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 vodach metodou HPLC
S fluorescencni detekci
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SIY|EStnost a pouzitt glyfosétu

o Y '.'Fl'pravy vzorku

r\rva iCke postupy stanoveni ve vodach
Prehled dostupnych norem a povolenych limit

_._. __.__

.+-,.*Zar|zen| na kterem se provadelo mereni

~ » Testované kolony a chromatografické podminky
stanoveni

® Dosavadni vysledky a ziskané zkusenosti
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Jvod

SIViiosat, Se; pouziva jakos sirokospektralni
/ ce; BVY neselektivni herbicid aplikovany
psurikem primo na list rostlin na
pZemedelskych plochach, v lesich i na
_, ;ﬂp{ochach S vseobecnym pouzitim

o AMPA (kyselina aminomethylfosfonova) je
hlavnim metabolitem glyfosatu

1\
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Soecif e—sl_@'va nydadé@"

Gly'fosé't-; “Glyphosate
IBPACHEZVoes|ovit N-(phosphonomethyl)glycine
SASINUmber: 1071-83-6

J\/Jolé}/! "’a;n'hmotnost: 169,08 g/mol
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Spec

eﬁﬁgigﬁnw@hdéﬂﬂF""'

AMPA = elma aminomethylfosfonova
[UPAC J’rJ/\/G [t Aminomethylphosphonic acid
SESHNUN ﬁ- ; 1066-51-9

MGIERU| -'Dva ‘hmotnost: 111 ,04 g/mol

—-'_r-r =

: 'SEE rn| VZOIEeC:
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stalicka latka bez zapachu
t- ZE par

J -'Fozpustnost ve vode

2 : a sorpce Na pevne castice

==S"/e vetsine organickych rozpoustédel nerozpustny
- nebo se rozpousti jen omezenée

® slaba organicka kyselina, iontova forma vyskytu
zavisi na pH prostredi

e
--‘--. _.
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FIOC'(“[“- . . v’ '-.
PUsoDer]Rak rgftllny =VAYdcieny

—

/ VAN fw "/

SRRV eHIyAUCINEK dan
rostlir) co geelzg))
SIEReEEElakuvity enzymu, ktere rostliny pouzivaji pri tvorbe
InIPEIA/SEIN; Rezbytnych K vytvereni proteinu podminujicich

)= }

rUse o=

chivm prestupen z nadzemnich: casti

/

U

SRPIGISavCE nizka akutni i chronicka toxicita po oralnim uziti a
aefimalnim kontaktu

—— T e
" N
—

SZetichove ziskavaji aminokyseliny pFimo z potravy a popsany

= bjosynteticky proces u nich neprobiha

s Pokud u ¢lovéka ?ozorovényvnepﬁ'znivé ucinky po poziti
pripravku, vysvetleny jako ucinky pomocnych latek pro aplikaci

Pri praci nutne dodrzovat hygienicka pravidla
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Criovaniye dekles a—vqaﬁn? —

SNz EGE K STIRYm a'dsorpnlm vlastnostem se vaze na
I)'JFJJ’JJ stlce Z nichz se muize louhovat a druhotné ho
frlasletie sorbovat necilove rostliny

SZhIEdem k nizké mobilité v plidé se nepredpoklada

Vyizihamna kontaminace podzemnich vod

DE Fpovrchovych vod se dostava po primych apI|kaC|ch

= _'_- v-bezprostredni blizkosti tokt. Nalezy potvrzeny i nékolik
kilometrl po proudu toku od mista aplikace
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.'ﬂ StEdRIMPERZIStERCErsYpolocasemirozpadu
N az 7 tydnt (174 dnr)

DEWIE rJz predevsim: mikrobialne

Zolaerobnich podminek rychleji nez v anaerobnich
99( |nkach

~ Po jl chemickeho rozkladu a fotolyzy je zanedbatelny

= —
L
I—_-.J'

e Pr| degradaci jsou stepeny vazby mezi uhlikem a

~dusikem za vzniku AMPA, hlavniho metabolitu glyfosatu
ve vodeé a pudé

AMPA se samostatné komercné nevyuziva. Ma podobnou
chemickou strukturu a vlastnosti jako glyfosat
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Pric ZEV e IQ@_E glyf@aalﬂ" -

- 1971 \/\/\/( dIViosattrvior :"'i
|)/4 yyiiolyar prvnich herbicidu
2BNEdNY Z nejpouzivanéjsichi na svete

SRINE aTnéj§i komercni pripravky
-..h-e ndup (Monsanto), obsahuje isopropylaminovou
= siiliglyfosatu v ekvivalentu 360 mg/l volné kyseliny
~  Jouchdown (Zeneca Ag Products)

