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1. Uvod

Pro vyrobu substratu hlivy ustfi¢né (Pleurotus ostreatus) se pouziva v Evropé slama
obilnin. Jde o druhotnou surovinu dodavanou tuzemskymi zemédélci. S ohledem na skutecnost,
ze takovato sldma pochazi prakticky vyluéné z obilnin péstovanych v rezimu konvenéniho
zemédelstvi, tedy za podminek, kdy jsou aplikovany rtizné typy pesticidl, 1ze zakonité ocekavat,
ze ve slamé se budou rezidua aplikovanych latek a jejich metaboliti nachazet. A pravé tato
skute¢nost limituje vyuZiti slamy pro dany téel, nebot’ z dostupnych dat (UKZUZ 2017) vyplyva,
7e 17-20 % porostii obilnin je v Ceské republice osetfovano herbicidy Mustang Forte, Huricane a
Corello s u¢innymi latkami (G.1.) aminopyralid a pyroxsulam. Podle etiket téchto pesticidi se
sldma z porostl oSetfenych uvedenymi pesticidy nesmi pouzivat pro vyrobu substratl péstovanych
hub a jako nastylka v jahodarnach. V posledni dob¢ péstitelé rajcat rovnéz poukazuji na poskozeni
raj¢at vlivem uvedenych u.l. obsazenych ve slamnatém podilu chlévského hnoje, ktery byl pouzit
pfi hnojeni. Data o reziduich uvedenych pripravkil v substratech pro houby nejsou dostupna.
Navic, jak bylo naznaceno, neni jasné, jakym biotransformacénim pochodim aktivni slozky
pouzitych ptipravkil v rostlinach a houbach podléhaji. Pfihlédne-li se 1 ke zpisobu ndkupu slamy,
je ztejmé, ze za danych okolnosti je pro péstitele prakticky nemozné od dodavatele zjistit, zda se
jedna o slamu takto oSetfenou. Navic zadna z dostupnych laboratofi se prikazem pouziti takovych
ptipravkll nezabyvala. Uvedend fakta se promitaji nejenom do obav péstitell jahod a hub, ktefi
maji zajem dodrzovat legislativni nafizeni. Neni totiz zfejmé, zda rezidua aktivnich slozek
piipravka potencialné ve slamé inkorporovana, nejsou translokovana do plodin, hub ¢i jahod a
nepusobi na tyto plodiny toxicky. Z uveden¢ho vyplyva potieba zjistit, zda rezidua obsazena v
substratu (slama-pida) negativné neovliviiuji péstovanou plodinu (vedle péstitelt hub a jahodniku
pfichazeji z praxe v soucasné dob¢ informace predevSim od pé&stitelli raj€at). Tuto skutecnost by

mohla naznacovat prace http:// onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/ps.2119/epdf

Metodika bude dostupna volné ke stazeni na https://metodiky.agrobiologie.cz/.

2. Cil metodiky

Cilem metodiky je

e Vyvinout a validovat nejvhodnéj$i metody analyzy dvou uéinnych latek —

pyroxulam a aminopyralid, véetné ptipravy vzorku, ve vzorcich pSeni¢né slamy


https://metodiky.agrobiologie.cz/

Zjistit, zda velikost castic slamy (0,5-1,5 cm) mize ovlivnit vytéZnost analyta a

