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1. Uvod

Syntetické pesticidy jsou po desetileti Siroce pouZivany
v zemédélstvi proti rostlinnym chorobdm a SkiGdctim a jejich
nadmérné vyuZivani vedlo v minulosti k zavaznym zdravotnim a
ekologickym rizikim. Ackoliv nova legislativa EU vedla
ke znacnému sniZeni poctu povolenych ucinnych latek a k vyraz-
nému zlepSeni bezpecCnosti, pouzivani syntetickych pesticidd je
stale povazovéano za potencidlni riziko pro lidské zdravi, potravi-
novou bezpecnost a Zivotni prostfedi. V tomto ohledu predstavuji
rostlinné silice riziko nesrovnatelné nizsi a diky svému pfirodni-
mu piivodu se jevi jako idealni ekologicky Setrna alternativa kon-
vencnich prostfedkti, vhodna pro implementaci v integrované
ochrané rostlin, zejména pak v ekologickém zemédélstvi, kde je

pouzivani syntetickych pesticidti zakazano.

Rostlinné extrakty jsou vyuZivany v boji proti chorobam a
Skiidctim rostlin jiZ pres 3 tisice let, prvni pisemné zminky o pou-
Ziti extrakti pochézeji z Ciny. V pribéhu vyvoje zemédélstvi, zej-
ména pak v 20. stol. zaznamenala zna¢ny rozvoj chemicka ochra-
na rostlin, ktera méla za cil syntetizovat analogy rostlinnych bio-
logicky aktivnich latek. Vznikly tak prvni syntetické pesticidy.
Syntetické pripravky postupné vytlacily botanické pripravky
nejen v Evropé, ale v fadé dalSich rozvinutych zemi. Problémy

s chemickymi pesticidy vedly u nékterych z nich ke striktnimu



zdkazu pouZzivani, zaroven pak vedly k hledani novych environ-
mentadlné a zdravotné nezavadnych alternativ ochrany rostlin.
Hledéani novych biologicky aktivnich latek z rostlin s pesticidnimi
ucinky a vyvoj novych pripravki na rostlinné bazi je v sou-
Casnosti podporovan fadou domaécich i zahrani¢nich projekta.
Pfesto vSak jsou poznatky o sekundarnich rostlinnych metaboli-

tech a jejich biologické aktivité stale velmi limitované.

Pouzivani pesticidi pro ochranu zemédélskych plodin je
v soucasnosti revidovano a regulovano v Evropské unii (Nafizeni
Evropského parlamentu a Rady (ES) 396/2005 a 1095/2007), sta-
le vice pozornosti je pak vénovano hodnoceni vlivu téchto latek
na zdravi lidi a hospodarskych zvifat a na Zivotni prostfedi.
Obavy z nepriznivych dopadl syntetickych latek masové pouZzi-
vanych pro ochranu rostlin se v mnoha pfipadech potvrdily, coz
vedlo v poslednich letech naptiklad k zadkazu pouZivani metylbro-
midu (k 1. 1. 2005 v celé EU) a omezeni pouzZivani neonikotinoi-
di a fipronilu. Pfesto je objem konvencnich pesticid pouzi-
vanych v CR k ochrané rostlin stale zna¢ny, napfiklad v roce
2009 bylo jen k oSetfeni polnich kultur pouZzito 10 934 tis. kg pfi-
pravki. To jsou jedny z hlavnich motivii vedouci védce k in-
tenzivnimu hledani novych alternativnich strategii ochrany rostlin
proti Skiidcim a ptvodctim chorob. Tyto komplexni strategie
museji byt nejen Setrné vici Zivotnimu prostiedi, ale rovnéz apli-

