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1. Uvod

Syntetické pesticidy jsou po desetileti Siroce pouzivany v zemédélstvi proti rostlinnym
chorobam a Skidctim a jejich nadmérné vyuzivani vedlo v minulosti k zavaznym zdravotnim a
ekologickym rizikiim. Ac¢koliv nova legislativa EU vedla ke znaénému snizeni poctu povolenych
ucinnych latek a Kk vyraznému zlepSeni bezpecnosti, pouzivani syntetickych pesticidi je stale
povazovano za potencialni riziko pro lidské zdravi, potravinovou bezpecnost a Zivotni prostiedi.
V tomto ohledu predstavuji rostlinné silice riziko nesrovnatelné nizsi a diky svému ptirodnimu
puvodu se jevi jako idealni ekologicky Setrna alternativa konvencnich prosttedkil, vhodna pro
implementaci Vv integrované ochrané rostlin, zejména pak v ekologickém zemédé€lstvi, kde je

pouzivani syntetickych pesticidii zakdzano.

Rostlinné extrakty jsou vyuzivany v boji proti chorobdm a Skiidciim rostlin jiz pfes 3
tisice let, prvni pisemné zminky o pouZiti extrakti pochézeji z Ciny. V pribéhu vyvoje
zemé&d¢lstvi, zejména pak v 20. stol. zaznamenala znaény rozvoj chemicka ochrana rostlin, ktera
méla za cil syntetizovat analogy rostlinnych biologicky aktivnich latek. Vznikly tak prvni
syntetické pesticidy. Syntetické piipravky postupné vytladily botanické pripravky nejen v
Evropé, ale v fadé¢ dalSich rozvinutych zemi. Problémy s chemickymi pesticidy vedly u
nékterych z nich ke striktnimu zdkazu pouzivani, zaroven pak vedly k hleddni novych
environmentalné a zdravotné nezavadnych alternativ ochrany rostlin. Hledani novych biologicky
aktivnich latek z rostlin s pesticidnimi G¢inky a vyvoj novych piipravkil na rostlinné bazi je v
soucasnosti podporovan fadou domacich i zahrani¢nich projektd. Pfesto vSak jsou poznatky o

sekundarnich rostlinnych metabolitech a jejich biologické aktivité stale velmi limitované.

PouZzivani pesticidli pro ochranu zemédélskych plodin je v soucasnosti revidovano a
regulovano v Evropské unii (Nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) 396/2005 a
1095/2007), stale vice pozornosti je pak vénovano hodnoceni vlivu téchto latek na zdravi lidi a
hospodatskych zvirat a na zivotni prostfedi. Obavy z nepfiznivych dopadl syntetickych latek
masove pouzivanych pro ochranu rostlin se v mnoha ptipadech potvrdily, coz vedlo v poslednich
letech naptiklad k zakazu pouzivani metylbromidu (k 1. 1. 2005 v celé¢ EU) a omezeni pouzivani
neonikotinoidd a fipronilu. Pfesto je objem konvenénich pesticidi pouzivanych v CR k ochrang
rostlin stale zna¢ny, naptiklad v roce 2009 bylo jen k oSetieni polnich kultur pouzito 10 934 tis.

kg pripravki. To jsou jedny z hlavnich motivii vedouci vé€dce k intenzivnimu hledani novych



alternativnich strategii ochrany rostlin proti Skiidcim a pavodctim chorob. Tyto komplexni
strategie musi byt nejen Setrné vuci zivotnimu prostfedi, ale rovnéz aplikovatelné v
integrovanych systémech produkce bezpecnych potravin a Vv neposledni fadé¢ ekonomicky
rentabilni. Jednim z alternativnich feseni je vyuziti biologicky aktivnich latek ziskanych z rostlin
— tzv. rostlinnych (botanickych) pesticidii, které vykazuji aktivitu proti mikrobim ¢i hmyzim
Skudctim jakoz i proti vektorim patogent rostlin. Ac¢koliv zatim neni realny predpoklad, Ze by
botanické pesticidy mohly plné nahradit masoveé vyrabéné a levnéjsi syntetické pesticidy, presto
Ize ve svété pozorovat narlst spotieby piipravkil na bazi rostlinnych extrakti. Tento nartst je
dan predevSim zvySujicim se zajmem o produkci ekologicky produkovanych bezpecnych
potravin (bez pesticidnich rezidui) a v neposledni fadé také roste zajem drobnych spotiebiteld,
ktefi na botanické pesticidy nahlizi jako na vhodnou alternativu chemickych ptipravki. Lze tedy
predpokladat, ze zajem o takovéto piipravky poroste nejen ve svéte, ale i v nasich podminkéch,
kde je prozatim hlavni pfekdZkou ndrocnost uvedeni takovéhoto pfipravku na trh a proto jsou
pfevazné vyuzivany pro nepotravinaiské cely. Seznam aktivnich latek rostlinného pivodu

