekticidy jsou urcené proti hmyzu. Zakladni d€leni insekticidi je podle chemické
ptisluSnosti na ptfirodni a syntetické [35]. Prvnimi modernimi syntetickymi organickymi
latkami s insekticidnimi ucinky byly DDT (dichlordifenyltrichlorethan), HCH
(hexachlorcyklohexan) a estery kyseliny fosforecné (organofosfaty). Insekticidy ucinkuji
pfedevs§im na nervovy systém hmyzu. Prostiedky proti hmyzu se déli podle zptisobu plisobeni.
neschopnost krmit se [32], dale jsou to chemosterilanty neboli latky zptisobujici sterilitu
nebo neschopnost vyvoje v dospélou fazi schopnou rozmnozovat se [36]. Hlavni skupiny
syntetickych latek pouZivanych jako insekticidy jsou chlorované uhlovodiky, organofosfaty
a karbamaty.

e Chlorované uhlovodiky — zndmy insekticid DDT pouzivany jako ucinnd zbran
proti malarii, dal§imi zastupci HCH, hepatachlor nebo chlordan. Nékteré z téchto latek
jsou pomérné stabilni s dlouhodobym rezidudlnim ucinkem (dlouhodobd ochrana).
Jejich toxické plisobeni je zaloZzeno na naruseni nervového systému. Kvili Skodlivym
ucinkiim a dlouhodobé stabilité je pro nékteré staty jejich pouzivani zakazano.

e Organofosfaty — do rostlin se dostavaji bud’ postfikem na list nebo aplikaci roztoku
do piidy. VétSinou maji kratkodoby rezidudlni ucinek, ale obecné jsou toxictéjsi
nez chlorované uhlovodiky. Hmyz zneSkodiuji inhibici enzyma cholinesterazy,
nezbytnych pro fungovani nervového systému. Zastupci jsou napf. parathion
a malathion.

e Karbamaty — na hmyz maji podobny ucinek jako organofosfaty, inhibuji

acetylcholiesterazu. Radi se mezi né latky jako karbofuran a karbaryl [35].

4 Desikacni latky (desikanty) zpiisobuji pred€asné usychani listii nebo jejich nadzemnich &asti. Vyuzivaji
se k urychleni dozravani nebo zabranéni siteni listovych chorob [67].
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3.2.2. Herbicidy

Tyto prostfedky slouzi k inhibici ristu nebo likvidaci nezddoucich rostlin, kterymi jsou
zemédelské plevele a invazivni druhy. Pied pouzivanim herbicidii se tyto nezadouci rostliny
odstraniovali mechanicky. Pouziti herbicidi mé ale vyhodu ve snadné aplikaci, kterd Setii
naklady spojené s odstranovanim. Herbicidy nejsou vétSinou toxické pro zvitata ani lidi. Riziko
je pti pouziti neselektivniho prostiedku, plisobiciho na vice druht rostlin, na které nebyla
aplikace mifena, a v disledku toho i likvidaci hmyzu na nich zavislych, coz mize zna¢né
poskodit ekosystém v daném misté. Mimo neselektivnich herbicidii existuji i herbicidy
selektivni, ptisobici pouze na nekteré druhy rostlin. K likvidaci plevell pomoci herbicida
se vyuzivaji plodiny geneticky upravované tak, aby byly schopny odolavat aplikovanym
herbicidim. Na ploSe s pouzitym herbicidem tak pfeziji pouze plodiny rezistentni
na herbicidy [37].

3.2.3. Fungicidy

Nejvyuzivangj$im zastupcem mikrobicidi jsou fungicidy pisobici proti plvodcim
houbovych onemocnéni [38]. Aplikuji se bud’ pfimo na plodiny, nebo na semena pied kli¢enim,
kde ptsobi jako ochranny obal. Tento typ je G¢inny proti pidnim patogeniim a mohou mit
systémovy ucinek, protoze prostupem do rostlinnych tkani poskytuji ochranu nebo odstraiuji
stdvajici onemocnéni. Aplikace na plodiny se Casto provadi preventivné, pred napadeni
houbovitym patogenem [39], nebo aZ po napadeni rostliny kde zplsobuji inhibici rlstu
nebo niceni hub. Fungicidy ni¢i patogenni nebo parazitické houby naruSenim jejich kritickych
bunécnych procest.