kovatelné v integrovanych systémech produkce bezpecnych po-



travin a v neposledni fadé ekonomicky rentabilni. Jednim z al-
ternativnich feSeni je vyuZiti biologicky aktivnich latek ziskanych
z rostlin — tzv. rostlinnych (botanickych) pesticidd, které vykazuji
aktivitu proti mikrobiim ¢i hmyzim Skidctim jakoz i proti vekto-
rim patogent rostlin. Ackoliv zatim neni redlny predpoklad,
Ze by botanické pesticidy mohly plné nahradit masové vyrabéné a
levnéjsi syntetické pesticidy, presto lze ve svété pozorovat nartst
spotieby pfipravklil na bazi rostlinnych extrakt. Tento nartst je
dan pfedevsim zvySujicim se zajmem o produkci ekologicky pro-
dukovanych bezpecnych potravin (bez pesticidnich rezidui) a
v neposledni fadé také roste zajem drobnych spottebiteld, ktefi na
botanické pesticidy nahliZi jako na vhodnou alternativu che-
mickych piipravki. Lze tedy predpokladat, Ze zdjem o takovéto
pripravky poroste nejen ve svété, ale i v naSich podminkach, kde
je prozatim hlavni prekaZkou narocnost uvedeni takovéhoto pfi-
pravku na trh a proto jsou prevazné vyuZivany pro nepotravinar-
ské ucCely. Seznam aktivnich latek rostlinného pivodu povolenych
legislativou EU je uveden v tabulce 1Seznam povolenych ak-
tivnich latek na bazi rostlin je uveden v tabulce 1 na nasledujici

strance.



Tabulka 1: Prirodni ldatky pouZitelné jako pesticidy podle
legislativy EU

) Stav podle MRL
Ucinna latka Narizeni (EC) ¢. Legislativa [mg/ke]
1107/2009

Rostlinné oleje/olej
z vonatky nardové Schvaleny 1,2 -
(Cymbopogon nardus)
Rostlinné o
oleje/hrebickovy olej Schvdleny 2,3, 4 i
Ro§thnne oleje / matovy Schvaleny 2,35 )
olej
Silice pomerancova Schvaleny 6,7,8 -
Eugenol Schvaleny 9 -
Vytazek z Cesneku Schvaleny 2,3 -
Geraniol Schvaleny 10 0,01
Extrakéni zbytky
peprového prasku Schvéleny 2,3, 11 -
(PDER)
Salix spp. cortex Schvaleny 2,12 0,01
Terpenova smés QRD 460  Schvaleny 2,13 0,01
Tymol Schvaleny 14 0,01
Vytazek z kajeputu P
stfyitdavolisté}forztea tree) Schvdleny 2,3, 15 )
Artemisia absinthium L. V Tizeni 0,01
Dimetyl disulfid V fizeni 0,01
Olej z tymianu obecného V fizeni 16 0,01
Olej z aksamitniku V fizeni 16 0,01

! Nafizeni Komise (EU) ¢. 504/2014, 2 540/2011, 3 127/2008,

4 141/2014, 5 608/2012, 6 1165/2013, 7 442/2007, 8 438/2009,
9 546/2013, 10 570/2013, 11 369/2012, 12 1107/2015,

13 1192/2015, 14 568/2013, 15 154/2014, '°* Rozhodnuti Komise
2010/164/EU




2. Cil metodiky

Rada pfirodnich latek se dnes dostdvd na seznam povo-
lenych latek (Tabulka 1) pouZitelnych v zemédélstvi, nékteré jako
pripravky na ochranu rostlin jiné jako pomocné pripravky. Cilem
predkladané prace je poskytnout souborné jednoduchou a rychlou
metodu pro stanoveni rezidui biopesticidii na bazi silic v rost-
linném materialu. Tato metoda je doplnéna doporucenym zptiso-

bem odbéru a zpracovani vzork

3. Vlastni popis metodiky

Samotna metoda stanoveni latek metodou SPME-GC je vel-
mi jednoducha a diky naSemu inovativnimu pfistupu i velmi rych-
la. V pracovnim postupu nejsou pouzita organicka rozpoustédla
ani jiné toxické latky, ¢imZ se metoda stava Setrnéjsi k Zivotnimu
prostfedi ve srovnani s klasickymi metodami, kdy je vzorek

extrahovan v organickych rozpoustédlech

3.1. Chemikalie

PouZivaji se chemikalie analytické Cistoty, nejlépe kvality

pro rezidualni analyzu.



e Standardy biopesticida

Obecné se jedna o nejcastéjsi slozky silic. Standardy je vidy
nutné volit podle analyzovanych nebo predpokladanych sloZek bi-
opesticidu. Certifikované analytické standardy se kupuji
v pevném nebo kapalném stavu s deklarovanou Cistotou a na-
sledné jsou uchovavany na temném a chladném misté, tak abych

nedochazelo k jejich degradaci.

e Zasobni roztoky biopesticidii.