povolenych legislativou EU je uveden v Tabulka 1tabulee-1.

Tabulka 1: Prirodni latky pouzitelné jako pesticidy podle legislativy EU

fae s Stav podle Narizeni N
Uc¢inna latka (EC) ¢. 1107/2009 Legislativa MRL

Rostlinné oleje/olej z vonatky
nardové (Cymbopogon nardus)

hvaleny Natizeni Komise (EU) ¢. 504/2014 a
Schvaleny 540/2011 )

Natizeni Komise (EU) ¢. 127/2008,

Rostlinné oleje/hfebickovy olej Schvaleny 141/2014 2 540/2011 -
Rostlinné oleje / matovy olej Schvaleny ?jé};%?ﬁ?&g;gig) ¢. 127/2008, -
. < s 1 Naftizeni Komise (EU) ¢. 1165/2013,
Silice pomerancova Schvaleny 44212007 2 438/2009 -
Eugenol Schvaleny Natizeni Komise (EU) &. 546/2013 -
Vytazek z ¢esneku Schvaleny gfé}é%r;ll(omlse (EU) & 127/2008 a -
Geraniol Schvaleny Nafizeni Komise (EU) & 570/2013 0,01
y ’ ma/kg

Extrakéni zbytky peprového pras- Schvéleny Nafizeni Komise (EU) ¢. 127/2008, i
ku (PDER) chvaienty 369/2012 a 540/2011




Salix spp. cortex Schvéleny Nartizeni Komise (EU) ¢. 1107/2015 a 0,01

540/2011 mg/kg
. - . , Naftizeni Komise (EU) ¢. 1192/2015 a 0,01
Terpenova smeés QRD 460 Schvaleny 540/2011 markg
Tymol Schvaleny Nafizeni Komise (EU) & 568/2013 0,01
Y ’ mg/kg
Vytazek z kajeputu sttidavolistého o Natizeni Komise (EU) &. 127/2008,
Schvéleny i
(tea tree) 154/2014 a 540/2011
Artemisia absinthium L V fizeni 0,01
) mg/kg
Dimety! disulfid V fizeni 001
y mg/kg
Olej z tymianu obecného V fizeni Rozhodnuti Komise 2010/164/EU 0,01
12ty mg/kg
. o v . , . 0,01
Olej z aksamitniku V fizeni Rozhodnuti Komise 2010/164/EU ma/kg

2. Cil metodiky

Rada piirodnich latek se dnes dostava na seznam povolenych latek (Tabulka 1) pouzitel-
nych v zeméd¢lstvi, nékteré jako ptipravky na ochranu rostlin jiné jako pomocné piipravky. Ci-
lem piedkladané prace je poskytnout souborné jednoduchou a rychlou metodu pro stanoveni re-
zidui biopesticidi na bazi silic v rostlinném materialu. Tato metoda je doplnéna doporucenym

zpiisobem odbéru a zpracovani vzorkd.

3. Vlastni popis metodiky

Samotna metoda stanoveni latek metodou SPME-GC je velmi jednoducha a diky nasemu
inovativnimu pfistupu 1 velmi rychld. V pracovnim postupu nejsou pouZita organicka
rozpoustédla ani jiné toxické latky, ¢imZ se metoda stava Setrnéjsi k zivotnimu prostiedi ve

srovnani s klasickymi metodami, kdy je vzorek extrahovan v organickych rozpoustédlech.