Nadmérné pouzivani fungicidli, herbicidi a insekticidi vede k vyvoji rezistence
u nékterych druhil organismt. Obzvlast’ fungicidni rezistence, pti které populace hub vykazuje
sniZzenou citlivost na dany fungicid, se mtze objevit rychle, protoze jedina houba je schopna

produkovat miliony spor [40].
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4. Analyza agrochemikalii pomoci HPLC

Pii analyze vzorkl z pfirody je nutné vzorek pievést do formy, kterou je mozno
analyzovat pomoci analytické instrumentace. V tomto pfipadé vysokoucinné

kapalinové chromatografie.

4.1.0dbér vzorku

Chyba stanoveni miize byt zpisobena nespravnym odbérem vzorku. Spatny odbér miize
znamenat az 30 % celkové chyby analyzy.

Dulezitou vlastnosti odebraného vzorku je jeho homogenita a reprezentativnost.
Pro analyzu ho musime mit dostatecné mnozstvi. Dalsim faktorem je spravné skladovani,
kterym zajistime stabilitu analyzovaného prvku nebo slouceniny a tim zabranime nezaddoucim
chemickym zménam. Vzorka rozliSujeme nékolik druht. Zakladni rozdé€leni je na organické,
vcetné biologickych, a anorganické. Dale se déli na pevné, polotuhé (gely, suspenze, koloidni
systémy), kapalné a plynné. Pro plynné vzorky plati, ze jejich analyza je Castéj$i pomoci
plynové chromatografie. OvSem pokud jsou plynné vzorky teplotné nestabilni nebo nachylné
k absorpci na kovovy povrch, mtize byt analyza pomoci HPLC lep$i variantou. V tomto piipadé
je ovSem nutné plynny vzorek zachytit. Bud’ dochazi k prostupu plynu pies pevny nosic,
anasledné jeho eluci se solubiliza¢ni kapalinou nebo je plynny vzorek vhanén do kapaliny,
ve které je absorbovan [41].

Pro HPLC je potieba k vlastnimu méteni pievést odebrany vzorek do kapalné podoby.
K analyze rGznych biologickych, geologickych nebo zeméde€lskych materiald musi byt

tedy zkoumany prvek nebo sloucenina kvantitativné pifevedena do roztoku [42].

4.2.Analyza dusi¢nant

Vodni zdroje

Pfi nadmémém pouzivani dusikatych hnojiv je riziko prostupu dusi¢nant
az do podzemnich vod. Pro velkou ¢ast venkovského obyvatelstva je voda ze soukromych
studni stale dilezitym zdrojem uzitkové i pitné vody [43]. Hodnoty nad 10 mg/I dusi¢nant jsou
jiz povaZzovany za zvysené [44]. Dusi¢nany pfedstavuji veliké nebezpeci zejména pro kojence,
tim Ze zplsobuji nemoc zvanou methemoglobinémii projevujici se zmodranim kliZe s rizikem
nasledné smrti [45].

Vyzkum zabyvajici se problematikou vyskytu dusi€nani v podzemnich vodach byl
proveden ve Finsku. Analyza vody ze studni byla provedena pomoci kapalinové chromatografie

se stérickou vylukou (HPLC-SEC) s UV detekci pfi vinové délce 224 nm.

36



Pro separaci byla pouzita kolona TSK-GEL-G3000SW naplnénd chemicky vazanym
silikagelem s hydrofilnimi skupinami. Jako elu¢ni ¢inidlo byl pouzit octan sodny o koncentraci
0,01 mol/l pii pritoku 1 ml/min [46].