tedy piipadnou rychlost uvoliiovani residui v praktickych podminkach

3. Vlastni popis metodiky - PYROXULAM

3.1. Priprava vzorku

Pouzity byly vzorky slamy upravené nasekanim na tii riizné velikostni Sarze stébel
(0,5 cm, 1,0 cm a 1,5 cm). Tyto vzorky byly pfipraveny podle valida¢ni zpravy
metody EURL s upravami. Pouze 1,00 + 0,003 g kazdého jednotlivého vzorku bylo
navazeno do 50ml centrifugaéni zkumavky na jedno pouziti, protoze sldamova matrice
po pridani vody do vzorku pted krokem extrakce nadmérné bobtna. Fluopyram-d4 byl
pouzit jako vnitini standard, ke kazdému vzorku bylo piidano 50 pl (1 pug/ml). Ke
vzorkim byl pfidan alikvotni podil 10 ml studené vody (+4° C) a obsah zkumavky
byl ruéné dikladné protiepan, aby bylo zajisténo, ze veskera slama bude navlhcena.
Vzorky byly ponechany v klidu po dobu 30 minut pfi laboratorni teploté, poté bylo
pfidano 10 ml ledového acetonitrilu. Po pridani acetonitrilu byla vi¢ka zkumavek
pevné zaSroubovana, vzorky byly znovu dikladné protfepany a ponechany 5 minut
stat. Nakonec byly pfidany smési soli a pufrti obsahujici 4 g MgSO4, 1 g NaCl, 1 g
Na-citratu a 0,5 g Nag-citratu seskvihydratu. VZzdy po ptfidani davky jednotlivych
pufri byly zkumavky dikladné protiepany, aby byl obsah dokonale promisen a
zabrénilo se tvorb¢ shlukii.

Zkumavky byly centrifugovany pii 4600 RCF pii +4 °C po dobu 15 minut. Ciry
supernatant byl odebran do ¢istych 15 ml centrifugac¢nich zkumavek (pfiblizné 6 ml).
Alikvot 1 ml supernatantu byl pfeveden do mikrocentrifugacni zkumavky a acetonitril
byl odpafen pod proudem N2 pii 37 °C v suché lazni. Odparek byl rekonstituovan ve
stejném objemu smési mobilnich fazi pro kapalinovou chromatografii A, B (1:1, v/v)
a mikrocentrifugacni zkumavky byla umistény do ultrazvukové vodni 1azné na 5
minut. Poté byly centrifugovany pti 15 000 RCF pii + 4° C po dobu 5 minut a ¢iry

supernatant byl prenesen do LC vialek.



e Metoda mohla byt validovana bez nutnosti dal$iho ¢isténi vzorku diky pouziti smési
mobilnich fazi v poméru 1:1 (v/v) jako rozpoustédla vzorki. Nahrazeni puvodné
pouzivaného acetonitrilu touto smési vedlo k odstranéni interferujicich sloucenin,
které nejsou na rozdil od acetonitrilu ve smési methanolu a vody rozpustné. Rozdily
mezi SRM chromatogramy ilustruje obr. 1. Dalsi ptedbézné pokusy také prokazaly,
7e zafazeni dalSich krokd predc¢iSténi (tj. extrakce na pevné fazi — SPE; kombinace
QUEChERS-SPE) nevede KklepSim vysledkim a pouze zvySuje naroky na

chemikalie, ¢as a dal$i zafizeni.
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Obrazek 1. Zména pozadi a odezvy podle pouzitého rozpoustédla ve stejném vzorku (A: mobilni

faze, B: acetonitril)

3.2. Kalibra¢ni standardy

Residua pyroxsulamu ve vzorcich slamy jsou kvantifikovana metodou standardniho

pridavku, ktera dovoluje zjistit interakci pyroxsulamu s matrici a poskytuje realné hodnoty



retencniho Casu. Dale je pfipravena externi kalibra¢ni fada ve smeési rozpoustédel mobilnich fazi
pro stanoveni matricniho efektu. Kalibra¢ni kiivka je piipravena pomérem signald
pyroxsulam/fluopyram-ds. Pouzité rozmezi kalibra¢nich hladin (0,03, 1,0, 3,3, 10,0 a 33,3 ng/ml)
je v linearnim rozsahu detektoru a jako jeho horni limit byla stanovena koncentrace 33,3 ng/ml. .
Koeficient determinace (R?) byl vyssi nebo roven 0,99 (R? = 0,9963).