3.1. Chemikalie

Pouzivaji se pouze standardy latek analytické Cistoty, nejlépe kvality pro rezidualni

analyzu.

e Standardy biopesticidii




Obecné¢ se jednd o nejCastéjsi slozky silic. Standardy je vzdy nutné volit podle
analyzovanych nebo pfedpokladanych slozek biopesticidu. Certifikované analytické standardy se
kupuji v pevném nebo kapalném stavu s deklarovanou cistotou a nésledné jsou uchovavany na

temném a chladném misté, tak aby nedochazelo k jejich degradaci.
e Zasobni roztoky biopesticidi.

Dle pozadavku analyzy se pro kazdy analyt pfipravi zasobni roztok o pfesné koncentraci.
V této metodice jsou pouzity zasobni roztoky o koncentraci 1 mg/ml. Analyty byly rozpustény
V destilované vodé s tweenem 80 (detergent, celkovy obsah < 1%). Navazi se alespon 10 mg s
pfesnosti na 5 desetinnych mist, navazka se pfepocte na deklarovanou Cistotu standardu a ptida
se prislusné mnozstvi vody s detergentem. Roztoky se uchovavaji v zatésnéné sklenéné vialce pti
4 C ajejich stabilita se pravidelné ovéiuje, nejméné 1 x za mésic. Pfed pouzitim je nutné roztoky

protiepat.
e Pracovni roztoky smési standardu

Pracovni smésné roztoky se pfipravi fedénim zasobnich roztokl dle pozadovaného
rozsahu analyzy, obvykle je pfipravena desetinna fedici fada 1 az 107 mg/ml. Pro kazdy pouzity
biopesticid je nutné navrhnout vlastni smés standardi tak, aby mohly byt kvantifikovany latky
S riznym retenénim ¢asem (Tabulka 2) a soucasné byly tyto latky zastoupeny v majoritnim

mnozstvi.
e Matricové kalibra¢ni smési

Analyty ve standardni smési mohou byt vyznamné ovlivnény pfitomnosti matri¢nich
koextraktli a jejich odezva na detektoru miize byt vyrazné odlisSna oproti standardu v cistém
stavu. Pro spolehlivou kvantifikaci analytll v pfitomnosti vzorku je vhodné pouzit matricové
kalibra¢ni standardy, které se pfipravi fedénim pracovnich smésnych roztokdi pozadovanou
matrici, pfi¢emz obsah této matrice by mé¢l byt minimalné 80%. Stabilita pesticidd v pFitomnosti

A4

matrice je nizsi, proto je nutné tyto smési ptipravovat Cerstvé pred kazdou analyzou.



3.2. Pfistroje a pomucky

e Plynovy chromatograf s hmotnostnim spektrometrem (GC-MS) opatieny
autosamplerem pro SPME analyzu nebo vodni lazen a drzak SPME pro ru¢ni
piipravu vzorku

e Analytickd kolona, napf-.:

o HP-5MS 30 m - 0,25 mm - 0,25 pm (Agilent)
o DBXLB30m- 0,25 mm - 0,25 pm (J&W Scientific)
o VF5-MS30m - 0,25 mm - 0,25 pm (Varian)
o DB170130m - 0,25 mm - 0,25 pm (J&W Scientific)

e Analytické vahy

e Headspace vialky 20 ml sklenéné, s krimpovacim vickem

e SPME vlakno — 100 um PDMS

3.3. Doporuceny zplsob odbéru vzorkd a extrakce

V této metodice je minimalizovano zpracovani vzorku. Vzorek je odebran piimo do
predem zvazené 20 ml headspace vialky s vlozenym magnetickym michatkem. Odebrané
mnozstvi by mélo byt 180-250 mg. Aby bylo dosazeno reprezentativniho vzorku, je doporuc¢eno

vzorkovani alespon z 5ti riznych ¢asti rostliny.

Extrakce na SPME vlakno probiha bud Vv automatickém vzorkovac¢i — 10 minut
ekvilibrace a 10 minut sorpce na SPME vlakno pii 80 C, nebo je provedena laboratornim
technikem manualné za dodrZeni stejnych extrakénich podminek jako pomoci vzorkovace.
Sorpéni schopnosti pouzivaného SPME vldkna musi byt pravidelné kontrolovany a v piipadé

sniZzeni sorp¢nich schopnosti je nutné provést vyméenu vldkna.

