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Abstrakt:

Otravy pesticidnimi pfipravky jsou celosvétovym problémem. Pesticidy jsou chemikdlie urc¢ené
k eliminaci nezaddoucich organismd. Rada pFipravk( je pro svoji toxicitu zakdzand, ale stéle
dochazi k jejich zneuzivani. Problém nastava pfi dokazovani travicstvi kvali nedostatku dakazU.
Trasovani chemikalii pomoci chemickych atribuénich signatur je relativné novou metodou
pouzivanou ve forenznich védach, ale pesticidy jsou vtomto odvétvi malo prozkoumany.
V chemikaliich jsou vyhledavany charakteristické slouéeniny, které mohou poskytovat nezbytné
informace o vyrobé a pouzivani nedovolenych latek. Tato bakalarska prace se zabyva zneuzitim
pesticidnich pripravk( pfi nelegalnich otravach zvére. Zvlastni pozornost je vénovdna
karbofuranu, ktery je v Ceské republice nejcast&ji zneuzivanym pesticidem. Cilem
experimentalni ¢asti bylo analyzovat pripravky s karbofuranem a dokazat, Ze se jednotlivé

pripravky od sebe kvalitativné lisi.

Abstract:

Pesticide poisoning is a worldwide problem. Pesticides are chemicals designed to eliminate
unwanted organisms. Many products are banned due to their toxicity, but they are still being
abused. The problem arises in proving poisoning due to lack of evidence. Tracing chemicals
using chemical attribution signatures is a relatively new method used in forensic sciences, but
pesticides are understudied in this field. Characteristic compounds in chemicals are searched
for that may provide the necessary information about produce and use illicit substances. This
bachelor's thesis deals with the abuse of pesticide products in illegal poisoning of wildlife.
Special attention is paid to carbofuran, which is the most frequently abused pesticide in the
Czech Republic. The aim of the experimental part was to analyze carbofuran preparations and

to prove that individual preparations differ qualitatively from each other.
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1 Seznam zkratek
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Chromatography)
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2 Uvod

llegalni otravy jsou celosvétovym problémem. Traveni zvéfe pomoci pesticidl je nezakonné a
nebezpeéné. Podlehnout otravé mohou i jind zvifata, nez proti kterym nastrahy byli cilené
namiteny. Navic pouZiti takovych ndstrah proti ohrozenym a kriticky ohrozenym druhim muze
mit fatalni nasledky na jejich populace. Pesticidy jsou latky rdznych chemickych struktur,
vyvinuté k eliminaci nezadoucich organismu. Zvifata jsou travena pomoci nastrah obsahujici
toxické latky, jimiz velmi Casto jsou pravé pesticidni pfipravky. Nékteré pesticidy byly pro svoji
toxicitu zakdzany, ale stdle jsou zneuzZivany v ramci ilegalnich otrav (de Roma et al., 2018; Ruiz-
Suarez et al., 2015). Jednou z takovych toxickych latek je karbofuran, ktery je v Ceské republice
nejcastéji zneuzivan (Novotny et al., 2011). Karbofuran zpUsobuje akutni otravu jiz v malych
davkach, dochazi k reverzibilni inhibici acetylcholinesterazy, diky cemuz nastdva velmi bolestiva

smrt v dlsledku selhani dychaci soustavy (C. Gupta, 1994).

Zjistit, kdo zvife otravil je komplikované, predevsim kvuli nedostatku dikaz(. Relativné novou
metodou ve forenznich analyzach je identifikace chemickych atribucnich signatur. Jedna se o
identifikaci sloucenin, které se do ptipravk(l dostdvaji pti vyrobé ¢i dalsi manipulaci a jsou pro
né charakteristické. Nasledné porovnavani téchto nalezenych slouéenin ve vzorkdch se

slouceninami z vytvorenych databazi |ze vyuZit pfi identifikace zdroje v nelegdlnich ¢innostech.

Pfedmétem této bakalarské prace je reSerSe o pesticidech, jejich zneuzivani a analyze pfi
ilegdlnich otravach se zamérenim na konkrétni pesticidni latku karbofuran a moiné vyuziti
chemickych atribuénich signatur pti jeho trasovani a identifikaci pfi forenznich analyzach.
Vlastni experimentalni ¢ast se zabyva kvalitativni analyzou pesticidniho pfipravku Furadanu
s cilem nalezeni unikatnich sloucCenin. Z nize uvedené literarni reSerSe byly vyvozeny tfi
hypotézy. Prvni hypotéza fika, Ze jednotlivé SarZze Furadanu od stejného vyrobce se budou od
sebe liSit vyskytem charakteristickych slouc¢enin. Druhd hypotéza fika, Ze stejné detekované
slouceniny se budou lisit svymi odezvami v jednotlivych SarZich Furadanu. A posledni treti
hypotézou je tvrzeni, Ze Furadan, zabaveny pfi nelegdlni ¢innosti, bude také odliSitelny od

zbylych zakoupenych pripravkd.
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3 Teoreticka ¢ast

3.1 Pesticidni pFipravky

Pesticidni pFipravky jsou chemické latky uréené k hubeni Zivocicht, houbovych organismu nebo
plevell, které ohrozuji nejen zemédélské plodiny, ale i ostatni lesni a zahradni rostliny,
skladované potraviny a primyslové materidly. Nejvice se pouZzivaji na zemédélskych pldach, ale
uplatnéni nachdzi i v domacnostech, méstech nebo primyslu. V roce 1906 v Americe pfijali
prvni zdkon o Cistych potravindch a lécivech (PFDA, angl. Pure Food and Drug Act) a v roce 1910
prisSla prvni legislativa, zakon o insekticidech (Davis, 2014). Velky rozmach syntetickych
organickych pesticidd prisel pri 2. svétové valce. Cilem Némecka bylo vytvofit z insekticida
nervové latky pro vojenské Ucely, a tak vznikla velka skupina organofosforovych sloucenin,
které se dodnes pouzivaji jako pesticidy (R. Gupta, 2006). Diky uspéchlm téchto vyzkum( a
uspéchlim DDT, u kterého byly roku 1939 Dr. Paulem Mdillerem objeveny jeho insekticidni
vlastnosti, po roku 1945 prisel obrovsky rozmach vyroby pesticidnich pfipravk( (Cremlyn &
Seifert, 1985). U mnoho pesticidnich latek byla zjisténa vysoka toxicita a jejich vyroba byla
posléze zakdzdna. Velky obrat ptiSel roku 1962 s vydanim knihy Silent Spring od Rachel Carson,
kterd ve svém dile upozornila na rizika pouzivani nebezpecnych latek jako je tfeba DDT. Kniha je
mnohymi povazovana za pralomovou, jelikoz vedla ke vzniku ekologického hnuti a uvedeni

téchto problém( mezi verejnost (Vail, 2015).

3.1.1 Déleni pesticidl

Délit pesticidy miZzeme hned z nékolika hledisek. Nejcastéjsi déleni pesticidi je podle cilovych
organismu, zda jsou urcené k hubeni Zivocichd, rostlin ¢i hub, nebo podle pouzitych ucinnych
latek. Existuje, ale i dalsi déleni, jako je napf. podle zplsobu ucéinku na chranéné ploding,

pusobeni na skidci, pdvodu nebo podle Sifce Ucinnosti.
Jedno z nejcastéjsich déleni, podle cilového organismu, je nasleduijici:

1) zoocidy (proti zZivocichim),
a) insekticidy (hubeni hmyzu),
b) rodenticidy (hubeni hlodavci),
¢) nematocidy (hubeni had3atek),
d) moluskocidy (hubeni mékkysa),

e) akaricidy (hubeni roztoc),



2) herbicidy (proti rostlinam),

3) fungicidy (proti houbam) (Cremlyn & Seifert, 1985).

Zoocidy jsou velmi rozsdhlou skupinou, ktera se déli na mnoho podskupin a vySe zminéné jsou

jedny z nejcastéji pouzivanych.

Druhym nejcastéjSim zplUsobem, jakym jsou pesticidy klasifikovany je podle jejich chemické

struktury a podle tohoto kritéria se déli do 4 hlavnich skupin na:

1) organochlorové slouceniny,
2) organofosfatové slouceniny,
3) karbamatové slouceniny,

4) pyretroidy (Prieto Garcia et al., 2012).

Kromé téchto hlavnich skupin existuje fada dalSich, ovSsem méné pouzivanych, kterymi jsou:
5) fenoxyalkanové slouceniny,
6) slouceniny na bazi mocoviny,
7) triazinové a diazinové slouceniny,
8) latky na bazi bipyridyl(,

9) Iatky na bazi toxickych kovl (ALS Environmental, 2015).
Podle zplsobu ucinku, tedy jakym zplsobem interaguji s oSetfovanou rostlinou, se déli na:

1) kontaktni (Ucinnd latka zOstdvd na povrchu rostliny a plsobi pfi pfimém styku se
Skadcem),

2) systémové (pronikaji do rostlinnych pletiv a cela rostlina se stava jedovatou pro sklidce),

3) pozerové (vstup pres travici Ustroji),

4) respiracni (vstup pomoci dychaciho Ustroji) (Dirlbek, 1980).

Kontaktni pesticidy patfi mezi prvné pouzivané a az pozdéji byli vynalezeny lepsi pesticidy se
systémovym ucinkem (Cremlyn & Seifert, 1985). Dlvodem opozZdénéjsi aplikace je jejich
selektivita, nebot vynalézt herbicid, ktery neposkodi oSetfovanou plodinu, zatimco zlikviduje
plevel, je znacné obtiznéjsi (Cremlyn & Seifert, 1985). Kontaktni pesticidy maji fadu nevyhod, a
proto byli vyménény za ty se systémovym ucinkem. DuleZitou nevyhodou muize byt zavislost
ucinku na povétrnostnich podminkach nebo v pfipadé herbicidd, plsobicich jen na zasazeném

misté, nedojde ke zniceni celé rostliny (Cremlyn & Seifert, 1985).