Analyzou vzorka z 267 soukromych studen ve Finsku pomoci HPLC—SEC bylo zjisténo,
ze obsah dusi¢nanovych iontli v podzemnich vodach se pohybuje nad 10 mg/1 (u 39 % mélkych
au 33,8 % hlubokych vrtlr). Vice jak 50 mg/l, coz je maximalni doporuc¢end hodnota stanovena
WHO z roku 2004, bylo stanoveno u 6,7 % mélkych a u 6,8 % hlubokych vrti [46].
Potraviny

Pokud dochazi ke kumulaci, naristu hodnot koncentrace dusi¢nanovych iontl
v podzemnich vodach je riziko, Ze plodiny péstované na téchto padach budou
téz kontaminovany. Kumulace NO;™ v plidach je zpisobena viceletym pouzivanim dusikatych
hnojiv, které jsou uvoliiovany do podzemnich vod, coz zplsobuje 1 vyS$§i vyskyt
NOs v plodinach. Plodiny jsou schopny vyuzit 40-60 % aplikovaného dusiku a zbytek
je zaclenén do pidni organické masy a v prubéhu let vyplavovan ve formé¢ dusi¢nani
do podzemnich vod [47].

Pomoci RP/HPLC s UV detektorem byla méfena hodnota dusi¢nani v bramborech
pestovanych v oblasti Dravsko polje ve Slovinsku, ktera je po dlouhé roky zatiZzena intenzivnim
zemeédelstvim s pouzitim primyslovych hnojiv.

Analyza dusi¢nanii byla provedena pomoci HPLC na koloné€ s reverzni fazi (C18)
s isokratickou eluci v mobilni fazi oktylammonium ortofosfat o koncentraci 0,010 mol/l
a prutokem 0,5 ml/min. Detekce byla provedena na UV detektoru pii vinové délce 213 nm.

Vysledky méteni pro brambory péstované s prumyslovymi hnojivy byly porovnany
s bio bramborami péstovanymi pouze s vyuZitim pifirodnich hnojiv. Primémy obsah NO;
v bramborach péstovanych v pfitomnosti hnojiv byl 157 mg/kg (s rozmezim 18429 mg/kg
NO3’). To znamend, ze 18 % vSech vzorki piekrocilo doporu¢ovanou hodnotu obsahu
dusi¢nanti. Naproti tomu obsah u bio brambor se vyskytoval v rozmezi 14—-156 mg/kg NOs".
Rozdil je zejména v maximalnim zjisténém obsahu dusi¢nanti u prumyslové péstovanych
brambor, kde témef pétina vzorki ptekrocila doporuc¢enou hodnotu obsahu NO;™ [48].
Soubézna analyza NOs a NO2"

Dal$im typem instrumentace, pomoci kterého je mozné analyzovat dusi¢nany je pouziti
iontové vyménné chromatografie (HPLC-IEC) s UV spektrofotometrem jako detektorem
s vlnovou délkou 210 nm. Iontoménicem je silny anex. Pfi tomto stanoveni je moZné analyzovat
zaroven dusi¢nany a dusitany ve vzorku [49]. Soucasné stanoveni NO3™ a NO2" pomoci

HPLC-IEC je moZné pouze pro vzorky s vysokym obsahem dusitant. Detekce obou aniontil
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je obtizna. Problém je zejména v slozité detekci dusitanli, jejichZz obsah v biologickych
materidlech je viici dusi¢nantim asi stokrat nizsi a Casto dochazi k piekryvani dusitanového piku
jinymi latkami ve vzorku. Instrumentaci schopnych analyzovat tyto anionty v souCasném
stanoventi je vice, bud’ ale nardzeji na interferenci a ruseni stanoveni jinymi anionty (v ptipad¢
HPLC-IEC s vodivostnim detektorem) nebo je analyza slozitd z diivodu naro¢né piipravy
vzorku a zdlouhavému méfeni (GC-MS).

Proto byla vyvinuta nova metoda méteni dusitant a dusi¢nanti v rostlinnych materialech
a zviteci krvi, ktera pracovala pti dvou riiznych vinovych délkach s pouzitim DAD detektoru,
kdy byly dusitany pomoci Griessova ¢inidla pfevedeny na azobarviva pro zvySeni citlivosti.
Ty byly nésledn¢ analyzovany. K separaci byla vyuzita stacionarni faze C18. Mobilni faze byl
hydroxid tetrabutylamonny o koncentraci 5 mmol/l, jehoz pH bylo upraveno na pH 2,5 pomoci
kyseliny sirové, acetonitrilu a methanolu. Separace byla provedena s gradientovou eluci.
Detekce dusi¢nanti probihala v UV oblasti a detekce dusitanti (jejich azobarviva) ve viditelné
oblasti. Limity kvantifikace pro vzorky v zeleniné¢ byly 6 ng/ml pro dusi¢nany a 200 ng/ml
pro dusitany. Vyhodou a pifinosem této metody je pravé dosazeni lepSich detek¢nich limitd,
jedna se o 2 az 3 fady vyssi citlivost a snazsi pfipravu vzorku pro analyzu. Oba anionty jsou

toxické pro ¢lovéka, proto je tato metoda dulezita pro stanovovani obsahu v potravinach [50].

