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ABSTRAKT
Aplikacia pesticidnych pripravkov nesluzi len na ochranu a zvySenie vynosov polnohospodarskych
plodin, ale vo velkej miere i k nepolnohospodarskym ucelom napr. pri udrzbe mestskych ¢i lesnych
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ploch, ciest, dialnic, Zeleznic a dokonca sa aplikuju i v lesnych porastoch a v oblasti rybnikov.
Pesticidy do zZivotného prostredia vstupuju predovsetkym priamou aplikdaciou na podu a pri
oSetreniach nadzemnych casti rastlin. Nie je vsak vynimkou, Ze sa v dosledku antropogennych cinnosti
¢i vplyvom poveternostnych podmienok mozu sirit aj do vzdialenejsich oblasti. Stanovenie pesticidov
v Zivotnom prostredi mad vyznam nielen pre ich negativny vplyv na zdravie ludi a zvierat, ale
v Zivotnom prostredi moze pomaoct identifikovat oblasti s vysokou koncentraciou kontamindcie a prijat
tak ucinné opatrenia na zabezpecenie jeho ochrany. Jednou z metod, ktoré je mozné vyuZit na
kvalitativne, ale aj kvantitativne stanovenie pesticidov v zZivotnom prostredi je UV-HPLC -
vysokoucinna kvapalinova chromatografia so spektrometrickym detektorom v UV oblasti spektra.

KPucové slova: UV-HPLC, pesticid,glyfosat, pendimetalin, metazachlor

ABSTRACT

The application of pesticide preparations is not only used to protect and increase the yields of
agricultural crops, but to a large extent also for non-agricultural purposes, e.g., in the maintenance of
urban or forest areas, roads, highways, railways, and they are even applied in forest stands and in
ponds. Pesticides enter the environment mainly through direct application to the soil and during
treatments of above-ground parts of plants. However, it is not an exception that because of
anthropogenic activities or the influence of weather conditions, they can also spread to more distant
places. Determination of pesticides in the environment is important not only for their negative impact
on human and animal health, but in the environment, it can help identify areas with a high
concentration of contamination and thus take effective measures to ensure its protection. One of the
methods that can be used for the qualitative as well as quantitative determination of pesticides in the
environment is UV-HPLC — high-performance liquid chromatography with a spectrometric detector in
the UV range of the spectrum.

Keywords: UV-HPLC, pesticide,glyphosate, pendimethalin, metazaclor
UVOD

Pesticidne pripravky sa skladaju z ucinnych latok (aktivna zlozka) a pridavnych latok (inertna
zlozka). Uginnou latkou je samotny pesticid, teda latka s biologickym ué¢inkom. Jeho fyzikalno-
chemické vlastnosti sa prispdsobuju tak, aby zodpovedali podmienkam skladovania, prepravy
a aplikacie. Pridavnymi latkami su najmé rozpustadla (pokial pesticid nie je rozpustny vo vode,
rozpusta sa vo vhodnych organickych rozpustadlach), stabilizatory a plnidla. Napomahaju Géinnej
latke dostat’ sa do rastlin, zabraiuju peneniu alebo spekaniu, predlzuji Zivotnost pripravku,
zjednodusuju jeho aplikaciu alebo chrania pripravok pred rychlou degradaciou. [1]

Pesticidy st ve'mi pocetnou skupinou chemickych latok, ktoré je mozné klasifikovat podla
nieckol’kych hl'adisk. NajdolezitejSie spdsoby klasifikacie su[2]:

o Klasifikacia podla biologického ucinku je vieobecne najznamejsia a najpouzivanejsia. Pesticidy sa
delia do skupin podla skodcov, na ktoré posobia. Napriklad baktericidy pdsobia proti baktériam,
fungicidy voci plesniam, insekticidy vo¢i hmyzu, rodenticidy voc¢i hlodavcom a pod.