Z hlediska plGvodu se pesticidy déli na pfirodni a syntetické a z hlediska jejich uUcinnosti na
selektivni, Sirokospektralni nebo totalni. Selektivni pfipravky jsou zaméfeny na Uzkou skupinu
organismu, zatimco Sirokospektrdlni jsou ucinné proti SirSimu spektru organismi. ZpUsoby
aplikace jsou taky velmi pestré. Pfipravky mohou byt aplikovany ve vsech 3 skupenstvich, at uz

formou postfikd, zalivek, granuli, aerosoll nebo fumigantu.

3.1.2 Toxicita pesticidd

Odhaduje se, Ze az 90 % aplikaci zemédélskych pripravkd se vibec nedostane k cilovym
organismim proti kterym jsou namireny (Donovan et al., 2011). U vétsiny pfipravkd je jejich
ucinek mnohem rozsahlejsi, nez se predpokladalo. Neziadouci ucinky se mohou projevit
okamzité, ale i po delsi dobé, nebot mnoho latek je perzistentnich nebo maji kumulativni
vlastnosti. Rezidua pesticidd jsou znamymi kontaminanty Zivotniho prostredi, které mizeme
detekovat v tkanich lidi, zvifat nebo ve vodé (Milatovic et al., 2006). Expozice pesticidm m{ze
zpusobovat neurologické, psychiatrické, imunitni, metabolické a endokrinni poruchy a mnohdy
jsou pesticidy karcinogenni ¢i mutagenni (Prieto Garcia et al., 2012). Podle svétové zdravotnické
organizace (WHO, z angl. World Health Organization) se odhaduje, Ze dojde az k 1 milionu
akutnich otrav ro¢né zplsobenych pesticidy s umrtnosti 0,4-1,9 % (Prieto Garcia et al., 2012).
WHO také zavedla klasifikaci pesticid( podle hodnot dermalni a oralni LDs, (z angl. Lethal Dose)
u potkana zohlednuijici jejich toxicitu, kterd je uvedena v tabulce 1. LD< je smrtelna davka, jejiz

poddni zpUsobi smrt u 50 % testovanych jedinc.

Tabulka 1: Klasifikace pesticid( na zdkladé hodnot ordIni a dermdlini LDs, u potkana. Pfevzato a upraveno
od WHO, 2019.

LDs, pro potkana (mg/kg télesné

hmotnosti)
Trida Oralné Dermalné
la Extrémné nebezpecné <5 <50
Ib Vysoce nebezpecné 5-50 50-200
Il Stfedné nebezpecné 50-2000 200-2 000
1] Mirné nebezpeéné Pfes 2 000 Pres 2 000

Pravdépodobné neni akutné

U 5000 a vice

nebezpecné




3.2 Problematika ilegalnich otrav

PfestoZe je v Evropské unii (EU) v dneSni dobé umysiné otrava zvifat nezdkonnd, v minulosti
byly jedy hojné pouzivany a tento jev mize byt hluboce zakorenén ve spolecnosti. Cilem mohou
byt volné Zijici, domaci i hospodarska zvitata, kterd jsou lidmi povaZovana za Skodliva pro jejich
¢innosti, jako je napr. zemédélstvi ¢i chov. K otravé dochdzi pomoci nastrah, které mohou byt
rdzného typu. VétSinou byvaji pfizpisobené potravé organismu, na ktery jsou namifreny.
Pouzity mohou byt rGzné druhy toxickych latek, avSak velmi c¢asto se v nastrahach nachazi
pesticidy jako travici latka. Chiari a kol. uvadi, ze az 50,3 % otravenych nastrah bylo pozitivni

pravé na pesticidy (Chiari et al., 2017).

3.2.1 Nejcasteji zneuZivané pesticidy

Nejcastéji zneuzivané pesticidy pro otravy jsou z fad insekticidli (Chiari et al., 2017; Novotny et al.,
2011; Ruiz-Sudrez et al., 2015; Wang et al., 2007). Napf¥. Chiari a kol. uvadi, Ze z 956 analyzovanych
nastrah byly pfitomny z 53,2 % insekticidy, 34,3 % rodenticidy, 12,3 % moluskocidy a pouze 0,2
% tvofily herbicidy (Chiari et al., 2017). Tomu vSak nemusi byt vSude stejné. Napt. de Roma a kol.
nebo di Blasio a kol. uvadi nejvétsi zastoupeni rodenticidd. V jedné studii byla u vzork( ze zvirat
potvrzena pfitomnost rodenticidd az v67,4 % a insekticidd jen v 15,5 %, zatimco
v analyzovanych nastrahach byl podil téchto dvou skupin zhruba stejny (di Blasio et al., 2020).
Davod, pro¢ vzorky z uhynulych zvifat v této studii byly pozitivni priblizné ctyrikrat vice na
rodenticidy nez na insekticidy, zatimco analyzované nastrahy obsahovaly témér stejné podily, je
vysvétlovan pritomnosti vice faktor(. Insekticidy v organismu mohou mit rychlejsi tkarnovou
distribuci a metabolizaci oproti rodenticiddm nebo fakt, Ze rodenticidy obsahuji chutové latky,
¢imZ mohou byt zvifaty preferovdny v konzumaci (di Blasio et al., 2020). Je zajimavé, Ze vySe
zminéné studie byly provadény v Itdlii a priblizné ve stejném obdobi, a presto jsou takto

odlisné.

V zavislosti na chemické strukturfe jsou nejbéinéjsimi skupiny pesticidl zpUsobujici otravy
v Evropé organofosfaty, karbamaty a antikoagulacni rodenticidy (Berny, 2007). Studie se od
sebe procentudlnim zastoupenim typl pesticidd lisSi. Nékteré uvadi nejvétsi podil karbamatd
(Wang et al., 2007), jiné nejvétsi zastoupeni organofosfatll (Garcia-Repetto et al., 1998) a nékteré
zase nejvétsi podil organochlorovych sloucenin (Chiari et al.,, 2017). Neobvykld neni ani

pfitomnost vice nez 1 pesticidu v ndstraze (Chiari et al., 2017; di Blasio et al., 2020).



Nékteré pesticidni pfipravky jsou vice preferovany travi¢i neZz ostatni. Z karbamatl je to
karbofuran (Chiari et al., 2017; de Shoo et al., 1999; Novotny et al., 2011; Ruiz-Sudrez et al., 2015;
Wang et al., 2007) a aldikarb (de Shoo et al., 1999; Ruiz-Sudrez et al., 2015), z organofosfatl
methamidofos (Chiari et al., 2017), mevinfos a parathion (de Shoo et al., 1999),
z organochlorovych slouéenin endosulfan (Chiari et al., 2017; de Roma et al., 2018; di Blasio et al.,
2020) a ze skupiny antikoagulaénich rodenticidd je vyznamny brodifakum, bromadiolon nebo
kumatetralyl (Chiari et al., 2017; di Blasio et al., 2020; Ruiz-Suérez et al., 2015). Preferovany vybér
téchto latek neni nahodny a souvisi s jejich toxicitou. Byla zjisténa znacna korelace mezi
hodnotami LDs, téchto latek a jejich Cetnosti otrav (Martinez-Haro et al., 2008). Pro predstavu

jsou hodnoty LDs, uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2: Hodnoty ordlni LDs, pro potkana vybranych pesticidnich Idtek. Pfevzato od Martinez-Haro a
kol, 2008. a upraveno.

Oralni LDs, pro
Sloucenina
potkana (mg/kg)
Brodifakum 0,16
Aldikarb 0,65
Bromadiolon 0,7
Karbofuran 9,55
Parathion 16
Methamidofos 17,25
Endosulfan 89,00

3.2.2 Trend v ilegalnich otravach pesticidy

Ve viceletych studiich dokonce zaznamenali i sezénni zménu v otravach. Vyssi pouzivani
otravenych ndstrah v zimé a na zaddtku jara oproti jinym ro¢nim obdobim bylo zaznamendano
hned v nékolika studiich (Bille et al., 2016; Chiari et al., 2017). Zajimavé je, Zze de Roma a kol., ktefi
uvadeéli ve své studii jiné zastoupeni pesticidd pfi otravach, uvadi i jiné sezénni rozloZeni otrav.
Nejvétsi trend zaznamenali na prelomu jara a léta (de Roma et al., 2018). Sezdénni rozlozeni
nastrah by mohlo poukazovat na to, Ze traviéstvi neni nahodilé, ale cilené zamérené. Kladeni
nastrah v predjafi by mohlo byt podminéno narozenim mladat a vyssim tlakem na jejich

odstranéni.



Otrava pesticidy mUZe nastat po schvdleném poufziti, nespravném pouZiti, Gmyslném zneuziti,
nebo muze nastat incident, kde vysledky byly nejednoznacné (de Shoo et al., 1999). Nékteré
slouceniny byly jiz v minulosti pro svoji toxicitu v Evropské Unii zakazany, presto nékteré z vyse
uvedenych studii byly provedeny v dobé, kdy pouZivani pesticidl, obsahujici tyto slouceniny,
jeSté nebylo zakazano. V takovém pfipadé by ve vysledcich nebylo zahrnuto pouze nelegalni
zneuzivani téchto pripravkl k otravam, ale i otravy zplisobené po legalni aplikaci. Oviem uz
tehdy se vzemich se systémem registrace incidentl otrav prokazalo, Ze Umyslné zneuZiti
takovych ptipravkd tvofi 53-66 % ze vSech pfipad(l (de Shoo et al.,, 1999). Kromé umysiného
zneuziti existuje i mnoho pfipadd, kdy presnd pfri¢ina nebyla prokazana, ale pfi zvazeni
prokazanych sloucenin a druh( obéti je velmi pravdépodobné, Ze se také jednalo o umysiné
zneutiti, coz by znamenalo mnohem vétsi podil nez, je vyse uvedeno (de Shoo et al., 1999).
Umyslnost byla dokladovdna nadmérné vysokou koncentraci toxické latky (Ruiz-Sudrez et al.,

2015).