4.3.Analyza rezidui pesticida

Rezidua pesticida jsou latky schopné pietrvavat v ptirodé po aplikaci latek urCenych
k ochrané rostlin. Rezidua mohou byt metabolity nebo rozkladné a reak¢ni produkty ptivodnich
forem pesticidli. Nejvétsi riziko pro clov€ka piedstavuje vyskyt rezidui v potravindch
nebo pitné vodé, kam se mohou dostavat n¢kolika zpiisoby. Piimou cestou, kdy ptechaze;ji
z plodin oSetfenych pesticidy do potravin. Nepiima cesta je kontaminace potravin pies vodu,
vzduch nebo ptdu [51].

Rezidua pesticidll pfedstavuji zdsadni problém bezpecnosti potravin. S cilem regulovat
mnozstvi téchto kontaminujicich latek a ochranit tak spotiebitele pred jejich nepfiznivymi
ucinky jsou stanoveny maximalni limity rezidui (MRL — Maximum residue limit)
v potravinach [52]. Nejptisné¢jsi MRL jsou pro prumyslové vyrabéné détské potraviny,
pro které plati maximalni mnoZzstvi pesticidi do 0,01 mg/kg [53].

Rezidua insekticidii se v ptirod¢é vyskytuji ve velmi malém mnoZstvi, proto je pro jejich
chromatografickou analyzu dileZité snizit detek¢ni limity a eliminovat vétSinu interferujicich
latek [54]. Pro analyzu nejen insekticidl, ale obecné pesticidl se ukazalo jako vhodné nékolik

typlt instrumentace HPLC. Pesticidy jsou pravdépodobné jednou z nejvice hlidanych
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a regulovanych skupin chemikalii. Pro takto velké mnozstvi kontrolovany sloucenin, rezidui,
je potfeba mit vyvinuté metody, pomoci kterych lze mnozstvi rezidui pesticidi ucéinné
kontrolovat. Tyto metody jsou nazyvany tzv. multirezidudlni (MRMs — Multi-residue
methods) [55], které byly schopny detekovat 10-50 sloucenin v jedné analyze pomoci LC-MS.
To ovSem neni pifi sou¢asném obchodu s potravinami a odliSnymi piedpisy pro pouzivani
pesticidl v riznych zemich dostate¢né mnozstvi. Proto je diky vyzkumu v této oblasti dnes
mozné zkoumat az mezi 100-300 sloucenin v jedné analyze [56].

Tyto metody jsou vyvijeny pro oba typy chromatografti, jak pro kapalinovy,
tak i pro plynovy s MS detekei [55]. Vzhledem k pouzivani novych polarn€jSich pesticida
dochazi k vétsimu vyuziti kapalinové chromatografie [56].

Analyza pesticidii pomoci LC-MS

Spojeni HPLC s MS se ukazuje jako jedna z nej€astéji vyuZzivanych variant pfi analyze
realnych vzorkd pesticidii. U téchto komplexnich vzorkli je zastoupeno veliké mnozstvi
komponent. Soucasna separace a urceni identity latky pomoci HPLC a MS zabranuje nékolika
problémiim, mezi které se fadi odhaleni koeluce pikti pomoci MS detekce. Nekteré problémy
pti detekci pomoci MS jsou odstranény diky separaci latek v HPLC kolonég. [56]. Nejvice
se v dnesni dobé spoléhd pii téchto analyzach na kapalinovou chromatografii ve spojeni
s tandemovym hmotnostnim spektrometrem (LC-MS?) sionizaci za atmosférického tlaku
(API — zejména ESI) [57].

Jako analyzator v MS se pfi analyze pesticidll v potravinach pouziva trojity kvadrupdlovy
analyzator (QqQ) [58]. DalSim typem analyzatoru je analyzator doby let (TOF), jehoz ptednosti
jsou hlavné moznosti zkoumat vzorek s obsahem teoreticky neomezenym poctem pesticidil
v jednom méfeni [59; 60].