3.4, GC-MS stanoveni

Pro stanoveni rezidui je vyuzito externi kalibrace, kdy jsou vzorky o znamé koncentraci
zméfeny nejdiiv samostatné v koncentracni fadé¢ od 10" az po 107 mg/g a nasledné stejné

koncentrace v matrici.

Pro ucely této metodiky byla vyvinuta nova rychla GC metoda (Ptiklad 1), u které je

vyrazn¢ redukovan Cas analyzy, aniz by dosSlo k vyznamné ztrat€¢ chromatografické separace



predpokladanych analyti. Celkova délka GC metody je 18 minut, zatimco ptivodné pouzivana
metoda trvala déle nez hodinu (Ptiklad 2). Teplotni program metody je v piipadé potieby nutné
prizptsobit stanovovanym latkam tak, aby bylo dosazeno jejich dostateéné separace od ostatnich
slozek analytu. Méfeni muze byt provedeno na riznych piistrojich s odlisnymi technickymi

parametry a na riiznych analytickych kolonach, za ptfedpokladu dosazeni uspokojivych vysledkd.

Priklad 1 Parametry GC-MS pro rychlé stanoveni limonenu

Teplotni program: pocatecni teplota pece 60 C po dobu 1 min., nasledné zvySovani
teploty 10 C/min. az do 130 C, nasledn¢ 25 C/min. az do 310 C, nasledné konstantni teplota po
dobu 2,8 min. Nastiik (SPME vlakno) do inletu o teplot¢ 250 C ve splitless rezimu, doba
desorpce 2 min., nosny plyn helium o pratoku 1 ml/min. Celkovy ¢as analyzy 18 min.

Priklad 2 Puvodni parametry pro stanoveni rezidui botanickych pesticidii klasickou
extrakct rozpoustédlem

Teplotni program: pocateéni teplota pece 60 C po dobu 3 min., nasledné zvySovani
teploty 3 °C/min. az do 231 °C, nasledné konstantni teplota po dobu 10 min. Nastiik 1 pl vzorku
do inletu o teploté 250 °C ve splitovém poméru 12:1, doba desorpce 2 min., nosny plyn helium o

pratoku 1 ml/min. Celkovy ¢as analyzy 70 min.

3.5. Kontrola kvality

K zajisténi kvalitativnich zkouSek stanoveni lze pouzit postupy uvedené v dokumentu
SANCO/1257/2013 nebo pouzit modifikaci postupt z Jednotnych pracovnich postupi zkousSeni
krmiv - Stanoveni obsahu rezidui pesticidtt metodou GC-MS (UKZUZ, 2014).

e Zkouska na pritomnost interferenci (slepy pokus)

Ptipravi se procesni slepy pokus a slepy pokus s matrici bez pfitomnosti sledovanych
analyt. Chromatogram slepych vzorkli nesmi obsahovat vyznamné interferujici piky v

retennim Case pro jednotlivé stanovované latky.
¢ Kontrola kvality pomoci obohacenych vzorki

Pro tento ucel lze vyuzit vzorek se zanedbatelnym obsahem zajmovych analyt, ktery se

obohati ptidavkem testovanych latek na relevantnich hladinach, tj. hladina odpovidajici reporting



limitu nebo jeho nasobku, pfipadné¢ na hladiné maximalniho rezidudlniho limitu. Povoleny

rozsah vytéznosti pfi rutinni kontrole kvality je 60 % az 140 %.

Priklad 3: Experimentalni overeni vytéznosti pro limonen v ruznych koncentracich

koncentrace (mg/qg) 0,1 0,001 0,000001
Vytéznost [%] 72 72 109
SD [%] 11 5 11

e Kontrola kvality pomoci internich referen¢nich materiala

Pro tento ucel lze vyuzit vzorky ziskané pii Gcasti v testech zpusobilosti potadanych EU-

RL pro rezidua pesticidt, uchovavané v zamrazeném stavu.

3.6. Retencni indexy nejcastéjsich slozek silic

V nasledujici tabulce jsou uvedeny reten¢ni indexy latek, které jsou €astou soucésti pou-

zivanych botanickych pesticida.

