Univerzita Pardubice

Fakulta chemicko-technologicka

Analyza pesticidt v medu

Bakalarska prace

2022 Jana Prokopova



Univerzita Pardubice

Fakulta chemicko-technologicka
Akademicky rok: 2021/2022

ZADANI BAKALARSKE PRACE

(projektu, uméleckého dila, uméleckého vykonu)

Jméno a pfijmeni: Jana Prokopova

Osobni €islo: C18102

Studijni program: B2901 Chemie a technologie potravin
Studijni obor: Hodnoceni a analyza potravin

Téma prace: Analyza pesticidii v medu

Téma prace anglicky: Analysis of pesticides in honey
Zadavajici katedra: ~ Katedra analytické chemie

Lésady pro vypracovani

1. Provedte literarni redersi v souvislosti se zadanym tématem. Zaméfte se na popis pesticidi a jejich
aplikaci wyuiivanych v ceském zemédélstvi. Popiste G(&inky pesticidd na véelu medonosnou. Text
vhodné dopliite ilustracnim materialem (obrazky, schémata, tabulky).

2. Popiste metody analyzy pesticidd v medu véetné Gpravy vzorku.



Rozsah pracovni zpravy:
Rozsah grafickych praci:
Forma zpracovani bakalarské prace: tiSténa

Seznam doporucené literatury:

Podle pokyn(i vedouci prace.

Vedouci bakalarské prace: Ing. Petra Kalendova, Ph.D.
Katedra anorganické technologie

Datum zadani bakalarské prace: 7. Gnora 2022
Termin odevzdani bakalaiské prace: 1. éervence 2022

LS.
prof. Ing. Petr Kalenda, CSc. v.r. prof. Ing. Karel Ventura, CSc. v.r.
dékan vedouci katedry

V Pardubicich dne 21. Gnora 2022



Prohlasuji:

Praci s nazvem Analyza pesticidd v medu jsem vypracovala samostatné. Veskeré literarni
prameny a informace, které jsem v praci vyuzila, jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury.
Byla jsem sezndmena s tim, Ze se na moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici ze
zakona ¢. 121/2000 Sb., o pravu autorském, o pravech souvisejicich s pravem autorskym
a 0 zméné nekterych zakonli (autorsky zakon), ve znéni pozdéjSich predpisii, zejména se
skutecnosti, ze Univerzita Pardubice ma pravo na uzavieni licencni smlouvy o uziti této prace
jako skolniho dila podle § 60 odst. 1 autorského zakona, a s tim, Zze pokud dojde k uziti této
prace mnou nebo bude poskytnuta licence o uziti jinému subjektu, je Univerzita Pardubice
opravnéna ode mne pozadovat pfiméfeny prispévek na thradu nakladd, které na vytvoreni dila

vynalozila, a to podle okolnosti az do jejich skute¢né vyse.

Beru na védomi, ze v souladu s § 47b zékona ¢. 111/1998 Sb., o vysokych skolach a o zméné
a doplnéni dalSich zadkonti (zdkon o vysokych skolach), ve znéni pozdéjSich piedpist,
a smérnici Univerzity Pardubice ¢. 7/2019 Pravidla pro odevzdavani, zvefejiovani a formalni
upravu zaveéreénych praci, ve znéni pozdéjsich dodatkl, bude prace zvetejnéna prostiednictvim

Digitalni knihovny Univerzity Pardubice.

V Pardubicich dne 29. 6. 2022

Jana Prokopova



PODEKOVANI

Chtéla bych podékovat vedouci bakalarské prace pani Ing. Petfe Kalendové, Ph.D. za odborné

vedeni, trpélivost, vstiicnost a pomoc pti tvorbé této prace.



ANOTACE

Prace se zabyva popisem, klasifikaci, aplikaci pesticidii a metodami jejich stanoveni v medu.
Déle jsou v praci uvedeny metody ptipravy vzorku medu pied analyzou a ucinky pesticidii na

¢lovéka, zivotni prostiedi a véelu medonosnou.
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chromatografie.

TITLE

Analysis of pesticides in honey

ANNOTATION

The thesis deals with the description, classification, application of pesticides and methods for
their determination in honey. The methods of preparation of the honey sample before analysis

and effects of pesticides on humans, the environment and the honey bee are also presented.

KEYWORDS

Pesticides, honeybee, honey, extraction, liquid chromatography, gas chromatography.



UVOD .ttt bbbttt h ekt b e Rt Rt et bbb e b e s 10
Lo MED bbbttt 11
2. VCELA MEDONOSNA ..ottt 12
3. PESTICIDY .ttt bbbttt bbbt 14
3.1 Klasifikace pestiCidll ........eciiiiiiieiiiiii i 14
311 PHrodni PeStiCIAY ...ccveiveeiiiieiiieii s 14
3.1.2  Synteticke PESHICIAY ...ovveriiiiiiiieiiiie s 14
3.1.3  Klasifikace podle cilového organisSmu..........ccccccvvvviiiiniiieniiie e 14
3.1.4  Klasifikace podle zpisobu aplikace..........cccvvviiiiiiiiiiiiiiii e 15
3.1.5 Klasifikace podle Zpisobu plSODENI........ccivuviiiiiiiiiiiiieiiie i 15
3.1.6  Klasifikace podle rozsahu UCINKU ........cccvviiiiiiiiiiii i 16

3.2 Fyzikalné-chemické v1astnosti pesticidll..........ccovvevirieiiiiiiierieeeee e 16
3.2.1  ROZPUSNOSE V& VOAE ..ottt 16
3.2.2  Rozdélovaci koeficient oktanol-voda (Kow)........ccoovriririieiineiiniiesesceeeeen, 16
3.2.3  Disociacni Konstanta Ka........cccceiuiiiiiiiiiiiiiiie e 16
3.2.4  Biokoncentracni faktor BCF ..........cccoiiiiiiiii e 16
3.2.5  Pudni adsorpcni koeficient Koc .......cocvvvvieiiiiiiiiiiiiiii i 17

3.3 ApPlKACe PeStICIAT.....iiviiiiiiiiiiici 17
3.3.1  Aplikacni formy pesticidll .........ccovviriiiiiiiiiiii 17
3.3.2  Zplsoby aplikace pesticidl..........oocvriiiiiiiiiiiiiiic e 18

3.4 TOXICHA PESTICIATL ...euviiuriiieeiieee et 18

4. UCINKY PESTICIDU ....oovvomiirmiermeiserssesssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssessssssssnees 20
4.1  Pesticidy a lidSK€ Zdravi..........ccoooiiiiiiiii 20
4.2  Pesticidy @ ZIVOtNT PrOSIEAL .....eivveviiiiiieiicie e 20
4.3 Unky pesticidil N VEELY .......c..cvcveeieeceereeiesese et 22

5. REZIDUA PESTICIDU .....vtiuimirirmirimmseisessssesssssssssssssesssessssssssssssssssssssssssssssssenes 23
6. PESTICIDY VYUZIVANE V CRu..coooririiriiriiiisiesiessesisssssses s 24
7. MOZNOSTI STANOVEN] PESTICIDU V MEDU ......c.oovivimiririiiereinesisseeieseiee 26
7.1  Pfiprava vzorku pied analyZou.........cccccoioiiiiiiiiiiiiii e 26
7.1.1  Extrakce kapalina — kapalina (LLE) .......cccoccoiiiiiiiiiicee e 26
7.1.2  Extrakce pevnou fazi (SPE) ..ot 27

7.1.3  Metoda QUECHERS ........ccciiiiiiiiece e 28



7.1.4  Miniaturizované teChniky .........ccooiiiiiiiiii 29

7.2 SePAraCe @ dEtEKCE ......coviiieiiiiiiiii e 35
7.2.1  Plynova chromatografie (GC)......ccccoviiiiiiiiiiiiiiiie i 35
7.2.2  Kapalinova chromatografie (LC)......cccocvviiiiiiiiiiiiiie i 37

8. AKTUALNI TRENDY ANALYZY PESTICIDU ......ccocomvumrimrernrirniierisesneessssesesseenns 41
9. ZAVER ...t 43

10. SEZNAM POUZITE LITERATURY :...vooteeeeeeeeee oot ee e ereeeereeeseeeeseeesaeessreees s 44



SEZNAM ILUSTRACI A TABULEK

Obrazek 1: ¢lenové veelstva — délnice, matka atrubec [28] .. ...................... 12
Obrazek 2: stavba téla veely [29] . ... ..o 13
Obrazek 3: Osud pesticidd v zivotnim prostiedi [31].......... ... .. ... ... .. ..... 21
Obrazek 4: Délicinalevka [39] ... .. ... 27
Obrazek 5: Extrakce napevné fazi [24] .. .. ... oo 28
Obrazek 6: Disperzni mikroextrakce kapalina — kapalina (DLLME) [42] .. ........... 30