3.3. Validace metody

Metoda extrakce a metoda kvantifikace jsou validovany podle technického pokynu poza-
davkt SANTE/11813/2013, v terminech ,,Citlivost/linearita, matii¢ni efekt, LOQ (mez kvantifi-
kace), Specifita, Pravdivost (zkresleni), Pfesnost, Pomér iontii a Reten¢ni ¢as“. Ovéfeni bylo pro-
vedeno ve tfech nezavislych opakovanich na kazdé ze dvou urovni piidavku: 0,03 ug/kg,

1,0 ug/kg.

v’ Linearita je kontrolovana z 5 kalibra¢nich trovni.

v Matri¢ni efekt je vypocitdn porovnanim odezvy externich standardi v Cistém
rozpoustédle a standardti v matrici.

v' LOQ je stanovena jako nejnizsi aroven piidavku spliiujici kritéria metody pro
spravnost a piesnost (SMRL - maximalni rezidualni limit).

v Pravdivost, primérna vytéznost pro kazdou testovanou urovefi piidavku (70—
120 %).

v' Pfesnost, opakovatelnost RSD pro kazdou testovanou troven ptidavku (<20%)

v" Robustnost - pouzita metoda QUEChERS se ukézala jako dostate¢né robustni (Xu
etal., 2015)

v" Retenéni ¢as (+ 0,1 min)

Vzorek 1B byl vybran jako slepy vzorek, ktery neobsahuje stanovovany herbicid. Jako

v

(% vytéznost (pravdivost) mezi 70-120 % a RSD% (ptesnost) <20%).



3.4. LC-MS stanoveni

Vzorky jsou analyzovany pomoci systému AB Sciex LC QTRAP 6500+ MS/MS v rezimu

pozitivni ionizace. Pyroxsulam je detekovan v rezimu SRM. Standardy fluopyram-ds a pyroxsulam

ptipravené v mobilni fazi v koncentraci 50 ug/kg byly pired samotnou LC-MS/MS analyzou piimo

nastiiknuty do MS pro optimalizaci podminek — zji§téni charakteristickych SRM piechodt (hodnot

m/z Q1/Q3) a nastaveni parametrti hmotnostniho spektrometru (tabulka 1).

Tabulka 1. Optimalizace MS parametra

Optimalizace MS
parametru

Q1 Mass | Q3 Mass | Dwell ID DP | EP | CE |CXP
(Da) (Da) Time M MM W™
401.998 209 150 Fluopyram d4-Quant | 26 10 29 10
401.998 - 150 Fluopyram d4-Qual 26 10 37 20
434.935 195 150 Pyroxsulam_Quant 56 10 35 10
434.935 124 150 Pyroxsulam_Qual-1 56 10 67 14

Tabulka 2. Podminky LC separace

Podminky separace

Mobilni faze A: 2 mM mraven¢an amonny, 0.1% kys, mravenci
Mobilni faze B: Methanol
Gradient
Cas Pritok (mL/min) A konc. (%) B. konc. (%)
0 0.3 60 40
2.00 0.3 10 90
9.00 0.3 10 90
9.10 0.3 40 60
13.5 0.3 40 60
14 0.3 60 40
Termostat
kolony 40°C
Nastiik 2 uL
2,1 x 100 mm, 2pm
ACE Excel 2 particle size, 90 A
Kolona SuperC18 pore size
Celkovy ¢as
Termostat autosampleru +18°C analyzy: 14.00 min.




Podminky LC separace byly upraveny tak, aby byla minimalizovana depozice pyroxulamu
v systému. Pyroxsulam ma tendenci byt zadrZzovan v chromatografickém systému, coz vede pii
nespravné zvolenych chromatografickych podminkach k falesné pozitivnimu zkresleni signalu

Nové vyvinuta metoda LC je uvedena v tabulce 2.

Po eluci pyroxsulamu a IS (pyroxsulam Rt: 2,48 min, fluopyram Rt: 3,17 min) je zbytek
eluentu odvadén do odpadu, aby bylo zabranéno zbyte¢nému zatizeni iontového zdroje. Podminky

nastaveni ventilu jsou uvedeny v tabulce 3.

Tabulka 3. Nastaveni piepinaciho ventilu

\g _ Cas (min) Pozice Smér
EE .
>§ § 0 B Zdroj
A 6.5 A Odpad

Nastaveni iontového zdroje je uvedeno v tabulce 4.