Touchdown Quattro (Syngenta)

o Uvedené pripravky jsou b&zné dostupné i v CR

VUV TGM Praha — 15.10. 2009

—————— S———
a——— T e




SO

MEZRErOdNI legisiativa

gl
. — '
—— -

Veximglnipovolena davka proicloveka podle Svetove zdravotnicke

oehivzeeVHONprogramiVaterSenietioniandiHealth)cinio,3:mg -t
Yiyiosatly/ kg telesne vahy a den

RoVaaEcVyhlaska Sanco/221 /2000 (2003) k smeérnici 91/414/EEC o
SialBVENIfzavaznosti aktivaich latek uvedenych ve smernici a jejich
ElEVanrbicn metawolitt pro podzemni vodu (tj. vcetne glyfosatu a AMPA)

-

PEVOINEIS Odkazem na Smernici EU o jakosti vody urcene pro lidskou

SPRLEB98/85/EC maximalni zbytkovou koncentraci na urovni 0,1 pg/I

i,
N

2 k] "F J.thdnota Smeérnice pro ochranu vodnich organismt CCME (Canadian
= Gouncil off Ministers of the Environment) je stanovena na 65 pg/I

s Podle- Americké agentur?/ ro ochranu zivotniho prostredi EPA je maximalni
- povolena koncentrace glytosatu v pitne vode 0,7 mg/|

Radoveé vy&&i hodnotu pro glyfosat ve vodach 2 mg/I povoluji Water Quality
Management Criteria Items vydane japonskym Ministery of Health,
Labour and Welfare Ordinance v roce 2003

VOV TGM VUV TGM Praha - 15.10. 2009
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Casla) [dejiskliE

o _!-._

SIVAGEsKe egislative, se limitni hodno D10, glyfosat: objevuiji ve
\/\/J'JJfL) ViIRISterstaZadavol Vi 272712008 .,
SIEIIBVEN) maximalnich limitt rezidui pesticidtl v potravinach a

St JJ’O\/JJ'H(“ |

Jsoi 4d°' Wwedeny prozatimni MLR (maximalni limity rezidui,
G)ka)IPro glyfosat Y potravmach rostlinneho a zwoasneho
I)u\ 9dU, napr. v obilninach, ovoci, zelening, vejcich, mase a
-~ m éfénych vyrobcich

= Pro ilustraci povolena hodnota pro p&enici je 10 mg/kg,

-~ hrozny 0,5 mg/kg, mléko a mlécné vyrobky 0,05 mg/kg

s Pozadavek CHMU na mez stanovitelnosti glyfosatu pro
monitoring jakosti vod ve vodarenskych nadrzich je 0,05 pg/I

VUV TGM Praha — 15.10. 2009
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VloZnosthstel oVl VEWGHECH

—r

SRZlEdem k' polarnimu charakteru, nizke
ieliaVesti, nizke rozpustnosti v organickych
90U tedlech a vysoke rozpustnosti ve vode je
Jccl Joveni glyfosatu a AMPA oproti dalsim

= _-;i iericidim bezné pouzivanym v zemedélstvi

*'relatlvne komplikovane, casto s nizkou
- vyteznosti

® Problematicka je i detekce, protoze tyto latky
v molekule postradaji chromofory i fluorofory

VUV TGM Praha — 15.10. 2009
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Pric r)r- VeNZONE .jr

o Rzl rrlet <, 7z icichikembinace koncentracnihe
kro/u (* BNl extraktl a derivatizace

st el 'I_ L extrakce organickymi rozpoustedly nelze
v/nJadf’- K polarnimu charakteru latek pouzit, vyuziva se

W

JHFH»' In-line il off-line provedeni

h-\ edem k' amfoternimu charakteru glyfosatu Ize pro
%PE pouzit anion- i cation-exchange sorbenty

_-

.-'
...l
—

J-"'

=" -U- nékterych postupt se nejprve glyfosat a AMPA
zderivatizuji. Adicni slouceniny Ize ze vzorku
vyextrahovat metodou L-L, jejich polarita je nizsi nez u
vychozich sloucenin

VUV TGM Praha — 15.10. 2009
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Analytlegs stagg-vem'J*‘"

0 J\ Ekelik zpusobd, 'preferujl' se metody HPLC/FD a
/J\/L) smgle nebo tandemovem: usporadani

) I_ Qu2|t GC/MS, ale i s detektory ECD a NPD

e —

—._ = % -

t Mozne je vyu2|t| IC/UV, vodivostni nebo ICP -
~ MS detekci, popt. kapilérni elektroforézy
S elektrochemiIuminiscenc“:m’ detekci

VUV TGM Praha — 15.10. 2009
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DervaltiZz]es —

_

SRPIGNIliorescencni detekci nutna ieakee s derivatizacnimi
s AZeNznikoNfioreskificichrdervatly, pre~neborpost= =