o Klasifikacia podla funkcie pesticidu je tiez vel'mi Casto pouzivanou klasifikaciou. Rozoznavame:

o prvu skupinu na zaklade sposobu kontaktu s cielovym cinitelom — kontaktné (prenos dotykom
z povrchu rastliny), systémové (prenika do pletiv, ¢im zabija rastlinu z vnitra), respiracné
(prenos vdychovanim), pozerové (prenos traviacim traktom),

o druha skupina je GCinnost’ pesticidov na jednotlivé druhy patogénu— totalne (hubia cela
populaciu), Sirokospektralne (hubia urcita skupinu) a selektivne (hubia len urcité skupiny),

o tretia skupina je zaloZzena na dobe aplikacie pesticidov, napr. preemergentné aplikacie
(pred vzidenim rastliny), postemergentné aplikacie (po vzideni rastliny), protekanty
(pred napadnutim patogénom), eradikanty (po napadnuti patogénom) a pod.
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o Klasifikacia podla chemického typu ucinnej latky - za dobu, pocas ktorej sa pesticidy
vyuzivaju, boli syntetizované doslova tisice chemickych zlucenin. Najznamejsie su:
organochlorové insekticidy, organofosforové herbicidy / insekticidy, karbamatové insekticidy,
ditiokarbamatové herbicidy, triazinové herbicidy, organokovové insekticidy a pod.

Dolezitou vlastnostou vacsiny pesticidov je ich obmedzena stabilita v zivotnom prostredi.
Tato vlastnost’ nielen urCuje ich ucinnost, ale aj ich bezpecné pouzitie v polnohospodarstve
a v pol'nohospodarskych produktoch. Pesticidy sa do zloziek zivotného prostredia dostavaju
cez rastliny alebo podu, na ktoré boli aplikované. Potom, Co sa pesticidy dostanu do tychto zloziek
zivotného prostredia, ich osud podlicha mnohym roéznym procesom, ako st transformacia
a degradacia, sorpcia a desorpcia, prchanie, prijem rastlinami, transport v tectcej vode a transport
do podzemnych vo6d. Osud pesticidov vSak zavisi hlavne od biotickych a biochemickych
transformacii, na ktorych sa zaGCastiuju Zzivé organizmy, a od fyzikalnych, chemickych
a fotochemickych procesov. Prevladaju biotické transformacie katalyzované enzymami pddnych
organizmov - baktérii, aktinomycét a hub. Najvyssiu uc¢innost’ vykazuje degradacia pesticidov hubami.
St odolné voéi nepriaznivym podmienkam, aktivne aj v kyslom prostredi. Fotochemicka
transformacia je obmedzena na dostupnost’ slne¢ného ziarenia a tiez na citlivost’ zliCeniny na toto
ziarenie. Tvoria sa vysoko reaktivne radikaly, ¢o vedie k rekombinantnym reakciam aj k rozbitiu
vézieb v zlticeninach vo vodnom prostredi. [3]

K najcastejSie pouzivanym herbicidom na Slovensku patri glyfosat, pendimetalin
a metazachlor. [4]

Pre sledovanie koncentracii pesticidov, ako Sirokej skupiny chemickych latok sa vyuzivaju
prakticky vSetky metody a techniky analytickej chémie. V predkladanom prispevku sa venujeme
moznostiam vyuzitia vysokouc¢innej kvapalinovej chromatografie s UV-VIS detektorom pre analyzu
pesticidnych pripravkov, ich uc¢innych latok a pripadne aj degradacnym produktom.

VYSOKOUCINNA KVAPALINOVA CHROMATOGRAFIA (HPLC)

Chromatografia je analyticka metdda separacie latok. Separované latky sa rozdeluju medzi
dve fazy, z ktorej jedna je nepohybliva (stacionarna) a druha (mobilna) sa pohybuje v definovanom
smere. Pri kvapalinovej chromatografii (LC) je mobilnou fazou kvapalina a stacionarnou fazou je tuha
latka alebo kvapalina zakotvena na inertnom nosici.[5]

Zdokonalenie chromatografickych technik sucelom efektivnej$ej a rychlejSej separacie
analytov predstavuje vysokoucinna kvapalinova chromatografia (angl. high-performance / pressure
liquid chromatography HPLC). Nejednd sa teda onovi metddu, ale vylepSenie kvapalinovej
chromatografie, napriklad pouzitim vysokotlakovych Cerpadiel, ktoré pracuju pri tlakoch do 400 bar.