Tabulka 4. Nastaveni iontového zdroje

= | Curtain Gas (Cur) 40 L/min
5 | Collision Gas (CS) Medium
.= | lonSpray Voltage (IS) 5500

£ | Tempretaure (TEM) 550 °C
% lon Source Gas (GS1) 40 L/min
Z | lon Source Gas (GS2) 60 /min




Vysledky

Béhem ptredbéznych pokust byl testovan Siroky rozsah koncentraci (0,03, 1,0, 3,3, 10,0 a
20 ug/kg). Diky vysoké selektivité a vytéznosti slou¢eniny pomoci modifikované extrakéni me-

tody, a optimalizaci instrumentalnich podminek byly dosazeny nizké LOQ (tabulka 5).

Tabulka ¢. 5 Vysledky validace (kalibrace s matrici)

Uroveii Stanovené  Sm. RSD% Stanove  VytéZnost Matricni LOQ
obohaceni mnoZstvi  odch. ni %- efekt ng/kg
(ng/kg) + pridavk  pravdivost
u
Slepy vzorek 0 0.14 0.05 37.43% 0 0 55.05% 0.03
Pridavek 0.03  0.03 0.18 0.00 2.42% 0.0318 106.07%
Pridavek 1 1 1.0098 0.12 11.59% 0.8666 86.66%

Po dokonceni validace metody byly vzorky riznych velikosthich frakci (0,5 cm, 1,0 cma 1,5
cm) extrahovany stejnou metodou. Ziskana data jsou uvedena v tabulce 6. Podle namétenych
vysledki velikost ¢astic ve vzorcich slamy ovliviiuje zjisténé hladiny rezidui. Vyssi mnozstvi
pyroxsulamu bylo detekovdno ve vzorcich slamy s mensi velikosti Castic, které v podstate
predstavuji stejnou skupinu vzorkd.

Tabulka 6. Hodnoty residui pyroxulamu ve vzorcich slamy

Vzorek Residua Sm. %

(ug/kg) odch. RSD
1A 0.2701 0.01 2.61
1B 0.1239 0.04 29.61
1C 0.0397 0.01 25.36
3A 1.8424 0.26 14.18
3B 0.9298 0.02 2.57
3C 1.0500 0.07 6.73
4A 1.9885 0.64 32.25
4B 1.3460 0.41 30.38
4C 1.3223 0.19 14.41
5A 0.9895 0.01 1.21
5B 0.8323 0.10 12.49
5C 0.4922 0.00 0.29




4. Vlastni popis metodiky - AMINOPYRALID

Aminopyralid je synteticky auxin, ktery funguje jako regulator rastu a je schvalen pro
hubeni plevell. Jedna se o perzistentni herbicid, ktery je odolny vii¢i anaerobni konverzi, ale velmi
citlivy na svétlo. V chemické struktute obsahuje aniontové i kationtové funk¢ni skupiny (obrazek
2), coz prispiva k vlastnostem, diky nimz je tento herbicid historicky obtizn¢ extrahovatelny z

ruznych matric.

4.1. Experimentalni chemikalie a Cinidla

Standard aminopyralidu byl ziskan od spole¢nosti Honeywell (Fluka, Némecko). Hlavni
zasobni roztok aminopyralidu byl pfipraven v acetonitrilu chromatografické kvality a udrzovan pfi
-20° C. Pracovni zasobni roztok aminopyralidu byl ptipraven v koncentraci 1 pg/ml a byl pouzit
k ptiprave kalibra¢nich standardli v rozmezi koncentraci 1 az 100 ng/ml v 8 Grovnich metodou
standardniho pfidavku. Byly také ptipraveny externi kalibra¢ni standardy za G¢elem vypoctu ma-
tricniho efektu ve stejném koncentra¢nim rozmezi, ale pouze s pouzitim methanolu. Jelikoz nee-
xistuje zadny komercné dostupny deuterovany nebo znaceny standard aminopyralidu, byla jako
vnitini standard pouzita kyselina 5-amino-2-chlorbenzoova, z divodu podobnosti chemickych
struktur obou latek (obrazek 2). Zasobni roztok vnitiniho standardu byl pfipraven v koncentraci 2
pg/ml v acetonitrilu pro chromatografii a ptidan ke kazdému vzorku v koncentraci 100 pg/kg na
vzorek za ucelem kontroly a normalizace potencialnich vlivii matrice v souladu s Baumhover et
al. (2018).