Po zakazu pesticidnich pfipravk( se ocekdval vyznamny pokles v jejich pouziti pfi otravach kvuli
nizsi dostupnosti. Takova situace ale nenastala a stdlé pouzivani i po zakazu bylo prokazano
napt. u karbofuranu, endosulfanu, methamidofosu nebo aldikarbu (Chiari et al., 2017; de Roma et
al., 2018; Ruiz-Sudrez et al., 2015). Ruiz-Suarez a kol. dokonce identifikovali karbofuran a aldikarb
v 75 % otravenych zvifat a az v 93,8 % otravenych nastrah v dobé, kdy uz byly zakdzané (Ruiz-
Sudrez et al.,, 2015). To pak vzbuzuje znepokojujici otdzku, kde a jak jsou tyto slouceniny
obstaravany. UvaZované mohou byt staré zasoby z dob, kdy pripravky byly legdlni nebo jejich
ilegalni obchodovani na ¢éerném trhu. Snadnd dostupnost na trhu a dostupnost v riznych
pevnych i kapalnych formach mohla byt dalsi pri¢innou oblibenosti opakované pouzivanych
pripravkd. OvSem jejich stalé pouZivani i po zakazu toto vyvraci, a naopak poukazuje na znalosti

travi¢l ohledné jejich toxicity (Martinez-Haro et al., 2008).

Je obecné zndmo, Ze zvifata, kterd umiraji nebo maji bolesti, jsou na méné viditelnych mistech
(nory, hnizda, nepfistupna mista) a proto ne vidy jsou po otravé objevena. Navic ne vSechna
otravena zvirata jsou odeslana na toxikologicky rozbor, tedy pocet takto otrdvenych zvifat muze

byt mnohem vétsi.

3.2.3 Analyza rezidui pesticidl

Vzorky, ze kterych jsou pesticidy analyzovany, mohou byt rlznych matrici. MlzZe se jednat o

biologické vzorky jako je krev, mo¢, Zlu¢, obsah Zaludku, stfev a jatra nebo otravené nastrahy,
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které se nejCastéji skladaji z béznych potravin, predevsim z masnych vyrobkd nebo syrli (de
Roma et al., 2018). V pfipadé nalezu uhynulé zvére nebo nastrahy se jen velmi zfidka dad poznat
jaky druh pesticidu byl pouZit, a tedy jaky je potieba cilené detekovat. Casto se proto jednd o

vvvvv

velmi heterogennich matricich.

Obecny postup analyzy sestava ze tfi zakladnich ¢asti, jimiz jsou izolace analytu z matrice,
purifikace a odstranéni matricovych sloZek a vlastni kvalitativni a/nebo kvantitativni analyza,

nejcastéji chromatografického typu.

3.2.3.1 Pfiprava vzorku

Jaka izola¢ni metoda, extrakéni rozpoustédla a postupy purifikace jsou vybrany zalezi na povaze
analytu i matrice. Nejcastéji volenymi rozpoustédly jsou aceton, acetonitril, methanol,
dichlormethan, ethylacetat, diethyl ether, voda, n-hexan a jejich smési s riznymi podily (Luzardo
et al., 2014). N-hexan je vhodny pro extrakci z vodnych matric a acetonitril z tukovych tkani,
protoZe ty jsou v acetonitrilu Spatné rozpustné (Zayats et al., 2013). Valna vétSina pesticidl je
hydrofobni, nejvice pyrethroidy (zayats et al., 2013). Izolace a purifikace jsou velmi dllezité
kroky, jelikoZz matricové komponenty mohou negativné ovliviiovat chromatograf a samotné

stanoveni.

Nejcastéji pouzivand metoda pro izolaci analytu pfi stanoveni pesticidd je extrakce tuhou fazi
(SPE, z angl. Solid Phase Extraction). Principem SPE je sorpce a naslednd desorpce analytu nebo
matrice na sorbent ve formé disk(l nebo kazet umistény v koloné. Existuje modifikace, kdy je
sorbent umistén v pipetové Spicce (Hernandez-Mesa & Moreno-Gonzalez, 2022). Sorbenty jsou
z rlznych material(l, nejcastéji pouzivany je primarni-sekundarni amin (PSA), Florisil (kfemicitan
horecnaty), oxid hlinity, modifikované silikagely (Cis, Cs Cs) nebo grafitizované saze (GCB, z angl.
graphitized carbon black) (Anastassiades et al., 2003; Barker, 2007; Schenck & Hobbs, 2004; Usui et
al., 2014). Pro vzorky s vysokym obsahem tuku byly vyvinuty sorbenty jako je Z-sep (sorbent na
bazi zirkonia) nebo EMR-Lipid pro selektivngjsi Cisténi (Hernandez-Mesa & Moreno-Gonzdlez,
2022). Nejoblibenéjsi z mikroextrakci je mikroextrakce na pevné fazi (SPME, angl. Solid Phase
Micro Extraction), ktera se pouZiva pro kapalné vzorky, zahrnujici extrakci na tenké vldakno
z taveného oxidu kfemicitého potaZeného stacionarni fazi (Hernandez-Mesa & Moreno-Gonzalez,

2022; Tekel et al., 2001).
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Dalsi vyuzivanou metodou muZe byt superkriticka fluidni extrakce (SFE, z angl. Supercritical
Fluid Extraction), extrakce kapalina-kapalina (LLE, z angl. Liquid-Liquid Extraction), matricova
disperze v pevné fazi (MSPD, z angl. Matrix Solid Phase Dispersion), imunoafinitni extrakce (IAE,
z angl. Immuno-Affinity Extraction), gelova permeacni chromatografie (GPC, zangl. Gel
Permeation Chromatography) nebo novd metoda extrakce QUEChERS (z angl. Quick, Easy,

Cheap, Effective, Rugged and Safe) (Anastassiades et al., 2003; Barker, 2007; Herndndez-Mesa &
Moreno-Gonzélez, 2022; Luzardo et al., 2014; Schenck & Hobbs, 2004; Tekel et al., 2001; Usui et al.,

2014).

U MSPD je pevny nebo polotuhy vzorek michan s pevnym nosnym materialem s navazanou fazi,
¢imZ spojuje homogenizaci vzorku a extrakci analytu do jednoho kroku (Barker, 2007). To je
vyhodou, jelikoz tradi¢ni SPE vyZaduje, aby byl vzorek pted pridanim do SPE kolony jiz
v kapalném stavu, ¢imZ se omezuje pouzivani rozpoustédel a dalsi manipulace. Nevyhodou ale

je, Ze vzorek musi mit nizky obsah tukd a nemél by byt Uplné bezvody (Tekel et al., 2001).

Stejné jako u SPE je LLE pouZitelna pouze pro kapalné vzorky, navic extrakty z LLE obsahuji vice
rusivych latek neZz extrakty z SPE (Usui et al., 2014). SFE ma vysoké izolacni i purifikacni acinky,
jelikoz superkritickd kapalina dobfe pronika matrici, ale nevyhodou jsou velké poZadavky na
Cistotu CO, a vysoké naklady (Tekel et al., 2001). Obvykle se SFE pouZivad predevsim pro pevné
matrice, jelikoZ obsah vody ve vzorku ma nepfiznivy vliv na vytéZnost, a proto je metoda

vhodnad pro bezvodé vzorky nebo se pridava dehydrataéni material (Tekel et al., 2001).

IAE se pouziva pro kapalné vzorky, vyhodou je moZnost vyuZivani pouze methanolu jako
rozpoustédla a moZnost regenerace kazet, ale nevyhodou je moZnost afinity na strukturné

podobné slouceniny a narocnost vyroby protilatek (Tekel et al., 2001).

Nejvétsim problémem pfi extrakcich obecné byva velkd pritomnost lipidd ve vzorku a pro
takové vzorky se Casto vyuzivd metoda GPC (Luzardo et al., 2014), jejiz principem je separace
podle molekulové hmotnosti. PouZiva se jako dodatecny purifikaéni krok pro kapalné matrice.
Pesticidy maji v porovnani s lipidy, polysacharidy nebo bilkovinami mnohem mensi molekuly,
které pronikaji hloubéji do porli gelu, zatimco vétsi molekuly jsou rychleji undSeny mobilni fazi a
tim ucinné separovany. Mohou byt vyuzity i dalsi interakce s gelem, napf. adsorpce nebo

polarita.

Relativné novou a velmi slibnou metodou je QUEChERS, jejiz nazev je zkratkou pro ,rychlou,

snadnou, levnou, efektivni, robustni a bezpeénou metodu” a kterou v roce 2003 vyvinuli pro
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stanoveni pesticid(l v potravindch (Anastassiades et al., 2003). Principem metody je extrahovani
10 g pevného vzorku intenzivnim michdnim s 10 ml acetonitrilem, prebytecnd voda je dale
odstranéna vysolovanim pomoci soli NaCl a MgS0O, a nasledné je vzorek michan s SPE
sorbentem jako purifikacni krok (Schenck & Hobbs, 2004). Klasicka SPE je ¢asové ndrocnd a
pracna, zatimco zpracovani vzorku, od homogenizace po purifikaci, touto metodou zabira pouze

5 minut (Usui et al., 2014).

Navic neni zapotiebi zddné specialni vybaveni (homogenizatory a mixéry) a spotiebuje se u
toho minimalni mnozstvi rozpoustédel (Anastassiades et al., 2003). Metoda byla vyvinuta pro
stanoveni pesticidi z potravin, ale Usui a kol. metodu modifikovali pro biologické pevné i
kapalné vzorky (Usui et al., 2014). BéZné se ve forenznich toxikologickych analyzach odebiraji
vzorky krve a modi, jelikoZ se s nimi dobfe manipuluje, ale ne vzZdy je to mozné. PrfedevsSim u
mrtvych zvifat, a proto modifikaci této metody jesté rozsitili na stanoveni z jater (Usui et al.,
2014). Navic v této studii dolozili, Ze vzorky jater mohou obsahovat mnohem vétsi koncentrace
jedl nez jejich pfislusné vzorky krve (Usui et al., 2014). Tato metoda je prozatim nejvhodnéjsi
volbou pro stanovovani rezidui pesticidll, ale vzorky po této Upravé mohou obsahovat vétsi

mnozstvi matricnich [atek (Herndandez-Mesa & Moreno-Gonzalez, 2022).