Obrazek 7: Umisténi sorbentu (A), Mikroextrakce balenym sorbentem (MEPS) (B) [43] .31

Obrazek 8: Mikroextrakce tuhou fazi [24] . ....... ... i 32
Obrazek 9: Magnetické michadlo s adsorpéni faze [45] .. ....... ... ... .. ... ....... 33
Obrazek 10: Pfimé ponoteni (DI)-SDME a headspace (HS)-SDME. [46] .. ........... 34
Obrazek 11: Extrakce magnetickou tuhou fazi (MSPE) [47] .. ...... .. ... .. .. ... .. 34
Obrazek: 12: Schéma plynového chromatografu [24] .. ....... ... .. ... ... ... ...... 36
Obrazek 13: Schéma pfistroje kapalinové chromatografie [30]..................... 38
Obrazek 14: Postup TLC [24] . .. oo e 39
Obrazek 15: Zptisoby vyvijeni mobilni faze [24] . ........ .. ... .. ... ... ... ... ..., 39

Tabulka 1: U¢inné latky toxické pro véely [19] .. ... ovvoeei e 22

Tabulka 2: Spotieba uéinnych latek v CR v letech 2018-2020 (kg) [32] .. ........... 24

Tabulka 3: Piehled nejpouzivangjsich Gginnych latek v CR v roce 2007 a 2013, [33] . .. 25



UvVOD

Pesticidy jsou ptipravky, které se pouzivaji k tlumeni chorob rostlin, hubeni pleveli a Skadcia
a ochran¢ rostlin. Pesticidy maji schopnost ovlivnit zdkladni procesy v zivych organismech,

diky tomu mohou nicit skodlivé ¢initele.

Pouzivani pesticidii je v dnesni dobé prakticky nevyhnutelné. Pouzivaji se nejen k ochrané
a zvyseni vynosti zemédélskych plodin, ale ve znacné mife i k nezemédélskym ucelim (tdrzba
silnic, lesnich nebo méstskych ploch). Pesticidy se do zivotniho prostiedi dostavaji piedevsim

piimou aplikaci na padu nebo pii oSetieni nadzemni ¢asti rostliny.

Cilem této prace je sepsani literarni reSerSe, ktera se zabyva pesticidy, jejich aplikaci v ¢eském

zeméd¢lstvi, ucinky na véelu medonosnou a metodami jejich stanoveni v medu.

Pted analyzou pesticidii v medu je nutné provést ipravu vzorku. Pro Gipravu vzorku medu pred
analyzou existuje cela fada metod. V soucasnosti se hojné vyuziva K apravé vzorku metoda
QUECHhERS. K analyze pesticidi v upraveném vzorku medu se vyuziva metod plynové

a kapalinové chromatografie. VSechny metody jsou popsany v této praci.
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1. MED

Med je produkt pfirodniho piivodu, vyrabény z nektaru, medovice nebo sladkych rostlinnych
stav véelou medonosnou. Vcela ziskava nektar, ktery piesune do medového sacku, kde travici
enzymy S§tépi sacharézu na glukézu a fruktdézu. Obsah naplnéného medového sacku predava
dalSim tfem az Ctyfem vcelam, dokud nevznika z nektaru surovy med. Surovy med dale vcela

vyplivne do pléstve, kterou uzavie voskem, kde med dozrava a je nasledné odebiran [1,2].

Barva medu zavisi na tom, zda vcela pouzila k vyrob¢ nektar nebo medovici. Med ziskany
z nektaru se nazyva med kvétovy nebo také luéni a je svétly. V piipad¢, Ze k ziskani medu byla
pouzita medovice, tak se med nazyva tmavy nebo lesni med a ma velmi tmavé hnédou barvu.
Jestlize véela sbirala nektar i medovici, tak vznikne med smigeny. Cim ma med svétlejsi barvu,
tim je chutové jemnéjsi. Medy tmavé barvy jsou ve vétSing piipadech aromatictéjsi a maji
zvlastni kofenénou chut’. Kdyz je med dlouho skladovan, tak po néjaké dobé zkrystalizuje a tim

velmi jeho barva zesvétla (skoro az bild) [3].

Diky svému slozeni je med znam také pod pojmem piesyceny roztok cukru [4]. SloZzeni medu
je velmi proménlivé, a to hlavné kvuli riznorodosti nektaru, ktery vcela pouZije k jeho vyrobg.
Susina medu je z90-95 % tvofena cukrem. Dalsi slozky jsou voda, organické kyseliny
(kyselina octova, maselna, citronova), mineralni latky (vapnik, Zelezo, zinek, draslik), enzymy

(glukdzooxidaza a katalaza), aminokyseliny a vitaminy (B1, B2, B3, B6, C) [1,2].

Med se vyuziva i jako 1é€ivo. Pii vnéjSim pouziti pomaha rychleji uzdravit bodnuti hmyzem,
rany, popaleniny a rizna koZni onemocnéni. Zapficifiuje to osmoticky vliv hroznového cukru,
tim padem se rychleji prokrvi tkan, vstiebava se vlhkost, ¢imz se vyplavi necistoty, hnis
a bakterie zrany. Pfi vnitfnim pouziti je med spiSe vyuZivan jako prevence pied

nachlazenim [3,4].
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2. VCELA MEDONOSNA

Vcela medonosnd patii k hmyzu spolecenskému, protoze zije ve vcelstvu. VEelstvo se sklada
z n¢kolika druhti véel. Hlavnim ¢lenem je matka neboli véeli krdlovna, dale do vcelstva patii

délnice a trubci [2,3].

Matka od véely dé€lnice je rozeznatelna na prvni pohled. Matka ma zna¢né vétsi zadecek a jeji
hlavni ulohou je klést vajicka. Jeji zihadlo nema na konci hacek, protoze ma zihadlo uzptsobené
k boji s jinou matkou, takZze po bodnuti neumira. V¢ela délnice je mens$i neZ matka a nema
vyvinuté pohlavni organy. Tyto vCely tvoii nejpocetnéjsi ¢ast vCelstva. Ma zihadlo, kter¢ je
zakoncené hackem. Po bodnuti se tento hacek zasekne naptiklad v kuzi ¢lovéka, véela si
vytrhne vacek s jedem ze zadeCku a nasledné umird. Trubec je vceli samecek a jeho hlavni
ulohou je oplodnit vajicka nakladend matkou. Jsou vét§i a mohutngj$i nez vcely délnice

a nemaji zihadlo (obrazek 1). Ve véelstvu zije pouze v letnich mésicich [2,3].

(Apis mellifera)

Vcela medonosna /f

matka trubec

Obrdazek 1: ¢lenové véelstva — délnice, mamka a trubec [28]

Na obrazku 2 je znazornéna stavba téla veely medonosné. Véela medonosna patii mezi

blanok#idly hmyz a jeji télo se sklada ze tiech hlavnich ¢asti: hlava, hrud’, zadecek a kiidla [2,3].
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sbéraci nohy Cistici noha

Obrazek 2: stavba tela véely [29]

Hlavnim v¢elim produktem je med, kterému je v€novéana piedchozi kapitola. Dalsi vceli

produkty jsou propolis (pryskyfi¢na latka), vosk, matefi kasicka a v¢eli jed. Tyto produkty se
hojné vyuzivaji v Iékafstvi a kosmetickém pramyslu [2,3].
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3. PESTICIDY

Pesticidy jsou latky nebo smési latek, které se pouzivaji k ochrané rostlin, potazmo ploda
a krmiv pred patogeny. V dneSni dobé jsou pesticidy nepostradatelnou soucasti zemédelské
vyroby, pouzivaji se zejména v jarnim a letnim obdobi [5,6]. Vlivu pesticidti podléhaji veskeré
slozky biosféry-vzduch, ptuda, voda, rostliny i zivo¢ichové. Za jeden rok se ve svété pouzije
témet 3 miliardy kilogramt pesticidd. Tim, Ze jsou pesticidy takto hojné vyuzivéany, tak se
zvySuje vynosnost zemédélskych produktii. AvSak nadmérné pouzivani téchto latek vede

K riznym negativnim uc¢inkiim na zdravi ¢lovéka, zvifata, pudu, ale i podzemni vodu [6].