Pocas prechodu analytu kolonou kazda molekula vzorky mnohokrat prejde z mobilnej do
stacionarnejfazy a spat. Doba, pocas ktorej separovany analyt zotrvava na sorbente, zavisi od velkosti
interakcii (napriklad hydrofobne interakcie - van der Waalsove sily, interakcie dipol — dipdl, vodikové
vizby alebo elektrostatické interakcie) a uréuje poradie, v akom vychadza z kolony. Pozname dva typy
kvapalinovej chromatografie:

o chromatografiu s normalnymi fazami (normal phase ligiud chromatography NPC) — mobilna
faza je nepolarna a stacionarna polarna.Latka, ktora je rovnako nepolarna ako mobilna faza
sa pohybuje rychlejSie. Pre chromatografiu s normalnym usporiadanim je typické, ze
mobilna faza je 100 % organicka (nepolarne organické rozpustadla a ich zmesi s alkoholmi,
napr. hexan, chloroform) a voda (vodné roztoky) sa nepouziva.

e chromatografiu s reverznymi fazami (raversed phase ligiud chromatography RPC) —
mobilna faza je polarna (napr. acetonitril, izopropanol, metanol, tetrahydrofuran) a
stacionarna nepolarna (uhl'ovodikové retazce C4-C18 chemicky viazané na nosi¢, ktorymi
moézu byt grafitové alebo uhlikom potiahnuté silikagély, kopolyméry styrénu a
divinylbenzénu a i.). Polarna latka je slabo zadrziavana, a preto vychadza z kolony ako prva.
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Cim st interakcie analytu so stacionarnou fazou véadsie, tym vicsi je tzv. eluény ¢as. Ak sa
distribu¢né konStanty zloZiek vzorky od seba dostato¢ne lisia, ddjde po uréitom cCase k ich
¢iastocnému az uplnému rozdeleniu do izolovanych pasov — zon. Po vystupe zlozky z kolony indikuje
jeho pritomnost’ v eluate detektor a zaznamenava elucny pik. Vizualnym vystupom chromatografu
je chromatogram. V pripade optimalnej separacie, jednotlivé piky chromatogramu zodpovedaju
jednotlivym zlozkam separovanej zmesi. Zoény separovanych latok sa pocas prechodu kolénou
roz§iruju. Zoéne analytu odpoveda pik, ktory charakterizuje koncentraény profil analytu v zéne. Sirka
pikov zas odraza Sirku zony prislusného analytu v kolone. [6]

V zavislosti od analytu sa vybera vhodny detektor. Medzi najpouzivanejSie detektory patria:
UV-VIS spektrofotometricky detektor, fluorescencny detektor, refraktometricky detektor,
elektrochemické detektory, hmotnostny spektrometer. Pokial’ ide o reprodukénost’ a robustnost’, UV a
fluorescen¢ny detektor su vyhodnejSie ako hmotnostny spektrometer. AvSak vyzaduju rozsiahlu a
¢asovo naroc¢nu pripravu vzorky, pretoze si ¢asto vyzaduju derivatizaciu.

MOZNOSTI VYUZITIA HPLC S UV DETEKTOROM PRI STANOVENI PESTICIDOV
Glyfosat

Glyfosat (N-(fosfonometyl)glycin) je G¢inny neselektivny organofosfatovy herbicid. Jeho
biele krystaly si dobre rozpustné vo vode. V pdde nie je perzistentny, bezne sa do podzemnych vod
nevylihovava, avSak pri uréitych podmienkach méze byt pritomny vo vodnych systémoch. Pre I'udi
je stredne toxicky a drazdi o¢i a pokozku. TaktieZ je stredne toxicky pre vtaky, vac¢Sinu vodnych
organizmov, dazd'ovky a vcely medonosné.Je tu riziko vzniku rezistencie voci herbicidom — vyzaduje
sa manazment antirezistencie. Podrobnejsie fyzikalno-chemické, toxikologické a ekotoxikologické
udaje su uvedené v [7].

Casto sa dodava ako rozpustny koncentrat, ktory sa po zmie$ani s vodou aplikuje ako sprej.
Na Slovensku je pritomny v pesticidnych pripravkoch: Defender, Nasa, Shyfo, Halvetic, Roundup
rapid, Roundup klasik pro, Roundup biaktiv plus, Roundup flex, Roundup biaktiv, Bronco,
Dominator, Kaput harvest up, Figaro 360, Klean G, Master gly,Clinic up, Monosate G, Rosate TF,
Clinic free, Dominator max, Agroklasik green, Rosate green TF, Kaput harvest TF, Amega, Clinic TF,
Boom efekt, Cosmic, Kapazin, Touchdown system 4, Barclay gallup, Hi-aktiv, Glyfogan super,
Trustee hi-aktiv, Kaput green, Kyleo, Gallup super 360 a Barbarian super 360. [4]

Tabulka 1: Struktira a zakladné viastnosti glyfosdatu.[7, 8]

Molekulova hmotnost’ 169,07 g mol
Suméarny vzorec C;HgNOsP
CAS No. 1071-83-6
P N \)L Disocia¢na konstanta pKa 2,34

H O \v/ OH pri 25 °C (silna kyselina)
Henryho konstanta 2,10.10 Pa m?® mol !
pri 25 °C (neprchavé)
Povrchové napitie 72,2 mNm™!