Pii analyze a kvantifikaci latek ve vzorku s mnozstvim zkoumanych pesticidi
do 100 sloucenin je spojeni LC-QqQ-MS? nejlepsi moZnou metodou. Limity detekce
se pohybuji mezi 1-10 pg/kg. Staciondrni faze poZzivané pti téchto analyzéach jsou C18 nebo C8
pro oba typy analyzatord [S6].

Piikladem pouZiti spojeni HPLC-MS je analyza rezidui pesticidi v olivovém oleji.
Pro analyzu bylo potieba extrahovat pesticidy ze surového oleje.

Nejprve byla provedena separace latek pomoci HPLC-SEC tak, aby byla odd€lena
olejova faze. Nasledné bylo separovano 20 pesticidii pomoci GC-MS a nakonec zbyvajicich
11 latek bylo analyzovano pomoci HPLC-MS. Pro oddéleni olejové faze byly pouzity dve
kolony zapojeny za sebou: TSK-GEL-G2000HXL a TSK-GEL-G1000HXL, které byly

nasledné spojeny s HPLC-MS. Separace probihala na koloné¢ C18 s gradientovou eluci
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a mobilni fazi, kterou byla smés vody a acetonitrilu. Identifikace jednotlivych zastupct rezidui
byla provedena na zéklad¢ porovnani se standartnimi roztoky.

Cilem tohoto vyzkumu bylo vyvinout spolehlivy postup pro extrakci pesticida
anaslednou analyzu pomoci plynové a kapalinové chromatografie. Analyza pomoci
HPLC-SEC poskytla zejména pro netékavé pesticidy dostatecné vytézky. Nizsi vytézky byly
ziskany pro tékavé pesticidy, u kterych dochdzelo ke ztratdim vlivem odpateni
pii zakoncentrovani [61].

Stejn¢ jako dusicnany, tak i1 rezidua pesticidi se pfi nadmérném uzivani dostavaji
do povrchovych i podzemnich vod a kontaminuji okolni prostiedi. Nejpouzivanéjsimi herbicidy
na uUzemi USA jsou herbicidy triazinové a chloracetanilidové. Analyzou rezidui
chloracetanilidovych herbicidii byl zjistovan obsah rezidui ve vodach, protoze sledovani
mnozstvi rezidui je dalezité pro urovani kvality vody [62]. K témto analyzam se také vyuZziva
kombinace HPLC-MS s ionizaci vzorku elektrosprejem (ESI) [63] a kolonou naplnénou
stacionarni fazi C18. Jako mobilni faze byla k analyze pouzita smés methanolu (24 %), vody
(35,7 %), acetonitrilu (40 %) a kyseliny octové (0,3 %) pti gradientové eluci a pratoku 0,3 ml/l.

Ve vzorcich z povrchovych a podzemnich vod odebranych na izemi lowy a Topeky byly
zjistény rezidua acetochloru, alachloru a metolachloru. Kvantifikace rezidua acetochloru ESA
(ethane sulfonic acid — kyselina ethansulfonova) nemohla byt provedena z divodu koeluce
s alachlorem ESA. Kvantifikace téchto rezidui je ale mozna pomoci HPLC-UV s detektorem
DAD. Kvantifikovéna byla rezidua: acetochlor OA (oxanilic acid — kyselina oxalanilova),
alachlor OA, metolachlor OA a metolachlor ESA. Mnozstvi acetochloru OA ve vzorcich bylo
v porovnani s ostatnimi rezidui nejmensi (maximdlni naméfené¢ mnozstvi v povrchovych
pouzivanim pesticidu acetochloru v dobé méfeni. Mezi mnoZstvim pouzitého pesticidu a jeho
vyskytem v povrchovych a podzemnich vodach byla prokdzdna zavislost jiz diive.
Maximalni obsahy dalSich rezidui byly v povrchovych a podzemnich vodach:
pro alachlor OA (0,21 pg/la 1,66 png/l), metolachlor OA (0,29 pg/l a 091 pgl)
a metolachlor ESA (1,82 pg/l a 1,83 pg/l) [62].