3.1 Klasifikace pesticidi

Pesticidy 1ze obecné klasifikovat podle jejich ptiivodu, a to na pfirodni nebo syntetické a dale

podle cilového organismu [6].

3.1.1 Prirodni pesticidy
Jsou to pesticidy ziskané z ptirodnich zdroju (rostliny, mikroby). Tyto pesticidy jsou netoxické
pro savce a jsou V prirodé lehce odbouratelné. NejCastéji vyuzivané piirodni pesticidy:
Glufosinat (produkovany pudnimi bakteriemi Sterptomyces), Leptospermon (izolovan ze silice
balminu metlatého), Spinosad (nalezeny v bakterialnim druhu Saccharopolyspora spinosa),
Rotenon (vyskytuje se v kofenech rostlin, napf. vinna réva), Sabadilla (obsazen v semenech

tropické lilie) [6].

3.1.2 Syntetické pesticidy
Jedna se o celosvétové nejvyuzivangj$i pesticidy. Tyto pesticidy jsou uméle vyrabéné
modifikaci minerali nebo chemickych sloucenin. Syntetické pesticidy se dale déli na organickeé

a anorganické podle jejich chemické povahy [6].

3.1.3 Kilasifikace podle cilového organismu
e Fungicidy — latky uréené k hubeni parazitnich huba plisni.
e Herbicidy — latky ur¢ené k hubeni plevele ¢i nezadoucich rostliny.
e Insekticidy — latky uréené k hubeni hmyzu.
e Zoocidy — latky k hubeni zivo¢isnych sktdci [5].
e Aficidy — prostiedky urcené k hubeni msic.

e Akaricidy — prostiedky urcené k hubeni roztocu.
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e Algicidy — prostfedky urcené k hubeni fas.

e Auvicidy — prostfedky urcené k hubeni ptaku.

e Baktericidy — prostiedky urcené k hubeni bakterii.

e Imagocidy — prostiedky uréené k hubeni dospélého hmyzu.
e Larvicidy — prostfedky uréené k hubeni larev.

e Moluskocidy — prostifedky ur¢ené k hubeni mékkyst.
e Muscicidy — prostfedky urcené k hubeni much.

e Nematocidy — prostfedky uréené k hubeni Cervi.

e Ovicidy — latky pisobici na vajicka Skadcu.

e Pedikulicidy — prostfedky uréené k hubeni vsi.

e Piscicidy — prostfedky ur¢ené k hubeni ryb.

e Rodenticidy — prostfedky urcené k hubeni hlodavcu.

e Termiticidy — prostfedky uré¢ené k hubeni termitd [5].

3.1.4 Klasifikace podle zptisobu aplikace
e Poprase (tuhé latky)
e Postiiky (kapaliny)
e Fumiganty (plyny nebo pary t€kavych latek)
e Aerosoly [7]

3.1.5 Kilasifikace podle zpiisobu piisobeni
Kontaktni (dotykové) pisobici ptimym stykem se Sklidcem. Do této skupiny patii napiiklad
rostlinné alkaloidy, pyrethroidy, organické slouceniny chloru nebo fosforu. Pozerové
(peroralni) zpasobuji otravu az pfi styku se zazivacim traktem zivocicha. Jsou to piedevsim
rotendicidy a nékteré insekticidy. Respira¢ni pesticidy vnikaji do téla respiraéné nebo pies
pokozku. Do této skupiny patii naptiklad kyanovodik, sirouhlik nebo kyselina chlorovodikova.
Aplikuji se formou plynovani. Hloubkové (penetracni) pronikaji do rostlinnych organii jen
v nejbliz§im okoli mista dopadu. Systémové pronikaji do rostlinnych organti nebo jsou
nasavany spolecné s zivnym roztokem kofeny (pfevazné plsobi na zravy hmyz —mSice

a housenky) [5].
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3.1.6 Klasifikace podle rozsahu ucinku

e Totalni — hubi veskerou vegetaci. Jsou aplikovany na list a ucinné latky jsou
translokovéany do stonkt, oddenkt a kofend. Tim je rostlina totaln€ znicena.

e Sirokospektré — maji Siroky rozsah u¢inku. Plsobi proti $iroké skupiné pleveli
a skudcu.

e Selektivni — plsobi proti uzké skupiné plevelti (jednodélozné nebo dvoud€lozné

rostliny) a Skadcu. [8, 36].

3.2 Fyzikalné-chemické vlastnosti pesticida
Kvuli chemické odlisnosti maji pesticidy odlisné fyzikalné-chemické vlastnosti. K predikci
chovani rezidui (zbytkové mnozstvi pesticidii, metabolitd pesticidii, rozkladné nebo rekéni

produkty) pesticidi v riznych biologickych systémech se vyuzivaji nasledujici parametry [9].

3.2.1 Rozpustnost ve vodé
Slouceniny, které se 1épe rozpoustéci ve vode jsou snaze biodegradovatelné. Tyto latky se také
snadno odstrafuji z povrchu rostlin omytim vodou (dést, zalévani) a mohou se snadno dostavat

do vodnich toki nebo zdroju pitné vody [9].

3.2.2 Rozdélovaci koeficient oktanol-voda (Kow)
Rozdé€lovaci koeficient oktanol-voda vyjadfuje afinitu rezidua k tukiim. Latky s vysokou
hodnotou Kow (napft. klasické organochlorové pesticidy) se hromadi v tukové slozce zivych

organismd. Jako latky snadno rozpustné v tucich se povazuji slouc¢eniny s hodnotami pKow vyssi

nez 4 [9].

3.2.3 Disocia¢ni konstanta K,
Disociacni konstanta vyjadiuje schopnost latky disociovat za béznych podminek ve vodném

prostiedi [9].

3.2.4 Biokoncentracni faktor BCF
Biokoncentracni faktor vyjadfuje miru ptfechodu rezidua pesticidu z vodného prostiedi
a biokoncentraci v urcitém organismu. Udava se pro hydrofobni pesticidy a stanovuje se jako

pomér rovnovaznych koncentraci rezidua v organismu a vodé [9].
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3.2.5 Pudni adsorpéni koeficient Koc
Pidni adsorp¢ni koeficient udavd schopnost pesticidu vazat se na pudni Castice a tim
charakterizuje miru perzistence (schopnost pesticidu pretrvavat v prostfedi beze zmény)

rezidua v pidnim prostiedi [9].

3.3 Aplikace pesticida

3.3.1 Aplikaéni formy pesticidu
Pesticidy se aplikuji v riznych formach. PouZzivaji se pevné, kapalné latky, aerosoly (smés
kapalnych nebo malych pevnych c¢astic v plynu — vznikne mlha nebo dym) nebo fumiganty
(pary nebo plyny tékavych latek, napiiklad pouziti ve skleniku). Mezi pevné latky se fadi
poprase, sucha mofidla, granulaty, tablety, nastrahy a insekticidni pasy. Poprase jsou jemné
prasky, které obsahuji spolu s t¢innou latkou také nosnou latku, které je jemné mleta (naptiklad
talek, kiida, bentonit) a adheziva, coz jsou latky, které¢ zvysSuji ptilnavost. Tato forma aplikace
se dfive hojné vyuzivala, nyni je vSak na ustupu a vyuziva se jen zifidka. Granulaty maji
obsazenou ucinnou latku v malych, 1-2 mm velkych, tabletach, ze kterych se ucinna latka
postupné uvoliiuje do pidy po aplikaci. Mofidla chrani osivo nebo sadbu pted sktidcei, aplikuji
se pfimo na semeno nebo sazenici. Kapalné latky se déli podle povahy roztoku na roztoky
(koncentraty, které jsou pred aplikaci fedény vodou a vznika pravy roztok), emulze
(emulgovatelny kapalny koncentrat je pfidavan do vody), disperze a suspenze (praSkovy
ptipravek, ktery je obvykle rozpustén ve vod¢). U postiikl je pfipravek rozmichan v uréené

koncentraci ve vod¢. Tato forma aplikace se v dnesni dobé vyuziva nejvice [10, 11].