3.2.3.2 Chromatograficka analyza pesticid(

V soucasnosti se pro kvalitativni a/nebo kvantitativni stanoveni rezidui vyuziva kapalinova (LC,
z angl. Liquid Chromatography) nebo plynova chromatografie (GC, z angl. Gas Chromatography)
ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (MS, z angl. Mass spectrometry). Metody jsou oblibené
diky vysoké citlivosti, selektivité a schopnosti stanoveni vice pesticidl z rlznych ttid ze slozitych
matric (Stachniuk & Fornal, 2016). LC nebyla dfive tolik pouzivana, protoze byla spojovana
s detektory diodového pole, UV nebo fluorescenénimi detektory, které jsou méné selektivni a
citlivé nez GC systémy, ale po vyvinuti novych detekénich metod na principu MS se dostala do

popredi (Alder et al., 2006).

S vyvojem technologii se preSlo na vysokoucinnou kapalinovou chromatografii spojenou
s hmotnostni spektrometrii (HPLC-MS, z angl. High-Performance Liquid Chromatography) nebo
ultra vysokoucinnou kapalinovou chromatografii spojenou s hmotnostni spektrometrii (UHPLC-
MS, z angl. Ultra High-Performance Liquid Chromatography) diky zvysené rozliSovaci schopnosti
a moznosti stanoveni nizsich limit( kvantifikace (Hernandez-Mesa & Moreno-Gonzalez, 2022).

VétsSina postupu vyuzivd metodu HPLC s reverzni fazi s pouZitim gradientové eluce s linedrnim
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zvySenim podilu organického rozpoustédla, ¢imz jsou hydrofilni molekuly eluovany jako prvni,
nasleduji molekuly s niZsi polaritou az nakonec jsou eluovany hydrofobni molekuly. Pro zlepseni
separace se pridava organicka kyselina, nejéastéji mravenci nebo octova (Stachniuk & Fornal,
2016). Pomoci HPLC se obvykle stanovuji polarni, netékavé latky a pomoci GC nepoldrni a tékavé
latky. Netékavé latky lze stanovit i pomoci GC, ale je nutné je derivatizovat, coZ je narocné.
HPLC je mnohem citlivéjsi na stanoveni rezidui pesticid(i, obecné dokdaze analyzovat mnohem
vétsi rozsah analytll neZz GC (Stachniuk & Fornal, 2016), ale napf. organochlorové pesticidy a

pyrethroidy jsou Iépe stanovitelné pomoci GC (Alder et al., 2006).

3.2.3.3 Poutziti hmotnostni spektrometrie jako detektor pro stanoveni pesticidu

Hmotnostni spektrometr méfri pomér hmotnost/naboj (m/z) nabitych molekul a sklada se ze tfi
zakladnich ¢asti. Z iontového zdroje, ktery prevadi analyt do ionizovaného stavu, analyzatoru,
kde jsou vzniklé ionty separovany podle pfislusnych hodnot m/z a detekéni ¢asti, kde jsou ionty

zaznamenavany (Stachniuk & Fornal, 2016).

Nejcastéji pouzivané ionizacni metody pro stanoveni rezidui pesticidd u systému HPLC-MS je
elektrosprejovd ionizace (ESI, zangl. Electrospray lonization) a chemickd ionizace za
atmosférického tlaku (APCI, z angl. Atmospheric-Pressure Chemical lonization) (Stachniuk &
Fornal, 2016). Obé metody se radi mezi mékké ionizace (tvofi se prevainé molekulové ionty)
(Herndndez-Mesa & Moreno-Gonzalez, 2022). ESI je zakladni metoda urcéend pro stfedné a vysoce
polarni Iatky pouZivana v pozitivnim i negativnim maddu iontd, kdy jsou detekovany pravé jen
prislusné pozitivné nebo negativné nabité ionty (Stachniuk & Fornal, 2016). Principem ionizace
pomoci ESI je vkladani vysokého napéti na kapilaru, kterou je veden eluent, a ndsledné
vystaveni nebuliza¢nimu plynu a elektrickému poli, ¢imZ vznikaji nabité aerosolové kapicky
(Stachniuk & Fornal, 2016). APCI je podobnd metoda, pouziva se k analyze mensich a tepelné
stabilnéjSich molekul se stfedni a nizkou polaritou (Stachniuk & Fornal, 2016). U této metody je
eluent preveden do plynné faze vlivem zahtivani a plisobenim nebuliza¢niho plynu a nasledné
ionizovan pomoci kordnového vyboje na elektrodé (Stachniuk & Fornal, 2016). Pro stanoveni
pesticid z potravin ve spojeni s HPLC-MS se APCl pouZivd méné neZ ESI a vétSinou jen
v pozitivnim mddu (Hernandez-Mesa & Moreno-Gonzélez, 2022; Stachniuk & Fornal, 2016). U GC se
nejcastéji pouziva elektronova ionizace (El, z angl. Electron lonization), cozZ je typ tvrdé ionizace

(vznikaji fragmentované ionty), jejiz principem je vznik iontd srazkami molekul analytu
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s proudem elektron( z externiho zdroje (Herndndez-Mesa & Moreno-Gonzalez, 2022; Stachniuk &

Fornal, 2016).

Analyzatorem, pouzivanym pro multirezidualni analyzu pesticidd v hmotnostni spektrometrii,
byva kvadrupdlovy hmotnostni analyzator (Q-MS, z angl. Quadrupole), analyzator doby letu
(TOF-MS, z angl. Time-Of-Flight) nebo hmotnostni analyzator na principu iontové pasti (IT-MS,
z angl. lon Trap) (Stachniuk & Fornal, 2016). Nej¢astéjsi modifikaci hmotnostniho spektrometru je
sériové zapojeni nékolika analyzatord, stejného i jiného typu, za sebou (Stachniuk & Fornal, 2016).
Tandemovym zapojenim hmotnostni spektrometrie se zvysSuje separacni Ucinnost, zlepsSuje se
selektivita i citlivost (Stachniuk & Fornal, 2016). NejvyuZivanéjsi ve spojeni s HPLC pro stanoveni
pesticid( je trojity kvadrupdl hmotnostni spektrometrie (QqQ-MS), kde prvni a treti kvadrupdl
slouzi jako hmotnostni filtr a prostfedni jako kolizni burika, nebo kvadrupdlovy hmotnostni
spektrometr doby letu (Q-TOF-MS), ktery je podobny jako QqQ-MS, jen je tfeti kvadrupdl

nahrazen TOF analyzatorem (Stachniuk & Fornal, 2016).

3.3 Karbofuran

Karbofuran je toxicka sloucenina, ktera se pouziva jako ucinnad latka v pesticidnich pfipravcich. V
roce 1967 byl uveden na trh firmou FMC (Food Machinery Corporation) pod obchodnim
nazvem Furadan jako Sirokospektrdlni nematocid (Richards, 2011). Po objasnéni toxickych
ucinkG a po mnohych incidentech otrav zvirat i lidi se zacalo uvaZovat o zakazu této latky,
ovsem jesté v dnesni dobé existuji zemé, které povoluji jeho aplikaci. Od roku 2008 je jakékoliv
pouziti pripravkl s obsahem karbofuranu zakdzdno v ¢lenskych zemich Evropské Unie (EU,
2008b), ale stdlou vyrobou a pouZivanim v ostatnich zemich ¢asto dochazi k nelegalnimu
zneuZivani napf. i v Ceské republice. Karbofuran patfi do skupiny karbamatovych pesticidd,

vyznacujicich se pritomnosti karbamatové skupiny, kterd je zndzornéna na obrazku 1.

Obrdzek 1: Karbofuran, cervené vyznacena karbamdtovd skupina.
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3.3.1 Vlastnosti

Systematickym ndzvem podle Mezinarodni unie pro Cistou a aplikovanou chemii (IUPAC, z angl.
International Union of Pure and Applied Chemistry) se sloucenina nazyva 2,3-dihydro-2,2-
dimethyl-7-benzofuranyl-N-methylkarbamat. Jedna se o bilou krystalickou latku bez zapachu,
kterd je nebezpecna pro organismy pfi poziti, kontaktu s kGzi i vdechovani a ktera je vysoce
toxickd pro vodni organismy akutné i chronicky (EU, 2008a). Karbofuran je sice rozpustny
v poldrnich i nepoldrnich rozpoustédlech, ale pesticidni pripravek Furadan, ktery obsahuje
vétSinou 3-15 % karbofuranu a uz tolik rozpustny neni. Granule Furadanu jsou na bazi oxidu
kfemicitého (FMC, 2013), ktery je v béznych rozpoustédlech nerozpustny. Nejcastéji se vyrabi
ve formé fialovych kuli¢ek, které jsou zapracovany do pldy a nasledné se pozvolna uvoliuiji, ale

muZze byt pouzivan i jako kapalny ptipravek.

Pti oralnim poziti je karbofuran plné absorbovan, rovnhomérné distribuovan a biotransformovan
(Ferguson et al., 1984). Pfi metabolizaci vznikd mnoho vedlejsich produktd, ale hlavni metabolity,
které primarné vznikaji jsou 3-hydroxykarbofuran, 3-ketokarbofuran, 3-ketokarbofuran-fenol a
jejich prislusné konjugdty (Metcalf et al.,, 1968). Metabolity karbofuranu tvori konjugaty
s kyselinou glukuronovou a sulfatem (Ferguson et al., 1984), ¢imZ se stavaji vice polarnimi a

ndsobné rozpustnéjsimi ve vodé, coz je dulezité pro eliminaci toxické latky z organismu.

3.3.2 Toxicita a jeji mechanismus

Karbofuran patfi mezi jedny z nejvice toxickych latek pouzivanych v zemédélstvi. Na zakladé
hodnot oralni LDs, pro potkana (8 mg/kg) WHO rozhodlo o zafazeni do kategorie Ib, tedy do
kategorie vysoce nebezpecénych latek (WHO, 2019). Jednd se o latku, ktera je toxicka od zacatku
expozice, nepotfebuje Zadnou metabolickou aktivaci a je pfimym inhibitorem enzymu

acetylcholinesterazy (AChE), stejné jako ostatni karbamatové insekticidy (Mineau et al., 2011).