Tabulka 2: Retencni indexy nejvyznamnéjsich slozek silic na koloné DB-5

standard RI standard RI
anisol 921 borneol 1169
a-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
a-terpinen 1019 B-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
ruzovy oxid 1112 karvakrol 1306
kafr 1146 eugenol 1361
isopulegol 1149 geranyl acetat 1387
(+)-citronelal 1158 [-karyofylen 1420
citronelyl propionat 1448

4. Vypocet a vyjadreni vysledkd

4.1. |dentifikace

Pro potvrzeni ptitomnosti stanovovaného analytu ve vzorku lze pouzit vice parametrui:

e Retencni ¢as (RT) analytu pfepocteny na reten¢ni (Kovatsiv) index (RI)
e Charakteristické spektrum hmot fragment v MS spektru

e Spolecny nasttik vzorku s autentickym standardem

Parametry pro identifikaci jednotlivych analytli se ziskaji proméfenim analytickych
standardd. Pro vys8i stupenn jistoty muize byt provedeno konfirmaéni stanoveni za jinych
chromatografickych separa¢nich podminek. Vzorek se zpracovava s piidavkem vnitiniho
standardu, ktery umozni korekci na odchylky pfi sorpci a desorpci a zménu sorp¢nich schopnosti
SPME vlékna.



4.2. Kvantifikace

Kvantifikace latek ve vzorku je provedena na zaklad¢ matricovych kalibrac¢nich kiivek.
Do znamého mnozstvi matrice je pfiddno zndmé mnozstvi analytu. Nasledné je provedeno
GC/MS stanoveni a je odeCtena plocha piku jednotlivych koncentraci. Pii sestavovani

kalibra¢nich kiivek by méla byt dodrzena linearita R*> 0,999 (P¥iklad 4).
Priklad 4: Kalibracni krivka pro limonen

D-Limonene
Response

1.00e+0064

h.00e+005]

0 D.0% 0.1
Concentration

5. Validace metody

5.1. Spolehlivost a pouzitelnost metody

Metoda byla ovéfena analyzou obohacenych reprezentativnich matric na rznych
koncentra¢nich hladinach. Zakladni validacni parametry, vytéZnost a opakovatelnost stanoveni
pro limonen vyhovovaly pozadavkiim na QA. Vytéznost se pohybovala v povoleném rozmezi
70 % az 130 % (Ptiklad 3 nahofte) a relativni standardni odchylka opakovaného stanoveni byla

mensi nez 30 %.

Dosazitelné meze detekce a meze stanovitelnosti pro tuto metodu Uzce souviseji S
mnozstvim stanovovanych analyti ve vzorku, s citlivosti a selektivitou pouzitého pfistrojového
usporadani, ale jsou vesmés dostateéné pro zjisténi piitomnosti rezidui pesticidii i na hodnoté

0,01 mg/kg (obvykla nejnizsi hodnota MRL).
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6. Srovnani, novosti postupu”

At jiz se jedna o rostlinné extrakty, silice nebo produkty rostlinného metabolismu, patii
aplikace nejriiznéjSich latek rostlinného plivodu mezi progresivni zplisoby ochrany rostlin a
testovani a pouzivani téchto substanci se stava celosvétovym trendem. V soucasné dobé je
zkoumana ucinnost fady latek a nckteré momentalné prochdzeji registratnimi fizenimi v
nejriznéjSich zemich (napf. NeemAzal, SRN; Neem oil, Indie). Pro stanoveni rezidui
botanickych pesticidii v rostlinném materialu v soucasnosti neexistuje zadna oficidlni metoda,
ktera by se touto problematikou komplexn¢ zabyvala. Pfedlozend metodika vyuziva ke stanoveni
téchto latek chromatografickych analytickych technik. Metodou SPME extrakce s naslednou
GC-MS analyzou Ize detekovat koncentrace rostlinnych latek dostatecné nizké, aby bylo mozno
ucinngjsi nez metoda, kterou Adamczyk a kol. stanovil rezidua silic v medu po osetfeni vcelstva
proti parazitickym roztoc¢im. Za vyuziti SPE extrakce se zde detek¢ni limity pohybovaly

fadové pouze v desetindch mg/kg.