Prikladom stanovenia glyfosatu HPLC metédou s UV-VIS detektorom st prace Gains et al.
[9] aPeruzzo [10].Glyfosat je molekula bez chromoféru, preto ju je potrebné pred detekciou
UV ziarenim derivatizovat’ pouzitim 9-fluorenylmetylchloroformiatu a tetraboritanu sodného.
[9]Na pripravu mobilnych faz sa pouzil octan aménny a acetonitril triedy HPLC. Na riedenie
pripravkov tetraboritanu sodného a roztoku octanu amoénneho sa pouzila ultracista voda. HPLC Pre
analyzu sa pouzil pristroj Beckman, System Gold 126, detector 166 UV. Stacionarna faza pozostavala
z kolony Supelco RP 18, 250 mm dlha s 10 mm vnutornym priemerom a velkostou cCastic 5 um.
Mobilnou fazou bol A: 0,05 molarny fosfatovy tlmivy roztok (pH 5,5); rozptistadlo B: acetonitril vo

62




ManazZérstvo Zivotného prostredia ] 2023 ] Management of Environment

T Recenzovany zbornik z XXIII. medzinarodnej vedeckej konferencie, 28.09.2023, Bratislava

-~ ﬂ& Proceedings of the 23 International Conference, September 28, 2023, Bratislava
Manatérstvo thromého prostredia Slovak Republic
Slovak Society for Environment e Edition ESE-64 ¢ ISBN 978-80-974769-1-5

vzajomnom pomere 65 : 35. Analyza prebichala pri laboratornej teplote, s prietokovou rychlostou
0,8 ml min™ a s objemom nastreku 20 pl. UV detekcia bola pri vinovej dizke 206 nm. [10]

Pendimetalin

Pendimetalin (3,4-dimetyl-2,6-dinitro-N-(pentan-3-yl)anilin) je herbicid pouzivany na nicenie
vacsiny jednoro¢nych trav a beznych burin v obilninach, ovoci a zelenine. Tento dinitroanilinovy
herbicid je oranzovozlta krystalicka pevna latka, ktora je selektivne absorbovand korenmi a listami.
Inhibuje mitézu a bunkové delenie. Pre ¢loveka je Skodlivy po poziti, toxicky pre Stitnu zI'azu a pecen,
bioakumulativny. US EPA ho oznacila ako mozny l'udsky karcinogén. Podrobnejsie fyzikalno-
chemické, toxikologické a ekotoxikologické tdaje si uvedené v [11].Casto sa dodava ako
emulgovatelny alebo emulzny koncentrat, ktory sa po zmieSani s vodou pouZziva ako sprej.
Na Slovensku je pritomny v pesticidnych pripravkoch: Corvelo, Pendistar 40 SC, Pendiflex 400,
Pendigan, Acter 400 SC, Sharpen 40 SC, Escort, Wing P, Stomp aqua, Sharpen 33 EC, Activus SC,
Pendi 33 EC, Pendicol 33 ECa Trinity. [4]

Tabulka 2: Struktira a zakladné viastnosti pendimetalinu.[11, 12]

Molekulova hmotnost’ 281,31 g mol”

(stredne prchavé)

Povrchové napitie -

9+ Sumérny vzorec C13H19N304
_~-N CAS No. 40487-42-1
O Disocia¢na konstanta pKa 2,80
pri 25 °C (silna kyselina)
N Henryho konstanta 1,27 Pa m* mol !
H N* pri 25 °C
‘0" "0

Prikladom stanovenia pendimetalinu HPLC metéodou s UV-VIS detektorom je praca
Pinto et al. [13]Na kvantifikaciu pesticidov sa pouzil systém Elite LaChrom HPLC s UV detekciou
(Hitachi, Japonsko). Stacionarna faza pozostavala z kolony s obratenou fazou Zorbax Eclipse XDB-
C18, 250 mm dlha s 4,6 mm vnitornym priemerom a velkostou castic 5 um. Mobilnou fazou bolo
rozpustadlo A: acetonitril; rozpustadlo B: 0,1 % vodny roztok H;PO,. Analyza prebichala pri
laboratornej teplote, s prietokovou rychlostou 1 ml min" a s objemom néstreku 20 pl. UV detekcia
bola pri vinovej dizke 225 nm.