Na enzym se mlze navazat substrat za vzniku enzym-substratového komplexu. Mista, kde se
mUzZe substrat navazat jsou dvé, nazyvaji se anionické a esteratické misto. AChE patfi mezi
serinové hydrolazy, zplsobuje rozklad neurotransmiteru acetylcholinu (ACh) hydrolyzou za
vzniku cholinu a acetatu (Thapa et al., 2017). K této hydrolyze dochazi v esteratickém misté, kde
se nachazi aminokyseliny serin a histidin (C. Gupta, 1994). Vznikla acetylova skupina se vaZze na
hydroxylovou skupinu serinu, ¢imzZ je enzym acetylovan (C. Gupta, 1994). To netrva dlouho,
jelikoZ je tato vazba velmi rychle hydrolyzovana a enzym AChE se obnovuje. V pfipadé otravy

karbofuranem dochazi k velmi podobné reakci. Karbofuran plsobi jako substrat, dochazi
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k rozStépeni na karbofuran-fenol a karbamylovou skupinu, kterd se vdZe na hydroxylovou
skupinu serinu (C. Gupta, 1994). Inhibice karbamatem je reverzibilni, jelikoz vznikla
karbamylovd forma AChE je spontdnné hydrolyzovdna (Picciotto et al., 2012), narozdil od
organofosfatovych pesticidd, které inhibuji ireverzibilné. AChE je sice regenerovana odstépenim
N-methylkarbamové kyseliny, ale reakce je fadové pomalejsi nez v pripadé acetylové skupiny
(C. Gupta, 1994). V momenté, kdy je AChE takto inhibovdna, neni schopna hydrolyzovat ACh,
ktery se diky tomu hromadi v synapsich. Kromé inhibice AChE mUZe blokovat i jiné enzymy
obsahujici serin, jimiz jsou napriklad karboxylesterazy a bytyrylcholinesterazy (C. Gupta, 1994).

Mechanismus inhibice AChE karbofuranem je zndzornén na obrazku 2.

™, _CH,
ey TCH,
HiC
e o,
e TGH,
HiC T
=, - —_— . NH I -
Anionicke misto | pigligin s&rin Anionické miste | pictidin zefin
Esteraticks misto Estermaticks misto
acetylcholinesteraza
4 komplex karbofuran-AChE
karbofuran fenol
T _TH,
] ,*"._H_| M-methylkarbamovs kysding
HE HiC i
Y
HyC 8 )
HH - PHO
" “ —h- . .
Anionicke misto | nigtigin  serin | Anionicks misto | h|5:_|:if-:ir| .-'=ri"

Esteraticks misto Esteraticke misto

Karbamylovana forma AChE
4 Zregenerovana AChE

Obrdzek 2: Schéma mechanismu inhibice acetylcholinesterdzy karbofuranem. Prevzato od Gupta C. 1994
a upraveno.

Akutni toxicitu zplsobuje pravé karbamatova skupina. Ze skupiny karbamatl se karbofuran
ukazuje jako nejucinnéjsi inhibitor diky svoji jednodussi struktufe. Obecné u karbamatu se ICs
(koncentrace latky, ktera zpUsobi 50 % inhibici, z angl. Inhibitory Concentration) sniZuje, ¢im

delsi a objemnéjsi je postranni retézec latky (Hermona Soreq & Haim Zakut, 1989).
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ACh je jednim z nejduleZitéjsSich neurotransmiterd, jelikoZ ovliviiuje fadu kritickych funkci, ale je
také neuromoduldtorem, ¢imz méni drazdivost neurond a tim prlbéh synaptického prenosu
(Picciotto et al., 2012). Pasobi jako neurotransmiter nejen v centrdlni nervové soustavé (CNS),
ale vramci periferni nervové soustavy (PNS) se objevuje ve vSech autonomnich gangliich a

v mnoha autonomné inervovanych orgdnech (Colovic et al., 2013).

ACh stimuluje jak muskarinové, tak nikotinové receptory. Pfi jeho nadmérné akumulaci
v synaptickych Stérbindch dochazi k nadmérné stimulaci téchto receptorli a ndsledné ztraté
citlivosti (Milatovic et al., 2006). Muskarinové ucinky jsou charakteristické predevsim vlivem na
parasympatikus, projevujici se jako slinéni, slzeni, zvraceni, kiece, mizZe dojit k posSkozeni
dychaciho a srdecniho systému (R. Gupta, 2006). Nikotinové ucinky se projevuji v sympatiku a

maji za nasledek svalovy tres aZz tézkou svalovou paralyzu (R. Gupta, 2006).

3.3.3 Cilové organismy otrav

Cilovymi organismy mohou byt jakakoliv zvifata. Casto jsou postihovana volné Zijici zvitata,
z nichZ to pfi Umyslnych otravach pesticidy byvaji z 63-98 % ptaci (de Shoo et al., 1999),
predevsim dravci (Novotny et al., 2011). Nejcastéji travenymi druhy dravych ptakd jsou kanata,
nasledovana druhy jako jsou jestfabi, motak pochop, lundk cerveny nebo sokol stéhovavy a
z ostatniho ptactva jsou to ¢asto krkavci, bazanti, holuby nebo kachny (de Shoo et al., 1999;

Dietrich et al., 1995).

Neni ndhodou, Ze obétmi karbofuranu se Casto stavaji ptdci, jelikoz jsou na néj velmi citlivy.
Vétsi citlivost ptakd oproti savclim k insekticiddm inhibujici cholinesterazu neni ¢asta, ale pravé
u karbofuranu tomu tak je (Mineau et al.,, 2011). Proto ve srovnani s ostatnimi pesticidy ma
karbofuran jednu z nejvice zaznamenanych toxicit pro ptactvo vramci vSech celosvétové
registrovanych insekticidll (Mineau et al., 2011). Otrava dravce muZe byt zplsobena jak
primarné, tak sekundarné. O primarni otravu se jednd, pokud je ndstraha s toxickou latkou
cilené nastrazena proti dravému ptaku. K sekundarni otravé dochazi, pokud je primarni
otravena obét zkonzumovana dravcem a ve svém téle obsahuje zbytky toxické latky dostacujici
na otravu sekundarni obéti. | tato skutecnost neni neobvykla a je popsano mnoho pfipadd, kdy

k sekundarni otravé pesticidy dochazi (Balcomb, 1983; Dietrich et al., 1995; Krone et al., 2017).

Neobvykla neni ani situace otrav u domdcich zvifat. Nejbéznéjsi pfi¢inou takovych situaci byvaji

sousedské konflikty a dochdzi k pohazovani otrdvenych nastrah v ulicich nebo verejnych parcich
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a loukach. Nastrahy jsou pak cilené predevsim na psi a kocky, ale mohou to byt i hospodarska

zvirata (Wang et al., 2007).

3.3.4 Degradace karbofuranu

Karbofuran podléha degradaci v pudé i vodé, ale predevsim podléha fotodegradaci. Degradacni
produkty vznikaji predevsim hydrolyzou nebo oxidaci a mezi hlavni produkty patfi karbofuran-
fenol, 3-hydroxykarbofuran, 3-ketokarbofuran a jejich pfislusné fenoly (Donovan et al., 2011).

Hlavni degradacni produkty jsou znazornény na obrazku 3.

I
erlJ/\‘o OH
hydrolyza
CH3 : . 0
O. _cH, . = | CH,
><CH3 Sy CHs
karbofuran fenol
karbofuran
joxidace l oxidace
8]
/U\ OH
Hhil o] vdrols 5
ydrolyza
CH3 o la] ’ ’ = CHs
| CHs e e CH;
. CH,
OH
OH

3-hydroxykarbofuran 3-hydroxykarbofuran fenaol

oxidace oxidace
o]
)J\ OH
HM & hydrolyza
|:|:H ¥ Y T | ] CH,

3 o] D —————a
o | CH4 S CH;
S CH4 \o

[a]

3-ketokarbofuran fenol
3-ketokarbofuran

Obrazek 3: Schéma degradace karbofuranu. Prevzato a upraveno od Donovan a kol., 2011.

V pudé je degradace ovlivnéna mnoha faktory, jimiz jsou pH, teplota, obsah jilu a organické
hmoty, pritomnost mikroorganismU nebo vlhkost (Lalah et al., 2011). Karbofuran podléh3d spisSe
chemické preméné nez mikrobidlni degradaci (C. Gupta, 1994). Polocas rozpadu v pldé se

pohybuje okolo 15-38 dnll (Greenhalgh & Belanger, 1981). Koncentrace 3-hydroxykarbofuranu
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byla maximalni v sedmém dni od aplikace a koncentrace 3-ketokarbofuranu dosahovala
maxima okolo 16. dne od aplikace, coz dokazuje, Ze se 3-ketokarbofuran tvofi az z 3-

hydroxykarbofuranu (Greenhalgh & Belanger, 1981).

Ve vodnim prostiredi je primarnim mechanismem degradace hydrolyza (C. Gupta, 1994) a jeho
rezidua jsou pfitomna do tfi mésich (lesce et al., 2006). Karbofuran je také UV nestabilni,
produktem jeho fotolyzy je hlavné karbofuran-fenol (Metcalf et al., 1968; Samanidou et al., 1988).
Navic bylo zjisténo, Ze fototransformace nevyzaduje pritomnost kysliku (lesce et al., 2006). Je
stabilni spiSe v kyselém prostfedi (Donovan et al., 2011). Obecné v alkalické oblasti dochazi ke
zvySenému Stépeni vazby C-O (lesce et al., 2006). PoloCas rozpadu ve vodném prostredi, pfi

zméné pH v zavislosti na plsobeni UV zafeni, je uveden v tabulce 3.

Tabulka 3: Polocas rozpadu karbofuranu pri riizném pH v zdvislosti na osviceni UV zdrenim ve vodném
prostredi. Prevzato a upraveno od lesce a kol., 2006.

pH Neosviceno UV zafenim | Osviceno UV zaienim

7,1 7701h 495 h

9 3h 1h

Pfitomnost pouze karbamatové funkcni skupiny ddva karbofuranu schopnost vétsi perzistence
oproti jinym karbamatovym insekticidim (lesce et al., 2006). Inhibici AChE zpUsobuje pravé
karbamatova skupina a jestli degradacni nebo metabolické produkty budou také toxické zavisi

na jejim zachovani (Donovan et al., 2011).