Dle poZadavki analyzy se pro kazdy analyt se pripravi za-
sobni roztok o pfesné koncentraci. V této metodice jsou pouZity
zasobni roztoky o koncentraci 1 mg/ml. Analyty byly rozpusStény
v destilované vodé s tweenem 80 (detergent, celkovy obsah <
1%). NavaZuje se alespoi 10 mg s presnosti na 5 desetinnych
mist, navazka se prepocte na deklarovanou cCistotu standardu a
prida se prfisluSné mnoZstvi vody s detergentem. Roztoky
se uchovavaji v zatésnéné sklenéné vialce pfi 4 °C a jejich stabili-
ta se pravidelné ovéfuje, nejméné 1 x za mésic. Pfed pouzitim je

nutné roztoky protiepat.



e Pracovni roztoky smési standarda

Pracovni smésné roztoky se pripravi fedénim zasobnich roz-
tokti dle pozadovaného rozsahu analyzy, obvykle je pfipravena
desetinna fedici fada 1 az 10-7 mg/ml. Pro kazdy pouZity biopest-
icid je nutné navrhnout vlastni smés standardu tak, aby mohly byt
kvantifikovany latky s riznym retencnim casem (Tabulka 2) a

soucasné byly tyto latky zastoupeny v majoritnim mnoZzstvi.

e Matricové kalibracni smési

Analyty ve standardni smési mohou byt vyznamné ovlivné-
ny pritomnosti matricnich koextraktt a jejich odezva na detektoru
miZe byt vyrazné odliSna oproti standardu v Cistém stavu. Pro
spolehlivou kvantifikaci analytd v pritomnosti vzorku je vhodné
pouZit matricové kalibracni standardy, které se pripravi fedénim
pracovnich smésnych roztokli poZadovanou matrici, priCemzZ ob-
sah této matrice by mél byt minimalné 80%. Stabilita pesticidi
v pritomnosti matrice je niZsi, proto je nutné tyto smeési pri-

pravovat Cerstvé pred kaZdou analyzou.



3.2. Pristroje a pomiicky

¢ Plynovy chromatograf s hmotnostnim spektrometrem (GC-
-MS) opatfeny autosamplerem pro SPME analyzu nebo
vodni lazen a drzak SPME pro rucni pfipravu vzorku

e Plynovy chromatograf s plamenoioniza¢nim detektorem
(GC-FID)

¢ Analyticka kolona, napr.:

HP-5MS 30 m - 0,25 mm - 0,25 pm (Agilent)

DB XLB 30 m - 0,25 mm - 0,25 pm (J&W Scientific)

VF5-MS 30m - 0,25mm - 0,25pm (Varian)

DB 1701 30m - 0,25mm - 0,25 pm (J&W Scientific)

o Analytické vahy s pfesnosti + 1mg

e Headspace vialky 20 ml sklenéné, s krimpovacim vickem

e SPME vldkno — 100 pm PDMS

3.3. Odbéru vzorku a extrakce

V této metodice je minimalizovano zpracovani vzorku.
Vzorek je odebran pfimo do predem zvaZené 20 ml headspace vi-
alky s vloZenym magnetickym michatkem. Odebrané mnoZstvi by
mélo byt 180-250 mg. Aby bylo dosaZeno reprezentativniho
vzorku, je doporuceno vzorkovani alespoii z 5 riznych ¢asti rost-

liny.



Extrakce na SPME vldkno probihd bud’ v automatickém
vzorkovaci — 10 minut ekvilibrace a 10 minut sorpce na SPME
vldkno pii 80 °C, nebo je provedena laboratornim technikem
manudlné za dodrZeni stejnych extrakénich podminek jako pomo-
ci vzorkovace. Sorpcni schopnosti pouzZivaného SPME vlakna
musi byt pravidelné kontrolovany a v pripadé sniZeni sorpcnich

schopnosti je nutné provést vyménu vlakna.

3.4. GC-MS stanoveni

Pro stanoveni rezidui je vyuzito externi kalibrace, kdy jsou
vzorky o znamé koncentraci zméfeny nejdiiv samostatné v kon-
centracni fadé od 10" aZ po 107 mg/g a nasledné stejné koncent-

race v matrici.