/
'/olonry provedeni

JérJ\/rJ .‘zacnl cinidla pro pre-kolonovou derivatizaci

=iltle); nyI(methyIRchIoroformat (FMOC-CI),
rJ__r_- ichlorid, p-toluensulfonylchlorid nebo
of) nyllsothlokyanat

— .__l—-
= _

=" =Pro post- kolonovou derivatizaci

'_"_"'. ~ o-phthaldialdehyd (OPA), ninhydrin, ¢inidlo Al+3-morin.
- Oproti bezne HPLC instrumentaci nutné zarizeni
k- provadeni post-kolonove derivatizace

® Pro GC/MS

smes anhydridu k. trifluoroctove a trifluoroethanolu,
terd prevadi glyfosat a AMPA na tekave derivaty
VUV TGM Praha — 15.10. 2009
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ERIEGE Aorem pro stanoven)
glyfogzitie AM'PA—ve voud

PNV ,thod 547 - HPLC/FD s post-
"olonr' oul derivatizaci (1990)

D) & 38407 22 (stejny princip, 2001)

E -
- . _— —

= % 150 21458:2008 - HPLC/FD s pre-
~ kolonovou derivatizaci pomoci FMOC-CI
(XI/2008)
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Stanovel ped%G) 2141556‘@8*'

SR\ GrifiejErurcena pro stanoveni glyfosatu a jeho
MERBElItUAMPA Vv pitne, podzemni' a povrchove
vorl*’ 5\mezi stanovitelnosti 0,05 pg/l

SN alozena na derivatizaci glyfosatu a AMPA
omoc1 derivatizacniho cinidla FMOC-CI

_v alkalickem prostredi a stanoveni pomoci HPLC
s fluorescencni detekci

VUV TGM Praha — 15.10. 2009
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PiernestidveuniesnychiationttiCa, Gu FeaiZni=
VARO[ lexy - negativni chyba

@astranent = preduprava pomoci k. chlorovodikove a
n\/rJro,<Jr draselneho nebo k. stavelove

Prtomnost volného aktivniho chloru ve vodé upravované
m..e noul- oxidace analytu

= @dstranéni - thiosiran sodny
._1-::_..—
— *Adsorpce analytti na sklenény povrch - plastové
- VZorkovnice a zkumavky

Sklenéné nadobi (vialky do autosamplert) - myti bez
detergentli a korozivnich latek

=
._
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;q_'t"z—fastavem == % fororetnoy
& Pridavek diethyletheru

® Trepani, usazeni

® Prevedeni vodne faze k mereni
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Anzllyiigie kolenwdminkd/ﬁe&@e’ |

Dye) &y ocigle ytickych kelon:
SRIOIoNEl S reverzni fazi (silikagel modifikovany
IO EC vievymi retézci C18)

J '/oJc 1a s polarni stacionarni fazi (silikagel
=5 avazanyml NH, skupinami)

: .- 1

e

A —
..——
-

i —

_-"- :

~ Opti maini kombinace vinovych delek pro FD:
® excitatnil 260 nm
® emisni 310 nm

VUV TGM Praha — 15.10. 2009
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If nta_@g.élst J""

SNGIEMI prace bylo overit postup stanoventi

glyiiesatu al AMPA ve vodach podle normy
-___,:_L“"a 21458:2008 v podminkach laboratore
== UV 1.G.M. Praha

- _-.
_——
_d-
E S
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47/ '. O i -
Prioravel 205 el —
N EkoNhodndwodaipriostestoyani metos /byla

WiiBeYaia prrednI pramenita Voda Rosana
lilgalyARGSal BolEnIa S.r.0.

SPIGIsestrojeni kalibracnich krivek byly pripraveny
Koncentiiace glyfosatu a AMPA v rozsahu 0,05 —
—',-,e —0,5-1,0— 2,0 ug/l. Vyrobcem standardu
jé Dr. Ehrenstorfer

® Vzorky vody s pridavky standardu bny
Zpracovany postupem presné podle navodu
normy ISO 21458:2008

W VUV TGM Praha - 15.10. 2009
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BGlonals C18' retezc
lJfJeoJ 100-5 C18-AB (Grom)
ro/rr 21y 300 x 4 mm, velikost castic 5 pm

= J:*'f”* SINH, skupinami
'LIChrospher 100 NH, (Merck)
rozmery 250 x 4 mm, velikost castic 5 pm

I* "*. U
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Pocrinl mg@l-na%@iﬁﬁgtﬂ"

e —

s7avislost slozeni mobilni faze na case

NERIGLaa kolone 30 ©

S okimobilni faze 1 mi/min gas (min) ACN (%) pufr (%)
o Slozanf sl |faze 0 V/ 93
AGN /er\/gc genfosforecnanovy

r) Uiif(pH = 7) 25 57 43

- -
i S = .