3.3.5 Chemicka analyza

Zda byl pfi otravé pouzit karbofuran lze zjistit identifikaci pfitomnosti samotného karbofuranu
nebo jeho metabolitl ¢i degradacnich produktl. Analyzovan muze byt z jakychkoliv matric, at
uz z pudnich a vodnich vzork( nebo z rostlinnych a Zivocisnych tkani. Z ZivocisSnych tkani se
nejcastéji analyzuji jatra, obsah Zaludku nebo stfev, krevni plazma nebo krevni sérum (Berny,
2007). Karbofuran muzZe byt stanoven stejné jako ostatni karbamaty, tedy metodou GC-MS
nebo HPLC-MS, jak bylo vySe zmifiovano. V dnesni dobé se pro identifikaci karbofuranu pouziva
i ultra vysokoucinnd kapalinovd chromatografie standemovou hmotnostni spektrometrii

UHPLC-MS/MS, ktera ma kratsi ¢as analyzy nez tradi¢ni HPLC-MS (Chen et al., 2021).

Tyto primé chemické analyzy jsou Casové narocné, velmi nakladné a stanovované latky mohou

byt jiz zdegradované, proto se nékdy otrava identifikuje pomoci méreni aktivity AChE (Berny,
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2007; C. Gupta, 1994; Wobeser et al., 2004). NejCastéji se pouzZivd mozkovd aktivita, ktera je
snizena pfi intoxikaci o 20-80 % (Berny, 2007), ale je pospano i stanoveni aktivity AChE v krvi
(Worek et al., 1999). Jednd se o nepfimy dlkaz, inhibici AChE nezpUsobuje pouze karbofuran, ale
celd fada karbamat( a organofosfatl, tudiz toto stanoveni neni pfilis prikazné pro identifikaci

pfimo karbofuranu, ale spiSe intoxikace témito dvéma skupinami pesticidd.

Ale ani identifikace karbofuranu a jeho metabolitd nemusi byt vidy jednoznacna. Existuji
slouceniny, z kterych mlze karbofuran vznikat jako degradacéni produkt nebo mohou mit stejné
metabolity (Donovan et al., 2011). Takovymi latky jsou napftiklad karbosulfan, benfurakarb nebo
furathiokarb, coZ jsou vSechno také karbamatové insekticidy (Donovan et al., 2011). Pfi analyze
by se toto mélo brat v dvahu a méla by se ve vzorku vyloudit pfitomnost téchto strukturné

podobnych latek.

3.3.6 Otravy a legislativni opatieni v Ceské republice

V Ceské republice plati zékon €. 246/1992 Sb. Zakon narodni rady na ochranu zvitat proti tyrani,
ktery vyslovené zakazuje odchytavat nebo usmrcovat volné Zijici zvire pomoci jedovatych
nastrah a jed(l v jakychkoliv formach (Ceska narodni rada, 1992). Dilezity je i zdkon €. 449/2001
Sb. Zakon o myslivosti, ktery upravuje podminky lovu zvére a zakazuje lovit zvér zplsobem,
kterym se zbyteéné tryzni a trdvit ji jedem (Parlament Ceské republiky, 2001). Takové
protipravni jednani maze byt vyhodnoceno jako trestny ¢in. Otrava karbofuranem rozhodné
neni Setrna metoda k usmrceni. PFi vysokych koncentracich mlZe ke smrti dojit fadové
v minutdch od aplikace, ale v pfipadé preziti pfiznaky intoxikace, jako jsou kfece, zvraceni,
nehybnost a dusnost, mohou pretrvavat az po dobu sedmi dni (Hudson et al., 1984). M(ize se
tedy jednat o smrt velmi pomalou a bolestivou, nalezeni otraveni dravci maji ¢asto krecovité
roztazena kridla a zataté paraty. Otravy se navic Casto tykaji kriticky ohroZenych druhd, coz

muze mit fatalni nasledky na jejich populace.

V poslednich 2 letech pribyva zprav z fad médii o dalSich otravach karbofuranem napfic celou
republikou. At uzZ se jedna o uhynulé lunaky cervené na Kolinsku, Breclavsku, Klatovsku nebo
Ji¢insku, orly morské na Kralovéhradecku a Hodoninsku, kdnata lesni na Klatovsku, nebo ostatni
predatory, jako treba lisky (CNN Prima NEWS, 21 C.E., 2020a, 2020b, 2020c). Dlouhou dobu se
nedafilo otravené zvifata nikomu dosvéddit, ale prelomovy okamzik nastal roku 2021, kdy byl

v CR poprvé nékdo odsouzen za traviéstvi divoké zvére.
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Dopadnout travic¢e neni viibec jednoduché. K témto ¢indm dochazi na volné pfistupnych a ¢asto
odlehlych mistech, kde se dikazy jen tézko shani. Otravena téla zvirat se mnohdy nachazi na
mistech, které jsou vzdalené od mist s nastrahou. Pfedevsim mrtvi ptaci, ktefi mohou uletét
delsi vzdalenost, nez se projevi ucinky jedu. Mnohdy jsou dlivodna podezieni ohledné toho, kdo
zvirata otravil, ale problém nastava pfi dokazovani téchto ¢inl. K odsouzeni je pak potreba
jasny dikaz nebo svédectvi, kterého se kvili zachovani dobrych sousedskych vztah( a strachu
nechtéji lidé ucastnit.

Pomérné nedavno se ve forenznich védach zacdalo vyuzivat tzv. chemickych atribucnich signatur
pro trasovani chemickych latek. V dnesni dobé je tato metoda hojné pouziva pro pasovani drog
nebo zneuzivani chemickych bojovych latek, ale pesticidy jsou v této oblasti velmi malo

prozkoumany.

3.3.6.1 Chemické atribucni signatury

Chemické atribuéni signatury (CAS, z angl. Chemical attribution signatures) jsou obecné
definovany jako vedlejsi produkty, necistoty, produkty degradace, metabolity nebo rdzné
syntézni prekurzory, které se do vyrobk(i mohou dostat ze surovin, pfi procesu syntézy nebo pfi
manipulaci po vyrobé (Mayer et al., 2018). Profilovani necistot je uzitecné pro porovnavani
vzork( s cilem identifikace zdroje, jelikoZ vzorky, které pochazeji ze stejnych zdrojli, vznikly
stejnou syntézou nebo pochdzeji ze stejné zemépisné oblasti, maji statisticky nerozlisitelné
profily necistot, narozdil od vzork( z odliSnych zdroji (Daéid & Waddell, 2005; Fraga et al., 2012;

Hoggard et al., 2010).

Jako CAS mohou byt pouzity:
e necistoty (ze zdrojovych materidll, zatizeni nebo manipulace),
e aditiva,
e nezreagované latky,
e vedlejsi produkty (vzniklé at uz pti syntéze vychozich material( nebo reakci mezi
pritomnymi Cinidly a necistoty),
e produkty rozkladu,
e produkty hydrolyzy a
o fyzikdlné-chemické vlastnosti latek (napt. izotopové poméry, izomery atd.) (The U.S.

Department of Homeland Security (DHS), 2015).
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Nejlepsi CAS jsou rekalcitrantni latky, takové prekurzory jsou totiz i naddle pfitomny
v nezménéné formé, nezdvisle na typu pouzitych chemikalii, zafizeni pro syntézu nebo
fyzikalnich podminkach (Mayer et al., 2018). VétSina signatur pochazi pravé z nedistot pritomnych
v danych reagenciich nebo z necistot, které vzniknou jako vedlejsi produkt mezi cCinidly

(Mazzitelli et al., 2012).

Pokud jde o pouZitelnost na vzorky v redlném svété, je to trochu komplikovanéjsi, jelikoz se
musi brat v potaz, Ze vzorky mohou byt pozménéné environmentéinimi faktory, at uz pfed nebo

po odbéru (Fraga et al., 2016).

3.3.6.2 Trasovani otrav karbofuranem

Identifikovani jednotlivych CAS v pfipravcich Furadanu by se dalo vyuZit pro trasovani a
dokazovani nezakonnych otrav volné Zijicich zvirat karbofuranem. Za predpokladu, Ze rdzné
firmy vyrabéjici Furadan mohou pouZivat jinou cestu syntézy, pouZivaji jiné suroviny nebo od
jinych dodavatelll a jinak pfi celém procesu vyroby s pfipravky manipuluji, by jednotlivé
pripravky mély obsahovat slouceniny charakteristické pro daného vyrobce. RozliSitelné od sebe

by mohly byt i jednotlivé Sarze od stejnych vyrobcu, jelikoz vyrobni podminky nebyly stejné.

Tim padem Furadan, ktery byl pouZit pfi nelegdlni otravé a jehoZ zbytky se nachdazeji v nalezené
nastraze nebo mrtvém zvireti, by mél obsahovat charakteristické CAS, diky kterym by se mohl
identifikovat pachatel. Nutna by byla tvorba databdze ¢i knihovny, ve které by byly
zaznamenany razné CAS, které byly detekovany v pripravcich Furadanu a pfirazeny k danym
vyrobcdim a $ariim. Jeliko? je prodej Furadanu v Ceské republice zakdzany, mohli bychom se
timto dozvédét, od jakého vyrobce se sem pripravky dostavaji. Ale predevsim v pripadé ndlezu a
zabaveni pripravku Furadanu v nécim vlastnictvi, by se velmi rychle a snadné dalo porovnanim
nalezenych CAS zjistit, zda byl pouzit pfi otravé. To by mohlo poskytnout potiebny diikaz

k traviCstvi.

Takova metoda je kvalitativni, ale dala by se vyuZit i po kvantitativni strance. Ne vidy se musi
pripravky od sebe lisit vyskytem unikatnich sloucenin, a proto by se mohl brat v potaz rizny
pomér jednotlivych latek v pfipravcich. Navic majitel, ktery ve svém vlastnictvi drzi pripravek
Furadanu, jej vystavuje novym environmentdlnim faktorlim, které by zase mohly poskytovat
charakteristické CAS. NejspiSe by se jednalo o nové necistoty z manipulace nebo jiné podily

degradacnich produktl kvili vystaveni novym podminkam prostredi.