Chemicky ptipravek se nanese pfimo na kulturni rostlinu (formou posttiku). Tento zpiisob se
predevsim pouziva pii aplikaci insekticidii, fungicidl a regulatoru rastu. Pti aplikaci herbicidt
nebo fungicidil se mize ucinna latka aplikovat kontaktni metodou. Nekteré herbicidy a zoocidy
se vpravuji pfimo do pudy (v kapalné form¢). Dalsi moznou aplikaci herbicidd je aplikace
ptipravku na povrch pidy. Fungicidni a insekticidni mofidla se nej¢astéji nanaseji na povrch
semen a sazenic. Dalsi mozné zpusoby aplikace pesticidli jsou postiiky vodnich ploch,
vsttikovani do pidy nebo pod vodni hladinu, naplnéni uzavienych prostor vypary, plynem nebo

dymem. Pouziti chemickych prostiedkti a navnad do oblasti pohybu skidct [12].
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3.3.2 Zpusoby aplikace pesticida

e Podle rozsahu: aplikace celoplos$na, lokalni, pasova, ohniskova, fadkova, mezifadkova,
bodova.

e Podle ¢asového rozvrzeni: aplikace jednorazova, opakovana, délena.

e Podle ristovych fazi plodin a plevelu: preemergentni a postemergentni aplikace.

o Preemergentné aplikované herbicidy jsou z velké casti piijimany kofeny
rostliny. VétSina téchto herbicidi ptisobi na plevel jen ve fazi kliceni
avzchazeni. U preemergentnich aplikaci je doporuceno aplikovat herbicid
s vysokou davkou vody (tim je na povrchu pldy vytvofen rovnomérny
herbicidni film). Aby byly tyto herbicidy uc¢inné je nutné aplikovat herbicid do
vlhké ptidy. Do piidy se aplikuji pred vzkli¢enim semen plodiny.

o Postemergentni aplikace jsou nejhojn&ji pouzivané aplikace herbicidi
(provadeéné az po vzejiti plodiny). Herbicidy jsou pfijimany listy, kofeny nebo
obojim souc¢asné. Tato aplikace herbicidu je nejefektivnéjsi v ¢asnych ristovych
fazich plevelt, jelikoz u starSich rostlin jsou $patné piijimany a rozvadény
ucinné latky. Tyto herbicidy se aplikuji v dob¢, kdy je plodina jiz vzrostld nebo
vysazena.

e Podle obdobi pouziti: béhem vegetacniho obdobi, v obdobi vegetacniho klidu [12].

3.4 Toxicita pesticida
Pesticidy by méli co nejvice plsobit proti cilovym organismiim, a naopak co nejméné proti
necilovym organismum. Toxicita pesticidu je charakterizovana tzv. indexem toxicity LDso nebo
LDgo. Index toxicity pfedstavuje davku pesticidu, ktera usmrti 50 % (90 %) testovanych zvitat

pfi vstupu do téla riznou cestou (oralni, dermalni, respira¢ni) za uréitou dobu [12].
Pesticidy lze rozd¢lit do nasledujicich skupin podle toxicity pro ¢lovéka:

e Vysoce toxicky (T+)

o Toxicky (T)

e Zdravi Skodlivy (Xn)

e Drazdivy (Xi)

e Ziravy (C) [12]
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Zvlaste se sleduje toxicita pesticidi na vcely. Rozdéluji se do tii skupin podle ucinku:

e Piipravky pro vcelu jedovaté, tyto piipravky se nesméji aplikovat na rostliny, které
vcely opylovavaji.

e Pripravky pro vcelu Skodlivé, nicméné pti dodrzeni predepsané davky nebo koncentrace
se sm¢&ji aplikovat, ale pouze V ptipad¢, kdyz vCely nelétaji (brzy rano nebo vecer).

e Piipravky pro vcely téméf neskodné pii dodrzeni pfedepsané davky nebo koncentrace,

které se mohou aplikovat i kdyz v¢ely 1étaji [12].
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4. UCINKY PESTICIDU

Prestoze pesticidy maji kladné Gc¢inky v zeméedé€lstvi, tvoii také zdravotni rizika pro ¢lovéka
a zivotni prostiedi [13]. Rozsahlé aplikovani pesticidi ma nepiiznivé ucinky na vSechny zivé
organismy, naptiklad v roce 1989 bylo uvedeno, Ze pyretroidy jsou velmi toxické pro ryby
a dale bylo mnoha védci poukazano na to, ze pouzivani neonikotinoidi zpusobuje ubytek
populace vcel. Toxikologické ucinky pesticidi mohou vést k vyvolani oxidacniho stresu,
mitochondridlni dysfunkce a stresu endoplazmatického retikula Zivych organismech.
V Evropské unii je piisné fizen vyvoj, distribuce a pouzivani pesticidii podle nafizeni
Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1107/2009, k minimalizaci neptiznivého dopadu na

lidské zdravi a zivotni prostiedi [14].

4.1 Pesticidy a lidské zdravi
Pesticidy mohou zpusobit rizné zdravotni komplikace, jako naptiklad podrazdéni kaze, oci,
nervové poruchy, poruchy imunitniho systému a endokrinniho systému. Dlouhodobé vystaveni
pesticidim napftiklad na pracovisti mize vést k pfechodné nebo trvalé zméné imunitniho
systému. Tyto zmény mohou zapfi¢it naptiklad vznik rakoviny, zanétlivych onemocnéni
auzen mize dochdzet k samovolnym potratim nebo dokonce k narozeni mrtvého

ditéte [13, 15].
WHO (World Health Organization) rozd¢luje pesticidy do péti tiid podle letalni davky:

e extrémné nebezpecné (LDso < 5 mg-kg™)

e vysoce nebezpeéné (LDso od 5 do 50 mg-kg-1)
e mirné nebezpecné (LDsp od 50 do 500 mg-kg™)
e slabé& nebezpeéné (LDso > 500 mg-kg™)

e latky, které pfi normalnim pouZiti neptedstavuji zadné riziko (LDso > 2000 mg-kg™)

4.2 Pesticidy a Zivotni prostiredi
Pesticidy maji mimo jiné nepiiznivé Gc€inky i na zivotni prostiedi (kontaminace vody, pidy
a ovzdusi nebo toxické u¢inky na necilové organismy). Osud pesticidli v Zivotnim prostiedi je

znazornén na obrazku 3. Negativni Gi€inky pouzivani pesticidil jsou spojovany s:

o Utinky na necilové organismy (snizeni populace nékterych prosp&snych druht).
e Kontaminaci vody mobilnimi pesticidy nebo tletem pesticidu.

e Znecisténim ovzdusi t€kavymi pesticidy.
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e Poskozeni necilovych rostlin.
e Poskozeni rota¢nich plodin vlivem rezidui pesticidu v zemi.
e Poskozeni plodin vlivem vysokych davek, Spatného nacasovani nebo neptiznivych

podminek pii aplikaci [16].

Obrdazek 3: Osud pesticidii v Zivotnim prostredi [31]

Chovani pesticidli v zivotnim prostiedi ve zna¢né mife zavisi na fyzikalné-chemickych
vlastnostech konkrétni slouceniny. Fyzikalné-chemické vlastnosti pesticidd jsou popsany
v kapitole 3.2. S osudem pesticidii v zivotnim prostfedi souvisi i perzistence rezidui pesticidu.
Perzistence vyjadiuje polocas rozpadu, coz je doba, za kterou obsah latky v prostiedi klesne na

polovinu. Na zékladé polocasu rozpadu se pesticidy rozdéluji do 3 kategorii:

e Neperzistentni: polocas rozpadu je mensi nez 30 dnti (napf. malathion)
e Stfedné perzistentni: polocas rozpadu je 30—100 dnt (napt. benomyl)

e Vysoce perzistentni: poloc¢as rozpadu je vice nez 100 dni (napt. prometon) [17]

Po aplikaci je pida prvnim pfijemcem pesticidi. V ptipadé, kdy se latky pevné navazou na
pudu, jedna se vétsSinou o hydrofobni kationtové slouceniny, které mohou tvofit dlouhodobé
vazand rezidua. Pudy jsou zdrojem znecisténi podzemnich vod (vlivem vyplavovani
rozpustnych sloucenin a sloucenin vazanych na koloidy) a povrchovych vod (odtok
rozpustnych slou¢enin, slou¢enin vazanych na koloidy a pudni ¢astice). Pfi analyze vody jsou
stale nachazeny i pesticidy, které jsou po mnoho let zakazané. Napiiklad se jedna o atrazin

a simazin, které jsou v CR zakézané od roku 2004 [18].
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4.3 Uc¢inky pesticidii na véely
nepiiznivym G¢inkiim pesticidi. Pesticidy, které souvisi s otravami vcel, jsou chlorpyrifos,
deltamethrin, cypermethrin a imidacloprid, které jsou vysoce toxické a prochloraz a thiakloprid,

které jsou mirné toxické (tabulka 1).