Pro tcely této metodiky byla vyvinuta nova rychla GC me-
toda (Priklad 1), u které je vyrazné redukovan cas analyzy, anizZ
by doslo k vyznamné ztraté chromatografické separace pred-
pokladanych analytti. Celkovéa délka GC metody je 18 minut, za-
timco pivodné pouZivana metoda trvala déle neZ hodinu (Priklad
2). Teplotni program metody je v pfipadé potieby nutné prizpiso-
bit stanovovanym latkam tak, aby bylo dosazeno jejich dostatecné
separace od ostatnich sloZek analytu. Méfeni miZe byt provedeno
na riznych pristrojich s odliSnymi technickymi parametry a
na rtznych analytickych kolonach, za predpokladu dosazeni

uspokojivych vysledkd.
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Priklad 1: Parametry GC-MS pro stanoveni limonenu

Teplotni program: pocatecni teplota pece 60 °C po dobu 1
min., nasledné zvySovani teploty 10 °C/min. az do 130 °C, na-
sledné 25 °C/min. aZ do 310 °C, nasledné konstantni teplota
po dobu 2,8 min. Nastfik (SPME vlakno) do inletu o teploté
250 °C ve splitless reZimu, doba desorpce 2 min., nosny plyn he-
lium o pritoku 1 ml/min. Celkovy cas analyzy 18 min.
Priklad 2: Ptivodni parametry pro stanoveni rezidui botanickych
pesticidii klasikou extrakci rozpoustédlem

Teplotni program: pocatecni teplota pece 60 °C po dobu 3
min., nasledné zvySovani teploty 3 °C/min. aZ do 231 °C, na-
sledné konstantni teplota po dobu 10 min. Néstfik 1 pl vzorku
do inletu o teploté 250 °C ve splitovém poméru 12: 1, doba
desorpce 2 min., nosny plyn helium o prtitoku 1 ml/min. Celkovy

Cas analyzy 70 min.

3.5. Kontrola kvality

K zajisténi kvalitativnich zkousSek stanoveni lze pouzit po-
stupy uvedené v dokumentu SANCO/1257/2013 nebo pouZit mo-
difikaci postupti z Jednotné pracovni postupy zkouSeni krmiv —
Stanoveni obsahu rezidui pesticidi metodou GC-MS (UKZUZ,
2014)

11



e Zkouska na pritomnost interferenci (slepy pokus)

Pripravi se procesni slepy pokus a slepy pokus s matrici bez
pritomnosti sledovanych analytd. Chromatogram slepych vzorki
nesmi obsahovat vyznamné interferujici piky v retencnim case

pro jednotlivé stanovované latky.

¢ Kontrola kvality pomoci obohacenych vzorki

Pro tento tcel lze vyuzit vzorek se zanedbatelnym obsahem
zdjmovych analytt, ktery se obohati pfidavkem testovanych latek
na relevantnich hladinach, tj. hladina odpovidajici reporting limi-
tu nebo jeho nasobku, pfipadné na hladiné maximalniho rezi-
duélniho limitu. Povoleny rozsah vytéZnosti pfi rutinni kontrole

kvality je 60 % aZ 140 %.

Priklad 3: Experimentdlni overeni vytéznosti standardi

koncentrace [mg/g] 0,1 0,001 0,000001
vytéznost [%] 72 72 109
SD [%] 11 5 11

¢ Kontrola kvality pomoci internich referencnich materiali
Pro tento ucel 1ze vyuZit vzorky ziskané pfi tiCasti v testech
zpuisobilosti poradanych EURL pro rezidua pesticidii, uchovavané

v zamrazeném stavu.