OH O
Cl | N\ 0 OH
~ Cl Cl
NH, NH,
A B

Obrazek 2. Struktura aminopyralidu (A) a kys. 5-amino-2-chlorbenzoové (B)
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4.2. Priprava vzorku

Vzorky byly pfipraveny podle referencni laboratofe Evropské unie, Single Residue Method
(SRM), specifikované pro analyzu kyselych pesticidi pomoci metody QUEChERS (EURL-SRM,
verze 1, 2015) s malymi upravami.
Vzorku slamy, podobné jako v pfipad¢ analyzy pyroxulamu, je navazeno 1,0000 + 0,003 g
kazdého jednotlivého vzorku do 50ml centrifugacni zkumavky na jedno pouziti, protoze slamova
matrice po pfidani extrakéniho rozpoustédla nadmérné bobtna. V tomto kroku je pfidan vnitini
standard (IS) o koncentraci 100 pg/kg a vzorek je promichan a ponechan stat po dobu 10 minut,
aby bylo dosazeno rovnomérné distibuce IS v ramci vzorku, a poté je promisen s 10 ml studené
MilliQ vody. Aby byla snizena mozna degradace aminopyralidu, jsou vzorky umistény do
chladnicky a udrzovany pii 4 © C po dobu 30 minut ve tm¢. Na konci doby smaceni je ptidano
extrakéni rozpoustédlo, kterym je 10 ml acetonitrilu obohaceného 1% kyselinou mravenci, a obsah
zkumavky je dikladné protfepan a promichan. Nakonec jsou do zkumavek ptidany soli 4 g siranu
hotec¢natého a 1 g chloridu sodného - a vzorky jsou vortexovany, aby bylo zabranéno agregaci soli.
Protoze aminopyralid je mirné kysely herbicid, neni v tomto kroku ptidavana zadna pufrovaci sul.
Zkumavky se vzorky jsou centrifugovany pii 11 600 ot./min. pii 4 °C dobu 15 minut a 6
ml acetonitrilové faze je ptrevedeno do 15 ml tmavych centrifuga¢nich zkumavek. Obsah
zkumavky je odpaten pod mirnym proudem dusiku pii 37 °C a suché vzorky jsou rozpustény v

methanolu (3 ml) pomoci ultrazvuku a vortexu.

Vzorky v methanolu jsou znovu centrifugovany pti 11 600 otackach za minutu pii 4 °C
po dobu 5 minut, aby byly odstranény nerozpustné &astice. Ciry supernatant je prenesen do 1,5

ml vialek, a nasledné analyzovan bez dalsiho ptecisténi.

Vzorky nesmi byt nikdy vystaveny pfimému svétlu, proto je veskera manipulace s nimi

provadéna vzdy za tlumeného svétla a vzorky jsou skladovany ve tmé¢.

4.3. Parametry validace metody

Extrakéni a kvantifikacni metoda byla validovana podle pozadavka referencni laboratote
Evropské unie (EURL), a to pro parametry ,,Citlivost/linearita, matri¢ni efekt, LOQ, Specifi¢nost,

Pravdivost (zkresleni), Presnost, lontovy pomér a Retenéni ¢as“. Ovéteni bylo provedeno ve tiech
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nezavislych replikatech na kazdé ze Ctyi urovni pridavku: 5,0 pg/kg, 10,0 pg/kg, 25,0 ng/kg a
50,0 ng/kg. Jako blank slouzi vzorek slamy bez pfidavku aminopyralidu. V tomto pfipad¢ byl vy-
bran jako slepy vzorek 1A, ktery neobsahuje sledovany herbicid.