V¢ela miize byt vystavena ptisobeni pesticidil riznymi zptisoby. Jednou z moznych cest je, kdy
se pesticid aplikuje pfimo na vcéelu a druhou je, Ze se kontaminované latky dostavaji do ulu ve
formé zivin pro vcelstvo. Pokud vcela ptijde do piimého kontaktu s aplikovanou latkou, muze
piimo na misté zahynout, to oznaujeme jako akutni toxicky ucinek. Ve druhém piipad¢ mtize
byt otraveno nepozorované celé¢ vcelstvo, coz mize mit za nésledek naptiklad to, ze celé
vcelstvo zahyne, matka ptestane klast vajicka, larvy vcel se budou Spatné vyvijet nebo véely
budou méné odolné vii¢i svym pfirozenym skiidciim (jejich imunitni systém je vlivem pesticida

poskozen). Tento typ expozice oznaujeme jako chronicka expozice [19].

Tabulka 1: Uc¢inné latky toxické pro véely [19]

Uginna latka Typ pesticidu | Toxicita pro véelu
Acetamiprid I mirné toxicky
Chlorpyrifos I vysoce toxicky
Clothianidin I vysoce toxicky
Dimoxystrobin F stiedné toxicky
Imidacloprid I vysoce toxicky
Kresoxim-methyl F mirné toxicky
Prochloraz F mirné toxicky
Tebukonazol F stfedné toxicky
Thiakloprid I mirné toxicky
Thiamethoxam I vysoce toxicky
Cypermethrin I vysoce toxicky
Deltamethrin I vysoce toxicky
Fluvalinat I sttedné toxicky

Legenda: I-insekticid F-fungicid
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5. REZIDUA PESTICIDU

Mrwe

Ta se do potravin mohou dostavat pifimo z osetfenych rostlin nebo neptimo, kdy k pfenosu
dochazi prostfednictvim krmiv nebo jejich opylovach (maso, mléko, vejce, med),
prostiednictvim plidy do dalSich rostlin a jejich plodi nebo prosttednictvim vody a vzduchu.
Vyskyt rezidui pesticidii v potravindch ptedstavuje zdravotni rizika, o kterych je zminka
v predchozi kapitole 4.1 Pesticidy a lidské zdravi. Tato rizika musi byt co nejvice omezena,

proto dochazi k dusledné kontrole potravin a kontaminované potraviny se na trh neuvadéji [20].

V Evropské unii jsou stanoveny hodnoty maximalnich limitt rezidui (MLR), coz je nejvyssi
ptipustné mnozstvi pesticidi (vyjadiené v mg/kg) v potravinach a krmivech rostlinného
a zivoc€iSného pitvodu, natizenim ¢. 396/2005 pro vybrané pesticidni latky. Toto nafizeni dale
udava, pro jaké pesticidy neni nutné stanovovat hodnoty MLR. Hodnoty MLR jsou piekroc¢eny
azu 3 % vzorki potravin. U vzorki potravin dodavanych ze tietich zemi byva prekro¢eni MRL
detekovano nejvice (6—8 % vzorkil). Nejvétsi mnozstvi rezidui se vyskytuje v ovoci a zelening.
Naopak nejnizsi mnozstvi rezidui se nachézi v ZivociSnych produktech. Konkrétné v medu jsou
nejcastéji analyzovana v nadlimitnich koncentracich rezidua neonikotinoidovych insekticidi

(thiakloprid a acetamiprid) a fungicidu azoxystrobin [20].
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6. PESTICIDY VYUZIVANE V CR

V Ceské republice se uplatiiuje oznamovaci systém v pouZivani prostiedki na ochranu rostlin.
Fyzické i pravnické osoby, které¢ tyto prostfedky pouzivaji K podnikani, museji vést evidenci
jejich pouziti a na vyzadani UKZUZ (Ustiedni kontrolni a zkusebni Gstav zemé&délsky) ji
poskytnout [17,21]. V tabulce 2 je uvedena spotieba u¢innych pesticidnich latek v Ceské
republice za poslednich nékolik let podle skupin. V tabulce 3 je znazornén piehled

nejpouzivanéjsich Gginnych latek v CR v roce 2007 a 2013.

Tabulka 2: Spotieba uicinnych latek v CR v letech 2018-2020 (kg) [32]

Kategorie 2018 2019 2020
Zoocidy, moftidla 242 727 223984 163 133
Herbicidy a desikanty 2 006 524 1836 730 1657 374
Fungicidy, motidla 1378 257 1411 708 1307 899
Regulatory ristu 519 270 480 049 402 141
Rodenticidy 3582 5078 13 849
Ostatni 238 147 231993 239 800
Celkem 4 388 507 4189 542 3784196
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Tabulka 3: Prehled nejpouzivanéjsich ucinnych latek v CR v roce 2007 a 2013, [33]

Spotieba ucinnych latek

r. 2007 tuny r. 2013 Tuny
1 Glyfosfat 1015 | Glyfosfat 935
2 Chlormekvat-chlorid 522 Chlormekvat-chlorid 632
3 Acetochlor 280 Tebukonazol 179
4 Isoproturon 143 Chlorpyrifos 178
5 Alachlor 137 Prochloraz 177
6 Chlormekvat 135 Metazachlor 170
7 Mankozeb 130 Pendimethalin 124
8 Terbuthylazin 119 Pethoxamid 115
9 Chlorpyrifos 118 Terbutylazin 113
10 Metazachlor 113 Chlorotoluron 107
11 Chlorotoluron 110 Acetochlor 101
12 Trifluralin 106 Metamitron 94
13 MCPA 94 Isoproturon 94
14 Pendimethalin 86 Fenpropimorf 80
15 2,4-D 83 Mankozeb 74
16 Fenpropimorf 63 S-metachlor 69
17 Karbendazim 56 2,4-D 66
18 Dimethachlor 54 Ethefon 62
19 Prochloraz 53 Dimethenamid 59
20 Metamitron 50 Spiroxamin 56
21 Tebukonazol 49 Propikonazol 56
22 Thiram 49 Fenpropidin 51
23 S-metachlor 47 MCPA 49
24 Propikonazol 44 Azoxystrobin 48
25 Chloridazon 39 Epoxikonazol 47
26 Ethefon 37 Dimethachlor 44
27 Mekoprop-P 27 Chloridazon 43
28 Fenpropidin 27 Folpet 39
29 Phenmedifam 27 Tfiopanat-methyl 38
30 Flusilazol 25 Kaptan 37
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7. MOZNOSTI STANOVENI PESTICIDU V MEDU

Med je hojné konzumovan kvuli nutriénim a antimikrobidlnim vlastnostem, zbytky pesticida
Vv ném obsazené vedou ke snizeni jeho kvality, ale i k ohroZeni lidského zdravi. PouzZivani
pesticidii se v poslednich letech velmi rozsifilo, proto je stanoveni pesticidd v medu velmi
dilezité. Mimo vySe zminéna rizika, mohou byt pesticidy v medu indikatorem kontaminace
zivotniho prostedi. Pii analyze pesticidii v medu je nutné pouzit zvlast citlivé a selektivni
techniky, protoze jejich koncentrace je obvykle velmi nizka a lze indikovat i n€kolik pesticidi

soucasné [22].

Nejvyznamngj$imi analytickymi technikami, v souvislosti s analyzou pesticid, se staly
miniaturizované ptistupy k ptipraveé vzorka a kapalinova nebo plynova chromatografie spojena
s hmotnostni spektrometrii. Stanoveni pesticidi v potravinach vyZaduje nejprve Gpravu vzorku
s naslednou separaci a kvantifikaci. Pti ptipravé vzorkd se nejhojnéji vyuziva konvenénich
technik, extrakce kapalinou, avSak pfi jejich aplikaci se ale pouziva znaéné mnoZstvi
organickych rozpoustédel, ta mohou byt toxickd, mohou kontaminovat prostiedi a jsou draha.
Na zakladé¢ téchto omezeni byly vyvinuty nové techniky (viz kapitola 7.1 Piiprava vzorku pted
analyzou), pii kterych je spotifeba organickych rozpoustédel nizka a jsou schopny detekovat

pesticidy i ve velmi nizkych koncentracich [22].