Analyzy pesticidll jsou dulezitou soucasti kontroly ekologické produkce, avsak nemohou
tuto kontrolu nahradit. Analyzami napiiklad nelze postihnout vSechny pfipady pouziti
nepovolenych prostfedkii v ekologické produkci z ditvodu velmi rychlého rozkladu nékterych
latek. Za ucelem zvyseni efektivity kontrolnich systému je vhodné kombinovat analyzy rezidui
s dal§imi kontrolnimi mechanismy, jako je napf. kontrola na misté. Analyzy rezidui pesticidl
zalozené na hodnoceni rizik jsou mnohem uéinngjsi nez necileny (plosny) monitoring. Siteni
informaci o moznostech analyzy rezidui pesticidii v ramci sektoru ekologické produkce muize

také pusobit jako prevence proti moznym podvodam.

7. Popis uplatnéni certifikované metodiky

Metodika je urCena zejména pro védeckovyzkumné organizace ¢i soukromé subjekty
zabyvajici se vyzkumem ptirodnich latek a jejich vyuZiti v ochrané rostlin, v neposledni fad¢ je
pak metodika urcena také Siroké odborné vetejnosti. Mize byt vyuzita naptiklad institucemi
jako: Ustiedni kontrolni a zkuSebni ustav zemédélsky (UKZUZ), Statni zemédélska a

potravinafska inspekce (SZPI) nebo Statni veterinarni sprava (SVS) a dalsi certifikované
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kontrolni subjekty. Residua pesticidi je tfeba zkoumat nejen z davodu jejich piipadnych
nezadoucich vlivi, ale také z hlediska zptuisobu aplikace a stanoveni u¢innosti jednotlivych latek
a jejich efektivnich davek. Vedle aspektt spojenych s bezpecnosti tak metodika najde uplatnéni i

z hlediska zavadéni jednotlivych pesticidli do péstitelské praxe.

8. Ekonomické aspekty

Uzivatelé metodiky budou nabizet popsané stanoveni jako jeden ze svych
produktt/sluzeb. Naklady na zavedeni metodiky lze rozdé€lit na investicni a materidlové.
Investi¢ni naklady na pofizeni potiebného vybaveni Ize odhadnout na 2 000 000 K¢. Zasadni je
pofizeni plynového chromatografu s hmotnostnim a plamenoionizacnim detektorem, a dalsi
vybaveni, zejména analytické vahy, pipety, SPME automaticky nebo ru¢ni davkovaé. VétSina
analytickych laboratofi timto vybavenim jiz disponuje. Materidlové nadklady lze odhadnout ve
vysi 200 K¢ na vzorek. Jedna se zejména o spotiebni material k ptipravé vzorku, napt. SPME
vladkna, headspace vialky, a spotfebni material k provedeni GC analyz, napt. analytické kolony,
technické plyny, standardy. Dale je tieba zapocitat osobni naklady, podle provedenych ptikladt
je mozno pocitat s celkovym casem 10-30 minut na jeden vzorek, kdy vétsi pocet vzorka
vyznamné¢ zkrati celkovy Cas prepocteny na jeden vzorek. Osobni néklady tak dosahnou cca.
100 K¢ na jeden vzorek. Cena jedné analyzy, za kterou bude nabizena, se bude pohybovat v
cenové relaci cca. 3000 K¢ za vzorek. Vzhledem k téZko ptredvidatelnému rozvoji ve vyuZiti
ekologickych pesticidii na bazi rostlinnych silic, 1ze uvést mozné ptiklady. Pii analyze 100
vzorkll ro¢né bude zisk ve vysi 270 000 K¢, analogicky pii analyze 1000 vzorkidl bude zisk

2 700 000 K¢ ro¢né.
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11. Dedikace

Tato metodika vznikla v ramci feSeni vyzkumného projektu QJ1310226 ,,Vyvoj novych
metod ochrany obilnin a zeleniny proti vyznamnym patogeniim a Skiidcim pomoci botanickych

pesticidu vyuzitelnych v ekologickém i integrovaném zeméed¢lstvi‘.
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