Vv

nosti (% vytéznosti — pravdivost — mezi 70-120 % a RSD% (piesnost) <20 %).

4.4. Kalibracni roztoky

Pro kvantifikaci aminopyralidu ve vzorcich slamy je pouzita metoda standardniho
ptidavku, ktera umoznuje korekci vzhledem k chovani aminopyralidu v matrici a piesnéjsi detekci
retenéniho ¢asu. Externi kalibrace je provedena rozpusténim standardu aminopyralidu v metanolu
ve stejném koncentracnim rozsahu. Vybrany rozsah (1,0; 2,5; 5,0; 10,0; 25,0; 50,0; 75,0 a

100 ng/ml) je v oblasti linearni odezvy pfistroje.

Kalibra¢ni ktivky byly vytvofeny pomoci hodnot ploch pikti aminopyralidu/5-amino-2-
chlorbenzoové kyseling (IS). Koeficient determinace R? je vyssi nebo roven 0,99 (v tomto piipadé
R? =0,9939).

4.5. Validace metody

v' Linearita je kontrolovana z 8 kalibra¢nich tirovni

v Matricovy efekt je vypoéitan porovnanim odezvy externich standardi a standardi
vV matrici.

v" LOQ je stanovena jako nejniz§i aroven ptidavku splitujici kritéria metody pro
spravnost a presnost (SMRL).

v" Pravdivost, primérnd vytéZnost pro kazdou testovanou uroveni piidavku (70—
120%).

v’ Pfesnost, opakovatelnost RSD pro kazdou testovanou troven ptidavku (<20%)

v Robustnost, pouzitd metoda QUEChERS je podle Anastassiades et al. (2003)
dostatecné robustni.

v Retenéni ¢as (+ 0,1 min)

12



4.6. LC-MS stanoveni

Vzorky byly analyzovany pomoci systému AB Sciex LC QTRAP 6500+ MS/MS v pozi-

tivnim modu.

Pted analyzou byl do MS systému ru¢né nastiiknut ¢isty standard aminopyralidu o koncen-
traci 50 ppb rozpusténého v methanolu, pro optimalizaci podminek — zjisténi charakteristickych
SRM piechodt (hodnot m/z Q1/Q3) a nastaveni parametrii hmotnostniho spektrometru (tabulka
7).

Tabulka 7. Optimalizace MS parametrd

Q1 Mass | Q3 Mass | Dwell ID DP EP | CE |CXP
%) (Da) (Da) Time V) N | V)| (V)
§eg 206,943 160,9 110 | Aminopyralid_Quant 21 10 29 18
< g
'T;s 5 206,943 - 110 | Aminopyralid Qual-1 | 21 10 | 43 | 14
|
=
o
O | 171.973 93,00 145 kyselina 5-amino-2- 16 10 | 27 10
chlorbenzoova

Po optimalizaci nastaveni detek¢nich podminek byla optimalizovana metoda chromatogra-
fické separace s pouzitim ¢istého standardu az do ziskani optimalniho tvaru a kvality piku. V ta-

bulce 8 jsou uvedeny parametry LC metody.
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Tabulka 8. Podminky LC separace

Mobilni faze A: 0.2% kyselina mravenci
Mobilni faze B: Methanol
Gradient
Cas Pritok (mL/min) A konc. (%) B. konc. (%)
3 0 0.3 50 50
£ 0.5 0.3 50 50
oy 6 0.3 0 100
_E‘ 6.5 0.3 50 50
g 10 0.3 50 50
)
=
R
Termostat kolony 30°C
Nasttik 2 uL
ACE Excel 2 SuperC18 2,1 x 100 mm,
Kolona 2um particle size, 90 A pore size
Celkovy ¢as: 10.00
Termostat autosampleru +4°C min.

Na zaklad¢ retencnich ¢ast sloucenin byl eluent smérovan do hmotnostniho detektoru nebo
do odpadu. Retenc¢ni ¢asy aminopyralidu a 5-amino-2-chlorbenzoové kyseliny byly stanoveny na

1,20 respektive 1,21 minuty. Podminky nastaveni ventilu jsou uvedeny v tabulce 9.