12



3.6. Retencni indexy nejcastéjsich sloZek silic

V nasledujici tabulce (Tabulka 2) jsou uvedeny retenc¢ni in-
dexy latek, kterou jsou castou soucasti pouzivanych botanickych

pesticidd.
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Tabulka 2: Retencni indexy nejvyznamnéjsich sloZek silic

na koloné DB-5

standard RI standard RI

anisol 921 borneol 1169
o-pinen 937 (+)-mentol 1176
kamfen 952 4-terpineol 1181
benzaldehyd 963 d-dihydrokarvon 1198
B-pinen 979 estragol 1199
myrcen 993 2-dekanol 1202
butyl-isothiokyanat 999 (-)-menthon 1223
o-terpinen 1019 [3-citronelol 1234
p-cymen 1028 citral 1244
limonen 1032 (-)-karvon 1247
eukalyptol 1034 geraniol 1259
y-terpinen 1063 cinnamaldehyd 1271
(+)-fenchon 1089 (-)-bornyl acetat 1287
linalool 1102 tymol 1296
rizovy oxid 1112 karvakrol 1306
kafr 1146 eugenol 1361
isopulegol 1149 geranyl acetat 1387
(+)-citronelal 1158 [-karyofylen 1420

citronelyl propionat 1448

14



4. Vypocet a vyjadreni vysledku

4.1. Identifikace

Pro potvrzeni pfitomnosti stanovovaného analytu ve vzorku

lze pouzit vice parametri:

¢ Retencni Cas (RT) analytu prepocteny na retencni (Kovatsiiv)
index (RI)
o Charakteristicky tvar piku analytu
o Charakteristické spektrum hmot fragmentt v MS spektru
Parametry pro identifikaci jednotlivych analyti se ziskaji
proméfenim analytickych standardi. Pro vysSi stupeni jistoty
miiZze byt provedeno konfirmacni stanoveni za jinych chromato-
grafickych separacnich podminek. Vzorek se zpracovava s pri-
davkem vnitfniho standardu, ktery umozni korekci na odchylky

pii sorpci a desorpci a zménu sorpcnich schopnosti SPME vlakna

4.2. Kvantifikace

Kvantifikace latek ve vzorku je provedena na zakladé matri-
covych kalibra¢nich kfivek. Do zndmého mnoZstvi matrice je p¥i-
dano znamé mnoZstvi analytu. Nésledné je provedeno GC/MS

stanoveni a je odectena plocha piku jednotlivych koncentraci. Pri

sestavovani kalibra¢nich kiivek by méla byt dodrZena linearita R?

> 0,999 (Piiklad 4).

15



Priklad 4: Kalibracéni kfivka pro lomonen

D-Limonene
Response

1.00e+006

5.00e+005

T T T T T T

0 0.05 0.1
Concentration

5. Validace metody

5.1. Spolehlivost a pouzZitelnost metody

Metoda byla ovéfena analyzou obohacenych reprezenta-
tivnich matric na rtiznych koncentracnich hladinach. Zakladni va-
lida¢ni parametry, vytéZnost a opakovatelnost stanoveni pro limo-
nen vyhovovaly poZadavkiim na QA. VytéZznost se pohybovala
v povoleném rozmezi 70% aZz 130% (Ptiklad 3 nahofe) a relativni
standardni odchylka opakovaného stanoveni byla mensi nez

30 %.

16



Dosazitelné meze detekce a meze stanovitelnosti pro tuto
metodu Uzce souviseji s mnoZstvim stanovovanych analytd
ve vzorku, s citlivosti a selektivitou pouZitého pfistrojového
usporadani, ale jsou vesmés dostatecné pro zjiSténi pritomnosti
rezidui pesticidi i na hodnoté 0,01 mg/kg (obvykld nejnizsi

hodnota MRL).

6. Srovnani ,,novosti postupti“

At jiZz se jedna o rostlinné extrakty, silice nebo produkty
rostlinného metabolismu, patfi aplikace nejriznéjsich latek rost-
linného ptvodu mezi progresivni zplisoby ochrany rostlin a
testovani a pouzivani téchto substanci se stava celosvétovym tren-
dem. V soucasné dobé je zkoumana tucinnost fady latek a nékteré
momentalné prochazeji registracnimi fizenimi v nejriznéjsSich ze-
mich (napf. NeemAzal, SRN; Neem oil, Indie). Pro stanoveni
rezidui botanickych pesticidi v rostlinném materidlu v sou-
Casnosti neexistuje Zadna oficidlni metoda, kterd by se touto
problematikou komplexné zabyvala. PfedloZena metodika vyuZi-
va ke stanoveni téchto latek chromatografickych analytickych
technik. Metodou SPME extrakce s naslednou GC-MS analyzou
lze detekovat koncentrace rostlinnych latek dostatecné nizké, aby
bylo mozZno zjistit obvyklé nejniZsi povolené hodnoty rezidui

(MLR) 0,01 mg/kg. Tato metoda je napf. u€innéjsi neZ metoda,

17



kterou Adamczyk a kol. stanovil rezidua silic v medu po oSetfeni
vCelstva proti parazitickym rozto¢tim. Za vyuziti SPE extrakce
se zde detek¢éni limity pohybovaly fddové v pouze desetinich

mg/kg.