+ & Nastaveni vInovych delek FD 27 95 5
fiﬂ 260/310 nm 35 95 5
s Nastaveni citlivosti FD 37 v, 93

v oblasti eluce analytl maximalni,
pro FMOC-CI minimalni

VUV TGM Praha — 15.10. 2009
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Aseiiisaiiclyzy: stancanduss
;@ atu a AMPAna kolone €18

/
O

VUV TGM Praha — 15.10. 2009




o

Poclrnirsy m_é_;jgtrll'-_NHz-k@i@‘l?é’-""'

) Tﬂ)]@'i‘d a kolone 30 °
SR GImobilni faze 1 ml/min

J %Joﬁe_ L 4b|In| faze ACN/dihydrogenfosforecnanovy pufr
_r)r -

atlcka eluce pomeru 30/70 (v/v)
Nastavem vinovych délek FD 260/310 nm

—-e I\Tastavenl citlivosti FD

v oblasti eluce analyttl maximalni, pro FMOC-CI
minimalni

"'|-
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VYN analyzy. standardu
glyf atu a AV AN KeIGIENNIHS

3400.0(rf
3200.00%
3000.00%
2800.00;
2600.00;
2400.0(rf
2200.0(rf

2000.00

1800.00

1600.00]

~

Fluorescence

1400.00

1200.00

Glyphosate - 10.151

1000.00]

800.00

600.00-]
400.00]
200.00-

0.00

-200.001

Minutes

VUV TGM Praha — 15.10. 2009



rloclneoean) te_s@/anyc-hd@ﬁ"*
S I — -
Poraditpikilderivat Gly, AMPA a FMOC-CI,

PioNmeritelnost koncentrace 0,05 pg/l je nutny objem

IestrHkL fa kolonu 50 pl
DEIEanalyzy vc. kondicionace 45 min

&= Poradi piktl obracené, FMOC-CI, Gly, AMPA
= Odezvy nizsi, koncentrace 0,05 pg/l neni méritelna
- Deélka analyzy 20 min

Nevyhodou podle literatury nizka zivotnost a zmeny
retencnich casti beéhem starnuti kolony
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NIEEOEi-100-5,G18-ABNET O™

V4 /L

0 Cologreldonlgiesle

SMIENGlonE provedena validacni mérent, tj. potvrzena
IREakta Kalibracnich krivek, overena mez stanovitelnosti
azjistena opakovatelnost celym postupem z
Vicenasobnych mereni na dvou koncentracnich urovnich
= Repg), = 16 %, Repyvps = 14 %

— - = - :
T — :-.' = e

—

— ,.?5ﬁtrola vyteznosti metody (spike 0,5 pg/l)
-~ Recg, = 74,9 %, ReCyypp = 97,6 %

¢ Overeno, ze stanoveni neni ruseno latkami pritomnymi
Vv realnych vzorcich
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ot 'ngrv@é[enska;@lﬂﬁ 7

IPBEET profills: 25 v Cechach, 21 na Morave
NOAbER/: Cervenec — rijen

0 "élosud zmérenych vzorkd: 83
ntrola sumy Ca+Mag:

U Jivéech < 3 mmol/l, tj. bez preupravy

_——
__d-
'-'

"-
a—
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“n

rensky

SNOIERtachiprehled idoesavadnichvasiedi
suaieVERITglyiosatu a AMPA (Jug/l)

ﬁfentraci 0,5 00075 1,0 - 1;0.5 35055350 6,5
ﬁzﬂ/ 11 prehrad 9 1 4 4

v 7.

Moriitarinlef\Vele

— AMPA
Rozmezi koncentraci <0,1 0,1-0,5
14 nalezll/ 12 prehrad 5 9
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Mom [0)] g-v%g.enskdym r%"'

D U ;J/ <z \/\ AMGHAT (\9 T cthvzerszicil Cule ’ﬂ

Lucina Boskovice
0,33 21/7/09 2,45 20/7/09 1,49
= — 3/8/ 09 3,05 11/8/09 534 20/8/09 6,33

8/9/09 6,11
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)| GIOVElENB/ZEPOSURISPEGIfikoVaRYAVARGIME.
(5@/21458:2008 Ize aplikovat na rutinni
stafiovent glyfosatuia AMPA ve vodnych vzorcich
/ 2uerzajistent deklarovane meze
I bwtelnostl 0,05 pg/l

—.'.--'-l-'
r.-'-.-

= Zdrover je nutné konstatovat, 7e priprava

g—

— vzorkt k méreni vyzaduje vysoky podil manualni

prace a je relativné casove narocna
» Hydroprojekt — priprava CSN ISO 21458
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