Mimo extrakce a ¢isténi ma obrovsky vyznam volba separa¢niho/detekéniho ptistupu [22]. Pro
analyzu pesticidii v medu se vyuziva n€kolik metod, které jsou specifické pro pesticid, pro tiidu
pesticidl nebo pro nekolik pesticidi (multiclass metoda). DlleZitou poznamkou je, ze kvalita

vysledku je Gizce spojena s vhodnym vybérem analytické metody [22].

7.1 Pr¥iprava vzorku pi‘ed analyzou
Piiprava vzorku je velmi podstatnym krokem analyzy. Obecné se fadi mezi nejnarocné&jsi cast
celé analyzy, a to jak pracovné, tak i casové. Hlavni cil ptipravy vzorki je podpofit extrakci

a obohaceni analytl a co nejvice odstranit interference [22].

7.1.1 Extrakce kapalina — kapalina (LLE)
Tato metoda umoziuje oddélit velké mnozstvi rusivé latky nebo izolovat stopové mnozstvi
sloZky. Princip metody je zaloZen na pfechodu rozpusténé latky z jedné kapalné faze do druhé.
Jestlize je pouZzito vhodné extrakéni €inidlo, je LLE velmi ucinnou separac¢ni metodou.
Nejcasté&ji je jednou z fazi pouzivana voda (nebo vodny roztok), jako druha faze je pouzivano

organické rozpoustédlo, které je s vodou nemisitelné. Rozpusténa latka v jedné fazi piechazi
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pfi miseni fazi do faze druhé. Po ustanoveni rovnovahy je pomér koncentraci rozpusténé latky

konstantni. LLE se nejcasté&ji provadi pomoci délicich nalevek (obrazek 4) [37].

Nejpouzivanéjsimi organickymi rozpoustédly jsou ethylacetat, acetonitril a methanol, mohou

se ale pouzivat i jind. Pomér rozpoustédel a vodnych roztokli ma vliv na ti¢innost extrakce.

Obrdazek 4: Delici nalevka [39]

Interference, napiiklad sacharidy a rizné pigmenty, mohou byt koextrahovany a mit vliv na
vytéznost pesticidi [22]. Tato metoda upravy vzorku pied analyzou ma nékolik nevyhod, mezi
né patii tvorba emulzi nebo vysoka spotieba organickych rozpoustédel (pfi extrakci ve velkych
objemech) [38].

7.1.2 Extrakce pevnou fazi (SPE)
Extrakce pevnou fazi je nejcastéji pouzivanou technikou ptipravy vzorku. SPE je zaloZena na
zachyceni vybranych analytl na sorbentech a naslednou eluci vhodnymi rozpoustédly

(obrazek 5) [22].

Klasické SPE sorbenty, jako jsou sorbenty na bazi oxidu kiemicitého modifikované fetézci C8
nebo C18, postradaji selektivitu, protoze analyty jsou zadrzovany prostiednictvim
nespecifickych interakci. Ostatni slouceniny ve vzorku jsou tedy koextrahovany s cilovymi
analyty, coZz vede k vyznamnym matricovym efektim, zejména pii pouZiti kapalinové
chromatografie s hmotnostni detekci. lontoméniCové sorbenty mohou vykazovat selektivitu

vici iontovym analytim, pokud je zahrnut krok ¢isténi [40].
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Nejpouzivangj$im sorbentem v SPE kolonkdch pro cisténi vzorki medu je kiemicitan
hofecnaty, ale mohou se pouzivat i1 naptiklad oktadecylsilan, oktylsilan, silikagel,
polydimethylsiloxan, polydivinylbenzen, monoliticky oxid kifemicity, kifemelina a primarni ¢i

sekundarni amin [22].

Jednotlivé kroky pii SPE:
¢ Kondicionace — priprava kolonky na interakci slozek vzorku se sorbentem.
e Aplikace vzorku
e Promyti
e Suseni — na vzduchu, inertnim plynem.

e Eluce — desorpce analytt z pevné faze [37].

Tato metoda je kombinaci extrakce a ¢isténi v jenom kroku, vysledkem je Cisty extrakt, ktery
lze okamzité¢ analyzovat metodou GC (plynova chromatografie) nebo LC (kapalinova
chromatografie). Vyhodou SPE je jeji jednoduchost, rychlost a nizka spotieba
rozpoustédla [22].

upravovani pridani vzorku promyvani eluce

Wl i

|

Obrazek 5: Extrakce na pevné fazi [24]

7.1.3 Metoda QUECHERS
QUEChERS, je zkratka pro Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe (z anglictiny:
rychly, jednoduchy, levny, efektivni, robustni a bezpecny), je to metoda disperzni extrakce
tuhou fazi, ktera byla vyvinuta Anastassiadesem s kolektivem v roce 2003. Tato metoda se stala

nahradou pro mnoho slozitych analytickych krokt. Jejim zakladem je pouzivani siranu
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hote¢natého (MgSOa) a chloridu sodného (NaCl) na extrakci nebo separaci analyti vysolenim

a na disperzni extrakci na pevné fazi k ¢isténi vzorku [22].

Jiz prvni verze metody meéla skvélé vysledky pro mnoho pesticidii v riznych matricich,
nasledné testy odhalily, ze stabilita nebo vytéznost n¢kterych pesticidl je vyssi v zavislosti na
pH matrice. V pfipadé medu, jsou casté zmény typu rozpoustédla v extrakénim kroku

(acetonitril, ethylacetat, methanol a aceton) a v mnozstvi vzorku (0,5-10 g).

Na zéklad¢ analyzovanych pesticidii a vlastnostech vzorku se provedly zmény v ptivodnim
postupu QUEChERS. Jednou ze zmén bylo pfidani tricthylaminu v acetonitrilu. Triethylamin
byl vhodny pro stanoveni pesticidi jako je klothianidin, thiamethoxam, imidakloprid

a carbendazim, zlepsil se tvar piku, symetrie i rozliSeni.

Dal$i zménou byla vyména piivodniho PSA sorbentu (slaby anexovy sorbent, ktery se pouziva
k extrakci silnych kyselin a polykyselych sloucenin z vodnych vzorkt, ktery mize byt pouzit
jako polarni sorbent k extrakci polarnich analyti z nevodnych matric [41]) za C18 kolonky,
které jsou schopné zachytit i imidaklopridovy metabolit kyseliny 6-chlornikotinové. Pii pouziti
PSA se zadrzovaly pesticidy, které obsahovaly skupiny karboxylovych kyselin. Podle Kamela
a kol. (2010) byla kyselina 6-chlornikotinova zcela neizolovana, protoze byla vazana na
PSA [54]. K vyfteSeni tohoto problému bylo PSA nahrazeno kazetami C18 SPE, které umoziuji
extrakci tohoto metabolitu [22].

I ptes hojné pouzivani QUEChERS pii analyze pesticidli v medu, ma tato metoda nevyhody.
Jednou z nich je, ze vzorek by mél obsahovat vice nez 75 % vody, je tedy zadouci, aby se vzorek
medu rozpustil ve vodé, coz vede ke snizeni koncentrace v porovnani s ostatnimi technikami
ptipravy vzorku. Kvili odstranéni tohoto problému, se pfidal krok odpafovani, ktery byl
vhodny pro stanoveni organohalogentl, organofosforu, pyretroidu a regulatord ristu hmyzu

v medu [22].

7.1.4 Miniaturizované techniky

7.1.4.1Disperzni mikroextrakce kapalina — kapalina (DLLME)
Disperzni mikroextrakce kapalina—kapalina (DLLME) je jednoducha a rychla mikroextrakéni
technika zaloZena na pouziti vhodného extrakéniho €inidla, tj. n€kolika mikrolitri organického
rozpoustédla s vysokou hustotou, jako je tetrachlormetan, chloroform, sirouhlik, nitrobenzen,
brombenzen, chlorbenzen nebo 1,2- dichlorbenzen a disperga¢niho rozpoustédla s vysokou

misitelnosti v extrakéni 1 vodné fézi, jako je methanol, ethanol, acetonitril nebo aceton. Smés
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extrakéniho rozpoustédla a dispergacniho rozpoustédla je rychle vstiikovana do vzorku, to vede
k tvorbé malych kapicek, které jsou rozptyleny ve vodném vzorku. Povaha emulgatoru
(dispergacni rozpoustédlo) miize mit také vliv na distribuci velikosti kapicek, stfedni velikost

kapicek a také na viskozitu emulze [22, 38].