Analyzy pesticidi jsou dtleZitou soucasti kontroly ekolo-
gické produkce, avSak nemohou tuto kontrolu nahradit. Analyza-
mi napfiklad nelze postihnout vSechny ptipady pouZiti nepovo-
lenych prostfedkti v ekologické produkci z diivodu velmi rych-
1ého rozkladu nékterych latek. Za ui€elem zvy3eni efektivity kont-
rolnich systémt je vhodné kombinovat analyzy rezidui s dalSimi
kontrolnimi mechanismy, jako je napf. kontrola na misté. Analyzy
rezidui pesticidd zaloZené na hodnoceni rizik jsou mnohem
G¢inn&jsi ne7 necileny (plo$ny) monitoring. Sifeni informaci
o moznostech analyzy rezidui pesticidi v ramci sektoru ekolo-
gické produkce muiZe také ptisobit jako prevence proti moznym

podvodim.

7. Popis uplatnéni certifikované metodiky

Metodika je urcena jak odborné vefejnosti, tak i vyzkum-
nym institucim, které se zabyvaji vyzkumem pfirodnich latek a
jejich vyuZitim v ochrané rostlin. Napfiklad: Statni zemédélska a
potravinaiska inspekce (SZPI), Statni veterinarni sprava (SVS),
Ustfedni kontrolni a zkusebni tstav zemédélsky (UKZUZ). Ana-

lyzy rezidui pesticidii také provadi v mnohem menSim méfitku
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soukromé kontrolni a certifikacni organizace (kontrolni subjekty).
Pro vyzkum je déle tfeba zjistit residua pesticidii nejen z hlediska
jejich pripadnych neZadoucich vlivi, ale také pro stanoveni efek-
tivnich davek, zplisobii aplikace a stanoveni ucinnosti jednot-
livych latek. Uplatnéni tak bude vyznamné i z hlediska zavadéni

jednotlivych pesticidt do péstitelské praxe.
8. Ekonomické aspekty

UZivatelé metodiky budou nabizet popsané stanoveni jako
jeden ze svych produktti/sluzeb. Naklady na zavedeni metodiky
lze rozdélit na investi¢ni a materidlové. Investi¢ni ndklady na po-
fizeni potfebného vybaveni lze odhadnout na 2 000 000,- K¢. Za-
sadni je pofizeni plynového chromatografu s hmotnostnim a pla-
menoionizacnim detektorem, a dalSi vybaveni, zejména analy-
tické vahy, pipety, SPME automaticky nebo rucni déavkovac.
VétSina analytickych laboratofi timto vybavenim jiZ disponuje.
Materiadlové néklady lze odhadnout ve vysi 200,- K¢ na vzorek.
Jedna se zejména o spotiebni material k pfipravé vzorku, napft.
SPME vlakna, headspace vialky, a spotfebni material k provedeni
GC analyz, napf. analytické kolony, technické plyny, standardy.
Déle je tfeba zapocitat osobni naklady, podle provedenych prikla-
di je moZno pocitat s celkovym ¢asem 10-30 minut na jeden vzo-
rek, kdy vétsi pocCet vzorkd vyznamné zkrati celkovy Cas pre-

poCteny na jeden vzorek. Osobni naklady tak dosahnou cca.
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100 K¢ na jeden vzorek. Cena jedné analyzy, za kterou bude na-
bizena, se bude pohybovat v cenové relaci cca. 3000,- K¢ za vzo-
rek. Vzhledem k téZko predvidatelnému rozvoji ve vyuziti ekolo-
gickych pesticidi na bazi rostlinnych silic, lze uvést mozné
priklady. Pfi analyze 100 vzorkd rocné bude zisk ve wvysi
270 000,- K¢, analogicky pfi analyze 1000 vzorkt bude zisk
2 700 000 K¢,- rocné.
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