23



4 Experimentalni ¢ast
4.1 PouZité chemikalie a pfistroje
Furadan 3GR, PT BINA GUNA KIMIA (Indonésie)
neznamy vzorek Furadanu pochazejici z trestné ¢innosti (Slovensko)
CLASSIC Vortex Mixer — VELP® Scientifica (ltalie)
analytické vahy — Ohaus Corporation AV114C Adventurer™ Pro (Svycarsko)
methanol pro LC-MS CHROMASOLV™, > 99,9 %, Honeywell (Francie)
kyselina mravenci pro LC-MS LiChropur™, 97,5-98,5 %, Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
acetonitril pro HPLC, HiPerSolv CHROMANORM, = 99,9 %, VWR® Chemicals (Francie)
kapalinovy chromatograf HPLC Agilent 1260 Infinity Il (USA)
hmotnostni spektrometr LC/Q-TOF Agilent 6546 (USA)

4.2 Ptiprava vzork(

Pro analyzu bylo ziskdno 8 vzorkd Furadanu. Zasobni roztoky o koncentraci 1000 ppm (30 ppm
karbofuranu) byly pfipraveny odvazenim 2,0 mg Furadanu a rozpusténim ve 2 ml methanolu.
Furadan 3GR se z vice jak 90 % sklada z krystalického oxidu kifemicitého (FMC, 2013), ktery je v
methanolu nerozpustny. Tento podil zGstal na dné vialek. Nasledné byly roztoky promichany a
nafedény na pozadovanou koncentraci 100 ppm, co? odpovidalo 3 ppm karbofuranu. Redéni
probihalo pipetovanim 100 pl ze zadsobniho roztoku Furadanu a doplnénim 900 pl methanolu do
LC-MS vialek, které byly nasledné dany k analyze. Ktémto vzorkim byl stejnym zpUsobem

pripraven kontrolni vzorek, ktery neobsahoval zadny Furadan.

4.3 Chromatografické podminky

K analyze byl pouzit kapalinovy chromatograf Agilent 1260 Infinity Il ve spojeni s hmotnostnim
spektrometrem Agilent 6546 LC/Q-TOF jako detektorem s ESI zdrojem ionizace. Latky byly
separovany pomoci kolony Agilent Poroshell 120 EC-C18, 3.0 x 100 mm, 2.7 um. Mobilni faze A
tvorila MQ (ultra Cistd voda, Milli-Q) + 0,1 % FA (kyselina mravenci, z angl. Formic Acid) a fazi B
tvofil acetonitril + 0,1 % FA. Vzorek byl na kolonu o teploté 40 °C davkovan o objemu 2,0 ul.
Mobilni faze protékala rychlosti 0,4 ml/min. Analyza jednoho vzorku trvala 38,1 minut.

Procentualni sloZzeni mobilni faze v pribéhu analyzy jsou znazornény v tabulce 4.



Tabulka 4: Procentudlni sloZeni mobilni faze v Case.

€as [min] Faze A [%] Faze B [%]

0,00 95 5
0,50 95 5
26,00 0 100
33,00 0 100
34,00 95 5
38,00 95 5

5 Vysledky a diskuse

Vzorky byly vyhodnocovany v programu Agilent MassHunter Qualitative Analysis. Analyzovany
byly v zaporném i kladném moddu, ale nasledné vyhodnocovani probihalo pouze v kladném,
jelikoZ v negativnim skoro Zadné slouceniny nebyly detekovany. Vyhodnocovany byly retencni

¢asy sloucenin, jejich m/z a odezvy. Nasledné byla data upravena v programu Microsoft Excel.

Vzorky 1-7, pochazejici od stejného vyrobce, byly dodany firmou PT BINA GUNA KIMIA
z Indonésie. Jednotlivé vzorky mély rizné Sarze a jak je vidét v tabulce 5, vzorky se od sebe lisily
pritomnosti rdznych sloucenin. Z detekovanych sloucenin se podarilo ve vSech vzorkach
identifikovat karbofuran s m/z 222,1126 a karbofuran-fenol s m/z 165,0910. Ostatni latky

zUstaly nezndmé a jiné degradacni produkty se nepodafilo identifikovat.

Tabulka 5: Pfitomnost detekovanych ldtek ve vzorkdch 1-8, jejich m/z a primérné retencni casy.

m/z’ RT (avg)? Stdev’ Vz1 Vz2 Vz3 Vz4 Vz5 Vz6 Vz7 Vz8

59,0490 6,972 0,4490 X X X X V4 X X v
77,0386 15579  0,6200 V4 V4 v v v X v
81,9374 1,003 0,0007 X X v X X X N4 X
107,0702 12,141  0,4497 x X V4 X X V4 X X
119,0857 15643  0,6026 v v V4 V4 V4 v v v
123,0442 15647  0,5990 V4 V4 v v v v v
137,0599 15646  0,5997 V4 V4 v v v v v v
147,0807 15,644  0,6025 V4 V4 v v v v v v
150,0676 15,615 0,6815 Vv X X Vv Vv Vv X N4



Pokracovdni tabulky 5: Pfitomnost detekovanych ldatek ve vzorkdch 1-8, jejich m/z a priimérné retencni casy.

m/z RT (avg) StDev Vzl1 Vz2 Vz3 Vz4 Vz5 Vz6 Vz7 Vz8
165,0910 15,646 0,6001 V4 V4 v V4 v v v v
165,1638 16,240 0,2199 v X x X X X X V4
178,1227 1,298 0,0153 V4 v v X X X X X
192,1383 16,809  0,8618 J V4 v v v v v
219,1745 15,217 0,6865 v X N4 X X v X X
222,1126 15,647 0,5989 Vv v v v v v v v
222,1466 14,222  0,3971 v X v x V4 X x
227,1255 15,806  0,5208 V4 X v X v X v
2351905 16,249  0,5731 v V4 X V4 X X X V4
236,1622 15513  0,5301 v X v X J X X
244,0947 15,645  0,6011 v V4 VAN v v v v
244,2273 13,740  0,4450 X X v X J X X
260,0686 15,518  0,5991 J V4 v v v v v
261,1099 16,410  0,8164 v V4 v v v v v
279,1692 27,612 0,1435 v X v X X X X X
306,2428 13,791  0,6371 X X V4 x X J X X
309,2274 13,118  0,3707 X X v X J X X
329,2300 18,583  0,8601 V4 X x N4 x X V4 V4
348,7228 8,780  0,1400 X N4 x x X X X V4
366,2500 29,742  0,1025 X v x x N4 X X X
413,2723 29,824  0,3514 X X X V4 X 4 X x
422,3035 33,473  0,3967 X X x N4 x X V4 V4
465,1998 15,645  0,6047 V4 V4 v v v v v v
534,3122 16,575 0,3762 N4 X x v X X X X

"' m/z - pomér hmotnost naboj

2 RT (avg) — primérny retenéni &as

* StdDev - smérodatna odchylka (z angl. Standard Deviation)



Nékteré slouceniny byly detekovany v kazdém vzorku, zatimco jiné byly pfitomny jen v urcitych
pfipadech. Vtabulce 5 je také vidét, jaké slouceniny maji jednotlivé vzorky mezi sebou
spolecné. Na prvni pohled si jsou nékteré vzorky podobné;jsi svym sloZzenim nez ostatni. To
potvrzuje Vennlv diagram na obrazku 4, na kterém jsou znazornény vybrané slouceniny

z tabulky 5, které byly detekovany ve vzorkach 4, 5 a 6.

Vzorek 4

Vzorek 5

Vzorek 6

Obrdzek 4: Venndv diagram zndzorriujici spolecné slouceniny detekované ve vzorkdch 4, 5 a 6. Jednotlivé slouceniny jsou
zapsdny svymi hodnotami m/z.

Slouceniny jsou v diagramu charakterizovany pomoci hodnot m/z. Pomoci prekryvajicich se
kruh( jsou vizudlné znazornény slouceniny, které byly detekovany ve vice vzorkach. Ve vsech
tfech bylo stanoveno 13 spoleénych latek. Vzorky 4 a 6 pak obsahovaly dalSich Sest spolecnych
sloucenin. Ve vzorku 5 se nevyskytovaly zadné spolec¢né slouceniny se vzorkem 4 ani se

vzorkem 6. Na tomto diagramu je dobfe znazornéna podobnost vzork( 4 a 6 oproti vzorku 5.

Kazdy vzorek navic obsahoval latky, které byly detekovdny pouze vjednom vzorku. Tyto
slouc¢eniny by se mohly brat jako CAS pro trasovani nebo dokazovani pfi travicstvi, jak bylo
zminovano vySe. Vzorky se liSily poftem téchto unikdtnich sloucenin, coZ je znazornéno
v tabulce 6. Tyto slouceniny, jejich m/z, retencni ¢asy a odezvy jsou zaznamenany v priloze 1. Pfi

vyhledavani sloucenin byla v programu nastavena prahova hodnota vysky piku nad 50 000



counts (z angl. dopady iontl na detektor). Pokud by se tato mez snizila, charakteristickych

necistot je moZno zaznamenat vice.

Tabulka 6: Pocet detekovanych sloucenin, které se vyskytovaly pouze v jednom vzorku.

Vz1 Vz2 Vz3 Vz4 Vz5 Vzé Vz7 Vz8

Pocet specifickych
8 9 10 4 7 12 6 7
sloucenin

OdlisSnost mezi vzorky je predevsim kvalitativni. Vétsina latek méla priblizné stejné odezvy,
které jsou zobrazeny v pfiloze 2. OvSem u tfech sloucenin se vyznamné liSily odezvy stejnych
CAS v jednotlivych vzorkach a jejich hodnoty jsou uvedeny v tabulce 7. Latka s m/z 178,1227 ma
ve vzorku 3 dvakrat mensi odezvu nez ve vzorku 2 a skoro ctyfikrat mensi nez ve vzorku 1. Latka
sm/z 279,1692 byla obsaZena ve vzorku 1 témér pétkrat vice neZ ve vzorku 3 a latka s m/z

413,2723 se vyskytovala takrka dvakrat vice ve vzorku 4 nez ve vzorku 6.