Disperze kapalina— kapalina hraje zasadni roli v separa¢nich procesech a reak¢nich systémech.
Je to proto, Ze velka plocha rozhrani diky disperzi usnadnuje pfenos hmoty a rychlost reakce.
Zakal je vytvoien ve vodné fazi diky jemné disperzi extrakéniho ¢inidla distribuovaného ve
vodném vzorku, coZ je usnadnéno disperznim rozpoustédlem. Po vytvoreni zakaleného roztoku
je povrch mezi extrakénim rozpoustédlem a vodnym vzorkem velmi velky, takze rovnovazného
stavu je dosazeno rychle, a proto je doba extrakce velmi kratka. To je hlavni vyhoda DLLME.
Po odstiedéni zakaleného roztoku je sedimentovana faze na dné konické zkumavky izolovana
a analyzovana nejvhodnéjsi analytickou technikou [38]. Pribéh DLLME je schematicky

znazornén na obrazku 6.

Nastiik disperzniho

rozpouétédla
obsahujiciho extrakéni
rozpouitedlo
Centrifugace
Sedimentovana

taze
Zakaleny roztok

Obrazek 6. Disperzni mikroextrakce kapalina — kapalina (DLLME) [42]

7.1.4.2 Mikroextrakce balenym sorbentem (MEPS)
Tato metoda je zaloZena na miniaturizaci metody SPE. Metodu MEPS je mozZzné pouzivat
dvéma zplsoby: sorbent je umistén ve stiikacce a je oddélen dvéma polypropylenovymi filtry
anebo je mozné sorbent umistit do malé nadoby, ktera se nachazi mezi télem stiikacky a jehlou
(obrazek 7). MEPS se vyuziva s GC nebo LC. Sorbent musi byt vybran na zakladé vlastnosti
stanovované latky. BéZzné pouzivané faze jsou oxid kiemicity chemicky vazany na C2, C8
a C18, katex s kyselinou benzensulfonovou, polymery (polystyrenové ¢astice), molekularné

imprintované polymery (MIP) a monolitické organické sorbenty [22].
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Obrazek 7: Umisteni sorbentu (4), Mikroextrakce balenym sorbentem (MEPS) (B) [43]

7.1.4.3 Mikroextrakce tuhou fazi (SPME)
Mikroextrakce na pevné fazi je metoda, kterd kombinuje vzorkovani a predkoncentraci
Vv jediném kroku. Provadi se ponofenim kiemicitého vldkna potaZzeného stacionarni fazi do

vodného vzorku [22].

SPME je technika mikroextrakce, kterou zavedli Arthur a Pawliszyn v roce 1990, kde se
sorbent potaZzeny vldknem z taveného oxidu kiemicitého (ktery zapadd do jehly drzaku
SPME podobného injekéni stiikacce) pouziva k extrakei a predkoncentraci cilovych analyt
ponoienim vldkna do vzorku nebo vystavenim vldkna do horniho prostoru vzorku

umisténého do uzaviené lahvicky (obrazek 8) [38]. Pro mikroextrakci lze pouzit jak
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vysokomolekularni polymerni ,.kapaliny*, tak pevné sorbentové porézni materialy s velkym

povrchem [22].

Po predem stanovené dobé mikroextrakce jsou analyty desorbovany z vlakna do
analytického pfistroje pro jejich stanoveni. Desorpce analytli z vlakna mutize byt tepelna

nebo eluci organickymi rozpoustédly [38].

«— pist
zara¥ka pistu

nastavitelna jehla /

. / méfidlo hloubky

jehla na
prodéravéni
jehla s septa
viaknem septum
vialka —>»! ~—t— vlédkno
vzorek
- michad.
termostat (vyhFivani)

Obrazek 8: Mikroextrakce tuhou faizi [24]

7.1.4.4 Extrakce na magnetickém michadle (SBSE)
Sorpéni extrakce s michadlem (SBSE) byla zavedena v roce 1999 jako metoda
bezrozpoustédlové piipravy vzorkl pro extrakci a obohaceni organickych slou€enin z vodnych
matric. SBSE je stale oblibengjsi diky svému snadnému pouziti, vysoké citlivosti

a reprodukovatelnosti [44].

Metoda SBSE je zalozena na michani vzorku michadlem, které je potaZeno sklem a adsorp¢ni
vrstvou (obrazek 9), po urcitou dobu [45]. K obohaceni analytu dochazi béhem rozdéleni mezi
polymer a vodni fazi podle jejich distribu¢ni konstanty a desorpce probiha pomoci teploty
injektoru (GC) nebo odstranénim kapaliny (LC). Tato metoda je hojn€ vyuZzivana diky vysokym

vytézkim a dobré reprodukovatelnosti [22].
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Standard PDMS Twister

Polydimethylsiloxane (PDMS)

Unspecific sorption of apolar compounds
log(K,,) > 4. The polarity range can be
extended by adding salt to the sample
(salting out).

Application Pesticides, PAHs and other contaminants in

examples Warer
PAHs in seafood (QUEChERS)

2,4,6-TCA and other off-odors in wine and
water

Flavors and off-flavors in food and
beverages

Obrazek 9: Magnetické michadlo s adsorpcéni fazi [45]

7.1.4.5 Mikroextrakce na jedné kapce (SDME)
Techniky mikroextrakce jednou kapkou jsou u¢innymi ptistupy k pfedapravé vodnych vzorkd.
Hlavni vyhoda SDME spociva v miniaturizaci procesu extrakce rozpoustédlem, ¢imz se
minimalizuji rizika spojena s pouZivanim toxickych organickych rozpoustédel. Techniky
SDME jsou tedy nakladové efektivni @ mén¢ $kodlivé pro zivotni prostiedi. V praxi lze pro
provadéni SDME pouzit dva hlavni piistupy — pfimé ponoteni (DI)-SDME a headspace (HS)-
SDME (obrazek 10). SDME lze propojit s vice nastroji pro separaci a detekci analytu, jako je
HPLC, atomova absorp¢ni spektrometrie, hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym
plazmatem, kapalinovad chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii, kapilarni

elektroforéza a GC [46].
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Obrazek 10: Piimé ponoreni (DI)-SDME a headspace (HS)-SDME. [46]

7.1.4.6 Extrakce magnetickou tuhou fazi (MSPE)
Metoda je zalozena na vyuziti magnetickych nebo magnetizovatelnych adsorbentd. Analyt je
extrahovan pomoci magnetického adsorbentu, ktery se ptida do roztoku. K regeneraci
adsorbentu s adsorbovanym analytem je potieba vhodny magneticky separator. Analyt je poté
eluovan a zanalyzovan. Sorbenty, které se pouzivaji v MSPE jsou magnetické nanocastice,

Fe304 nebo y-Fe203 [22]. Postup MSPE je znazornén na obrazku 11.

Magnaticky adsorbent

Adsorpce
;) g)
] L [ & %
‘030.‘. :é:o%. _r é‘.& —
Analyt":o.': o® o0t 0§0.§.

Eluce

Analyza S i —
— R B

Obrdazek 11: Extrakce magnetickou tuhou fazi (MSPE) [47]
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7.2 Separace a detekce
K separaci a detekci pesticidit v medu bylo pouzito nékolik analytickych metod. Kvuli nizké
koncentraci téchto sloucenin a slozitosti matrice je nezbytné pouziti analytickych technik, které
poskytuji vysokou selektivitu a citlivost. GC-EI-MS (Plynova chromatografie spojena
s hmotnostni  spektrometrii s elektronovou ionizaci) LC-ESI-MS/MS (kapalinova
chromatografie spojena s tandemovou hmotnostni spektrometrii s elektrosprejem) jsou
nejpouzivanéjsi techniky pro multirezidudlni analyzu pesticidii ve vcelich produktech. Volba
separacni techniky zavisi vétSinou na vlastnostech pesticidi, které jsou predmétem zdjmu.
Tekavé, poloteékavé a tepelné nestabilni slouceniny Ize stanovit pomoci GC, zatimco netékavé

anebo tepelné stabilni slouc¢eniny by mély byt stanoveny pomoci LC [22].

7.2.1 Plynova chromatografie (GC)
Plynova chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii (MS) je povazovana za vykonnou
techniku pro stanoveni nizkych hladin kontaminanti v komplexnich matricich. Proto se

vyznamn¢ vyuziva pro stanoveni pesticidii v medu [22].