Analyza pesticidi pomoci LC-UV/VIS

Dal$im typem instrumentace, ktery se pouziva k analyze pesticidli je spojeni UV/VIS
detektoru s HPLC. Tato metoda byla pouzita k analyze fungicidu karbendazimu a insekticidu
oxymatrinu. Karbendazim je zastupce systémovych fungicidi. Jeho hlavni nevyhoda
je v dlouh¢ dobé¢ prervavani v pade (6—12 mésiclt). Patii do skupiny benzimidazoli. Oxymatrin

je kontaktni insekticid ucinkujici na travici trakt patfici do skupiny tetracyklochinolizidinovych
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alkaloidi. Mnozstvi téchto pesticidl bylo stanoveno ze vzorki pidy ziskanych z uzemi Irdku.
Vzorek pro separaci pomoci HPLC byl piipraven extrakci pomoci dichlormethanu
v Soxhletové extraktoru po dobu 24 hodin. Samotna separace probihala na stacionarni fazi C18
s pouzitim smeési acetonitrilu s vodou jako mobilni faze pii isokratické eluci a prutoku
0,5 ml/min. Vlnova délka UV/VIS detektoru byla 254 nm. Rezidua karbendazimu byly
stanoveny a vyskytovali se ve vSech méfenych vzorcich (od 0,446 mg/kg do 3,051 mg/kg).
Hodnoty naméfené pro insekticid oxymatrin byly 0,0002—-1,895 mg/kg [64].
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ZAVER

Cilem této bakalarské prace bylo popsat zékladni princip metody a instrumentaci HPLC.
V dalsi kapitole byly popsany agrochemikalie (hnojiva a pesticidy), které jsou vyuzivany
pro ochranu rostlin a zvySeni produkce plodin. Hnojiva byla rozdélena podle prvku
popsany nejznaméjsi a nejpouzivan€j$i zastupci. Pesticidy byly rozdéleny podle druhu
organismu, proti kterému ptisobi. V posledni kapitole je popséno konkrétni vyuziti HPLC
k analyze agrochemikalii.

V souvislosti s pouzivanim primyslovych hnojiv je nejcastéji hliddna koncentrace
dusi¢nanti a dusitanti. Ke kumulaci dusitant a dusi¢nant v pudé nebo vodach dochazi vlivem
nadmérného a neefektivniho aplikovani dusikatych hnojiv, které péstované plodiny nevyuziji.
Soucasné stanoveni obou aniontil je vzhledem k fadové niz§im obsahtim dusitanti ndro¢né a je
predmétem dalSich vyzkumi. Analyza dusi¢nani se v soucasné dob¢ uspésné provadi pomoci
HPLC ve spojeni s UV detektorem.

Druhou skupinou latek pouzivanych v zeméd€lstvi, jejichZ obsah v Zivotnim prostiedi
a potravinach je nutné kontrolovat, jsou pesticidy. Jedna se o latky Casto velice toxické nejen
variantou daného pesticidu, nebo k Uplnému zamezeni pouziti, jako napt. pii péstovani
biopotravin. V ptipad¢ nemoznosti nahrazeni nebezpecné latky pro kvalitni produkci je nutné
mnozstvi pouZité davky co nejvice sniZit a koncentraci v potravindch a prostfeni monitorovat.
U nékterych pesticidi je vetsi nebezpeCi a vysSi toxicita az u vznikajicich rezidui.
Nejvyhodnéjsi metodou pro analyzu pesticidi a jejich rezidui se ukazalo spojeni HPLC-MS.
Pesticidy jsou latky rozdilnych struktur a vlastnosti, a proto je obtizna jejich analyza v jednom
kroku. Souc¢asna kontrola koncentraci pesticidll v potravinach, kde jsou stanoveny piesné limity
pro Sirokou Skalu latek, vedla k vytvoreni metod, které jsou schopny v jedné analyze urcit
a kvantifikovat az 300 pesticidu.

Vzhledem k soucasnému trendu bude do budoucna nejspiSe potieba pro efektivnéjsi
zemedélstvi vyuzivat stale nove typy hnojiv a pesticidii. Vzhledem k GispéSnému vyuziti HPLC

v zemédélské oblasti bude mit tato instrumentace nejspiSe 1 nadale jednu z primarnich roli.
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