Tabulka 7 : Odezvy sloucenin v jednotlivych vzorkdch

m/z Vz1 Vz 2 Vz3 vz 4 Vz 6
178,1227 242 697 150 288 66 225 X x
279,1692 408 342 X 87 509 X X
413,2723 X X X 218 185 110477

Vzorek 8 pochdzi ztrestné Cinnosti na Slovensku, byl poskytnut od psovodky Mgr. Klary
Hlubocké a Sirsi informace o ném nejsou znamy. Je tedy dost mozné, Ze nebude pochazet od
stejného vyrobce. Vzorek by navic mohl obsahovat nové CAS vzniklé environmentalnimi faktory
nebo by mohl mit odliSné odezvy, napf. u degradacnich produktd. Ovsem toto tvrzeni nebylo
nijak potvrzeno. Je ale mozné, Ze néktera ze specifickych sloucenin, které byly detekované jen
ve vzorku 8, nemusi byt unikatni jen pro tento vzorek, ale mlZe to byt charakteristicka
sloucenina pro vyrobce. NejspisSe se jednalo také o 3% Furadan, jelikoZz odezva u karbofuranu je

srovnatelnd s ostatnimi vzorky.



6 Zavér
Tato bakaldrskd prace se zabyvd pouzivanim pesticidnich pfipravk( pfi nelegalnich otravach

zvéfe a problematikou pfi jejich dokazovani. Dale ukazuje moznosti analyzy vzhledem

k dokazovani pouziti konkrétniho pfipravku.

Otravy pesticidnimi pfipravky jsou stale aktudlni zaleZitosti. V této praci byl ddraz kladen na
karbofuran, ktery je obsaZen v nejvice zneuZivaném pesticidnim pFipravku Furadanu v Ceské
republice. Trdvit zvéf pomoci ndstrah s jedy je nezdkonné a ¢asto velmi bolestivé. V poslednich
letech pribyva ¢im dal vice pripadl otrav dravcl karbofuranem a z vySe uvedené literarni
reserse vyplyva, Ze pti takovychto otravach je nejvétsi problém nedostatek dlikazl k usvédceni
pachatele. Relativné novou metodou ve forenznich védach pro trasovani toxickych latek se stala
detekce chemickych atribuénich signatur. Metoda je znaéné vyuzivdna u paSovani drog nebo u
vyroby chemickych bojovych plyn(, jenze existuje jen velmi malo zdznam( o vyuZiti pfi otravach

pesticidy a zddny zaznam o aplikaci na karbofuran.

Cilem experimentalni prace bylo analyzovat nékolik SarZi pfipravku Furadanu a dokazat, ze se
od sebe kvalitativné lisi. Analyzovano bylo 8 vzorkd Furadanu. Vzorky 1-7 byly zakoupené
pripravky, zatimco vzorek 8 pochazel z trestné Cinnosti. Kazdy vzorek obsahoval minimalné 4
slouceniny, které se v Zadném jiném nenasly. Tim byla potvrzena prvni i tfeti hypotéza, fikajici,
Ze jednotlivé Sarze Furadanu se od sebe budou liSit vyskytem charakteristickych sloucenin a Ze
Furadan, zabaveny pfi nelegalni Cinnosti, bude také odliSitelny od zbylych zakoupenych
pripravkd. Druhd hypotéza, Ze stejné slouceniny se mohou v jednotlivych Sarzich liSit svymi
odezvami, byla také potvrzena, ale pouze u tfech detekovanych sloucenin. Nékteré vzorky si

navzajem byly vice podobné nez jiné diky vyskytu spolecnych latek.

Vtéto praci bylo dokazadno, Ze pfipravky Furadanu jsou od sebe kvalitativné odlisitelné.
Jednotlivé CAS by mohly poskytovat nezbytné dikazy pfi travi€stvi, a proto detekce CAS se zda
byt slibnou metodou pro dokazovani nebo trasovani karbofuranu pfi nelegalnich Cinnostech.
Prozatim jsme pracovali s nepozménénymi pfipravky Furadanu. Zda by se detekce téchto
specifickych sloucenin dala aplikovat na Furadan extrahovany z biologickych tkani nebo nastrah

bude predmétem dalsSiho vyzkumu.
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Priloha 1: Detekované slouceniny, které se vyskytovaly pouze v jednom vzorku. Jejich m/z, retencni ¢asy a odezvy.

vVz1 Vz2 Vz3 vz4 Vz5 Vz 6 Vz7 vz8
m/z 117,0910 235,1694 132,0593 375,2602 205,1005 130,1591 228,2325 131,0490
1 RT 6,580 22,657 15,024 27,113 28,689 8,365 25,153 15,063
odezva 15909 29524 11 449 22229 223198 53472 58 526 8 641
m/z 215,1254 249,1850 192,1401 408,3100 304,3409 171,1492 268,2041 405,2650
2 RT 6,568 22,711 1,296 33,325 24,823 13,384 19,280 27,987
odezva 231295 21384 37213 29913 162 285 53871 32822 27726
m/z 228,2406 267,1720 223,1330 414,3305 363,3109 215,1373 290,2092 407,3330
3 RT 29,594 22,440 16,624 27,113 30,491 30,840 20,226 32,062
Odezva 85 565 41921 18 360 24124 23007 40014 35 687 30761
m/z 304,3119 267,1957 302,1548 419,286 371,3251 233,0786 350,2693 422,2920
4 RT 28,711 17,521 27,737 27,112 29,828 13,691 23,803 27,987
Odezva 63 743 13 055 32312 22 880 19181 51283 40 230 27 651
m/z 442,3377 365,1053 326,3808 429,2496 251,1854 355,2245 428,3060
5 RT 15,171 1,168 29,243 29,776 11,910 22,250 24,416
Odezva 23881 42 408 32162 35874 33997 31406 100 184
m/z 631,1942 394,2566 336,3195 441,1936 252,9973 370,736 456,338
6 RT 33,727 21,788 30,239 30,019 22,098 8,929 25,453
Odezva 31946 23364 42700 21569 72214 10817 115033




Pokracovdni pfilohy 2: Detekované slouceniny, které se vyskytovaly pouze v jednom vzorku. Jejich m/z, retencni ¢asy a odezvy.

vVz1 Vz2 vz3 vz4 Vz5 Vz 6 Vz7 vz8
m/z 633,1510 414,2769 458,3496 634,4596 278,2116 512,4160
7 RT 33,737 30,596 29,229 29,336 12,081 27,315
Odezva 69 642 39079 19995 11 832 30,386 22088
m/z 649,1249 425,2234 519,3742 283,1752
8 RT 33,733 29,764 14,518 7,995
Odezva 54797 115153 17 472 59 156
m/z 425,2877 652,4115 327,2017
9 RT 33,070 11,320 8,771
Odezva 9703 52 849 52938
m/z 739,5005 385,2970
10 RT 33,687 30,385
odezva 9757 45417
m/z 430,3905
11 RT 28,891
Odezva 44 859
m/z 556,2486
12 RT 21,933
odezva 21959




Priloha 3: Odezvy detekovanych latek v jednotlivych vzorkdch, jejich m/z a retencni ¢asy.

m/z! RT (avg)’ Stdev® vz1 Vz2 vz3 Vz4 Vz5 Vz6 Vz7 vz 8
59,0490 6,972 0,4490 X X x X 14 950 X X 13 150
77,0386 15,579 0,6200 29 655 27 759 28 438 27 209 29354 23 225 X 28 545
81,9374 1,003 0,0007 X X 19 082 X X X 21739 X
107,0702 12,141 0,4497 X X 27 647 X X 52371 X X
119,0857 15,643 0,6026 98 428 88 628 92 197 94 927 93 975 77 304 83 538 97 165
123,0442 15,647 0,5990 1403 302 1300 841 1354 149 1347 893 1319178 1070 887 1201354 1396521
137,0599 15,646 0,5997 126 630 111977 122 092 121103 115242 92 499 102 932 119963
147,0807 15,644 0,6025 185 155 164 974 174 704 173778 168 886 130956 143 644 173 509
150,0676 15,615 0,6815 12 690 X X 11798 11156 9113 X 14 045
165,0910 15,646 0,6001 4 080 020 3695038 3791972 3836 692 3761074 3056 240 3306670 4 033 365
165,1638 16,240 0,2199 12 113 X X X X X X 10 965
178,1227 1,298 0,0153 242 697 150 288 66 225 X X X X X
192,1383 16,809 0,8618 82437 71595 64 540 70613 61429 45 749 57975 70592
219,1745 15,217 0,6865 42 480 X 44 839 X X 45 968 X X
222,1126 15,647 0,5989 4 651 004 4251 222 4325292 4312 040 4303 509 3426 894 3799 766 4513905
222,1466 14,222 0,3971 53 209 X 60 522 47914 X 53 806 X X
227,1255 15,806 0,5208 63579 X 56 946 55199 X 56 869 X 55 366
235,1905 16,249 0,5731 45 250 39560 X 45913 X X X 43 230
236,1622 15,513 0,5301 45618 X 37 231 42 517 X 40521 X X

244,0947 15,645 0,6011 468 579 539026 532174 476 749 592 294 426 998 561334 535 497




Pokracovdni prilohy 4: Odezvy detekovanych ldtek v jednotlivych vzorkdch, jejich m/z a retencni casy.

m/z! RT (avg)’ Stdev? vz1 Vz2 vz3 Vz 4 Vz5 Vz 6 Vz7 Vz8
244,2273 13,740 0,4450 X X 41 509 32724 X 37902 X x
260,0686 15,518 0,5991 68 988 87974 81166 74 980 95 188 72 351 98 073 79 104
261,1099 16,410 0,8164 107 995 77 658 95 599 90 559 70434 66 102 50940 82 807
279,1692 27,612 0,1435 408 342 X 87 509 X X X X x
306,2428 13,791 0,6371 X X 31804 X X 30219 X x
309,2274 13,118 0,3707 x x 42 909 27 769 x 36 700 x x
329,2300 18,583 0,8601 32879 X X 35621 X X 46 423 32 008
348,7228 8,780 0,1400 X 16 199 X X X x X 15163
366,2500 29,742 0,1025 X 23 883 X X 21 891 X X X
413,2723 29,824 0,3514 X X X 218 185 X 110477 X X
422,3035 33,473 0,3967 X X X 28 078 X X 24 496 26 948
465,1998 15,645 0,6047 40 639 51117 48 713 41641 58 480 39533 56 280 48 767
534,3122 16,575 0,3762 21 817 X X 21352 X X x X

' m/z - pomér hmotnost naboj

2 RT (avg) — primérny retenéni ¢as

* StdDev - smérodatna odchylka (z angl. Standard Deviation)