Metazachlor

Metazachlor (2-chlor-N-(pyrazol-1-ylmetyl)acet-2',6'-xylidid) je chléracetamidovy herbicid
pouzivany na niCenie Sirokého spektra burin v plodinach, okrasnych stromoch a krikoch. Jeho
bezfarebné krystaly si malo rozpustné vo vode, ale dobre rozpustné v organickych rozpustadlach.
Inhibuje bunkové delenie. Podrobnejsie fyzikalno-chemické, toxikologické a ekotoxikologické udaje
sa uvedené v[14]. Casto sa dodava ako rozpustny alebo suspenzny koncentrat. Na Slovensku
je pritomny v pesticidnych pripravkoch: Banket, Triclo, Meqi, Butisan duo, Tribeca sync tec, Colzor
synctec, Circuit sync tec, Metax 500 SC, Mezotop 500 SC, Butisan top, Nimbus gold, Rapsan plus,
Rapsan 500 SC, Bantux, Autor, Quiz, Butisan complete, Butisan 400 SC, Butisan S 50 SC, Butisan
star, Sultan 50 SC, Butisan max, Cleravis, Rapsan 400 SC, Sultan top a Metazamix.[4]

63




ManazZérstvo Zivotného prostredia ] 2023 ] Management of Environment

T Recenzovany zbornik z XXIII. medzinarodnej vedeckej konferencie, 28.09.2023, Bratislava

-~ ﬂ& Proceedings of the 23 International Conference, September 28, 2023, Bratislava
Manatérstvo thromého prostredia Slovak Republic
Slovak Society for Environment e Edition ESE-64 ¢ ISBN 978-80-974769-1-5

Tabulka 3: Struktiira a zdkladné viastnosti metazachléru.[14, 15]

I \> Molekulovd hmotnost 277,75 g mol™
N. Sumdarny vzorec Ci3H9N304
o N CAS No. 67129082
Cl \)L ) Disocia¢na konstanta pKa -
N pri 25 °C
Henryho konstanta 5,90,10'05Pa m? mol !
pri 25 °C (neprchavé)
Povrchové napiétie -

Prikladom stanovenia metazachléru HPLC metoédou s UV-VIS detektorom je praca Solis et al.
[16]Herbicidy sa analyzovali pomocou vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie Agilent 1100
(Hewlett-Packard). Stacionarna faza pozostavala z kolony Kromasil 100 5C18, 150 mm dlhej
s 2,1 mm vnutornym priemerom a vel'kostou ¢astic 5 pm. Mobilnou fazou bolo rozpustadlo A: 0,1 %
vodny roztok H;POg4 rozptstadlo B: acetonitril sizokratickym percentudlnym zloZenim 55 : 45.
Analyza prebichala pri laboratornej teplote, s prietokovou rychlostou 1 ml min" a s objemom nastreku
20 pl. UV detekcia bola pri vinovej dizke 220 nm. Pozorovany retenény ¢as bol 6,4 min.

ZAVER

Stanovenie obsahu pesticidov v Zivotnom prostredi ma vyznam nielen pre ich negativny vplyv
na zdravie l'udi a zvierat, ale v Zivotnom prostredi méze pomdct’ identifikovat’ oblasti s vysokou
kontaminaciou a prijat’ tak G¢inné opatrenia na zabezpecenie jeho ochrany.Jednou z metdd, ktoré
je mozné vyuzit' na kvalitativne, ale aj kvantitativne stanovenie pesticidov v Zivotnom prostredi
je UV-HPLC - vysokou¢inna kvapalinova chromatografia so spektrometrickym detektorom
v UV oblasti spektra. V predloZzenom prispevku sme v kratkosti opisali vlastnosti a moznosti vyuZitia
vysokouc¢innej kvapalinovej chromatografie s UV-VIS detektorom pre analyzu na Slovensku
najcastejSie pouzivanych herbicidov glyfosatu, pendimetalinu a metazachloru.
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