GC je kombinovéna s dalSimi riznymi detekénimi systémy pro analyzu medu. Ackoli je GC
¢asto uvadéna jako nejucinngjsi separacni nastroj, vyzaduje derivatizacni krok pro netékavé
a tepelné nestabilni slou¢eniny. To zavadi dalSi manipulaci a reakci, kterd miize potencialné
sniZit reprodukovatelnost a rychlost vytéZnosti [22]. Plynova chromatografie se vyuziva pro
kvalitativni a kvantitativni analyzu tékavych latek. Velkou vyhodou GC je, Ze analyza je rychla,

jednoduché a k analyze je potteba jen velmi malé mnoZzstvi vzorku [22].

Volba GC kolony je velmi diileZitym tkolem pfi analyze pesticidl. Stacionarni faze by méla
byt zvolena v zavislosti na polarité¢ pesticidii. Pro analyzu pesticidii v medu se nejcastéji
pouzivaji nepolarni kolony (5 % fenyl, 95 % dimethylpolysiloxan). Kolony se v GC pouZzivaji:
napliove (trubice s adsorbentem nebo nosi¢em se zakotvenou kapalnou fazi — sklo, nerezova

ocel) nebo kapilarni (z kiemenného skla, potazeny filmem polyimidu) [25].

Mobilni faze je tvofena nosnym plynem, nejvice pouzivané jsou inertni plyny (helium, argon,
vodik, dusik). Pro volbu mobilni faze se zohlediiuji tyto faktory: viskozita, u€innost, reaktivita,
Cistota, typ pouzivaného detektoru a cena plynu. Pritok mobilni fize musi byt takovy, aby bylo

dosazeno co nejefektivnéjsiho rozdéleni latek na koloné [22].

V minulosti byla GC-MS nejrozsifenéjsi technikou k analyze rezidui v potravinach ve srovnani

vvvvv
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pouzivané pesticidy jsou vSak polarnéjsi, tepelné nestabilni nebo se snadno odpatuji, proto je

dnes vhodnéjsi analyza kapalinovou chromatografii [22].

Na obrazku 12 je znézornéno schéma plynového chromatografu. Analyzovana latka je
vstiiknuta do nastfikového prostoru, zplynéna a nasledné unasena mobilni fazi do kolony se
stacionarni fazi. Slozky analyzované smési jsou indikovany detektorem a nasledné

vyhodnocovény pocitacem.

zesileni signalu

vzorek a zpracovani
r?g:';?(fr nastfik vzorku
P a nosného plynu v
nﬂl\h ﬂ i nL
tg
chromatogram
detektor

jednotlivych sloZek

l termostat
\(vyhﬁvéni kolony)

\ chromatograficka kolona

nosny plyn
(helium/vodik/dusik)

Obrazek: 12: Schéma plynového chromatografu [24]

7.2.1.1 Plynova chromatografie s hmotnostni detekci (GC/MS)
V poslednich desetiletich se metody pro stanoveni stopovych hladin pesticidi zna¢n¢ zmeénily.
Od pocatku 70. let byla vétSina rutinnich analyz rezidui pesticidi provadéna plynovou
chromatografii v kombinaci s elektronovym zachytem nebo plamenovou fotometrickou
detekci. V dne$ni dobé lze pomoci GC kombinované s MS ziskat souCasné stanoveni
a potvrzeni rezidui pesticidii jednim pfistrojem v jednom analytickém cyklu. Ve vétsing€ ptipad
je citlivost ziskand pomoci GC/MS podobna jako u klasickych GC detektorti. Selektivitu
GC/MS lze upravit vybérem vhodnych molekularnich a fragmentovych ionti, aby se zabranilo
interferencim ze spole¢n¢ extrahovanych materiala ve vzorku. Proto se pouzivani GC s detekci
ECD (detektor elektronového zachytu), NPD (dusiko-fosforovy detektor) nebo
FPD (plamenovy fotometricky detektor) v laboratofich pii analyze rezidui pesticidl

omezilo [26].
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Ve srovnéni s kapalinovou chromatografii propojenou s hmotnostni spektrometrii (LC/MS)
predstavuje GC/MS nékolik vyhod, vyssi chromatografické rozliSeni, vyssi kapacitu piku

a pouziti jedné mobilni faze (helium nebo vodik) [27].

Ionizaci pesticidi v GC/MS lze provadét pomoci elektronové ionizace (EI) anebo chemické
ionizace (CI) v pozitivnim a negativnim modu. Kromé toho jsou k dispozici systémy GC—MS
s kvadrupolovou iontovou pasti, analyzatorem doby letu (TOF) nebo tandemové hmotnostni

spektrometry.

Chemicka ionizace se pouziva mnohem méné, nicméné CI/MS v pozitivnim i negativnim modu
poskytuje lepSi selektivitu pro nékolik pesticidi ve srovndni s EI. Vysledkem jsou
chromatogramy se sniZzenou interferenci matrice. Intenzita signalu rtiznych pesticidii se vSak
1i§1 mnohem vice ve srovnani s EI. GC/MS s chemickou ionizaci je pfednostné zaméfena pouze

na specialni tfidy latek, napf. organohalogenové pesticidy a organofosfaty. [26].

7.2.2 Kapalinova chromatografie (LC)
Kapalinova chromatografie (obrazek 13) se také Siroce pouziva k analyze pesticidi v medu,
zejména pro tepelné labilni slouceniny. NejvhodnéjSim a nejpouzivanéjSim detektorem pro
tento druh analyzy je hmotnostni spektrometr, ale jsou vyuzivany i jiné typy detektort. Tyto
jiné typy detektor se vSak obecné pouzivaji k analyze pouze né¢kolika malo pesticidii nebo

nékolika tiid pesticidi [22].

Tandemova hmotnostni spektrometrie spojend s kapalinovou chromatografii umoznuje detekci
pesticidl v nizkych koncentracich v komplexnich matricich. Tento systém zlepSuje citlivost,
snizuje maticové interference a pridava strukturalni informace [22].

Mobilni fazi u kapalinové chromatografie je kapalina. O separaci slozek vzorku rozhoduji jejich
interakce se stacionarni fazi, ale i druh mobilni faze. Pfi LC se vyuZivaji rizné mechanismy
separace (adsorpce, rozdélovani na zaklad€ rizné rozpustnosti, iontova vymeéna, molekulové
sitovy efekt). V LC je niZsi prispévek molekularni diftze slozky nez v GC, protoze kapalina
ma vyssi viskozitu nez plyn. Na zdkladé uspotfadani stacionarni faze rozliSujeme kolonovou,

tenkovrstvou nebo papirovou LC [22].
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Obrazek 13: Schéma pristroje kapalinové chromatografie [30]

7.2.2.1 Papirova chromatografie (PC) a chromatografie na tenké vrstvé (TLC)
Stacionarni faze TLC muze byt ve formé kapaliny, kterd je zakotvena na tenké vrstve
v adsorbentu. V PC je stacionarni fazi kapalina, ktera je zakotvena na chromatografickém
papiru. V PC i TLC je mobilni fazi kapalina. Jako mobilni faze se ¢asto pouziva cyklohexan,
isopropanol, aceton, voda, toluen a dalsi. Jako konkrétni stacionarni faze se mize v TLC
pouzivat silikagel, oxid hlinity, iontoménice a dal$i. Podlozni material pro stacionarni fazi se

vyuziva sklenéna deska nebo hlinikova folie [34].

Obé metody jsou realizovany stejnym zptisobem. Na tenkou vrstvu nebo chromatograficky
papir je aplikovana kapka analyzovaného vzorku. Poté je tenka vrstva (nebo chromatograficky
papir) jednim koncem ponoiena do mobilni faze tak hluboko, aby kapky analyzované latky
ztstaly nad hladinou mobilni faze. Mobilni faze za¢ne prosakovat tenkou vrstvou, zaroven
dochazi k transportu a déleni analyzovaného vzorku. Konec analyzy je tehdy, kdy mobilni faze
dorazi do blizkosti druhého konce tenké vrstvy. Tenka vrstva je vysusena, poté jsou na ni patrné
skvrny jednotlivych slozek vzorku v rizné vzdalenosti od pocatku (chromatogram) [34].
JestliZe nejsou analyzované latky viditelné po vyvijeni mobilni fazi, skvrny je nutné zviditelnit.
Ke zviditelnéni s