Tabulka 9. Nastaveni piepinaciho ventilu

S _ Cas (min) Pozice Smér
== .
>§ § 0 B Zdroj
A 3 A Odpad

Nastaveni parametrii iontového zdroje bylo optimalizovano na zakladé nejlepsi odezvy

signalu aminopyralidu a je uvedeno v tabulce 10.
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Tabulka 10. Nastaveni iontového zdroje

004 Curtain Gas (Cur) 20 L/min
s Collision Gas (CS) Medium
E lon Spray Voltage (IS) 4500
o Temperature (TEM) 550°C
Z lon Source Gas (GS1) 50 L/min
= lon Source Gas (GS2) 50 L/min
4.7. Vysledky
Vysledky validace

Vysledky validace ziskané ze vzorku slamy pomoci LC-MS/MS jsou uvedeny v tabulce
11. Mez kvantifikace (LOQ) byla stanovena na 5 pg/kg v Sirokém rozmezi riznych arovni pfi-
davki (5,0; 10,0; 25,0 a 50,0 png/kg), z nichz jsou rovnéz vypoctena akceptacni kritéria pro vali-

daci.

Tabulka 11. Hodnoty vytéznosti a opakovatelnosti podle metod extrakce (n = 3)

Vzorek Urovei Stanovené mnozstvi Sm. Vytéznost % - | RSD%
pag;‘;g (ng/kg) odch. + | pravdivost

Slepy vzorek (1A) 0 0.05 0.03 - -

Pridavek 5 5 4.04 0.51 79.95% 12.69%

Ptidavek 10 10 9.99 1.69 99.43% 16.93%

Ptidavek 25 25 22.27 2.48 88.89% 11.12%

Pridavek 50 50 39.20 1.38 78.31% 3.53%

Stanoveni obsahu aminopyralidu v redlnych vzorcich

Obsah aminopyralidu ve vzorcich slamy je uveden v tabulce 12. Vysledky ukazaly, ze velikost
¢astic hraje dilezitou roli v GCinnosti extrakce. RUzné vzorky slamy, které se lisily lokalitou a
zpusobem oSetfeni v pribéhu kultivace (oznaceni 1, 3, 4, 5), byly pied extrakci nafezany na tfi
velikostni Sarze o velikosti ¢astic (A=0,5 cm, B=1,0 cm, C=1,5 cm). U vSech vzorka byl stanoveny

obsah aminopyralidu neptimo umérny velikosti ¢astic. V ramci testovanych skupin byl nejvyssi
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obsah rezidui aminopyralidu detekovan ve vSech velikostech vzorka 4. skupiny (165,64 + 2,62

ug/kg). Obsah aminopyralidu ve skupiné 1, ktery byl také pouzit jako blank, byl pod LOQ.

Tabulka 12. Obsah aminopyralidu ve vzorcich (* A piedstavuje vzorky o velikosti 0,5 cm, ** B

predstavuje vzorky o velikosti 1,0 cm, *** C pfedstavuje vzorky o velikosti 1,5 cm, n = 3)

Aminopyralid Sm. %
Vzorek (ng/kg) odch. RSD
1A* 2,88 0,29 10.05
1B** 1,60 0,00 0.00
1C*** 1,43 0,56 38.93
3A 45,92 1,20 2.62
3B 53,91 5,16 9.57
3C 0,81 0,81 100.00
4A 165,64 2,62 1.58
4B 102,27 4,94 4.83
4C 89,13 0,14 0.16
5A 6,17 0,30 4.78
5B 4,02 0,59 14.74
5C 1,58 0,56 35.24

Pokud jde o primérnou vytéznost extrakce, vysledky pouzité metody QUEChERS (EURL-
SRM, 2015) ptinesly uspokojivé vytézky (> 70%). Déle byla metoda upravena tak, aby se zvysila
kvalita signalu a zlepSilo se skore validace. Extrak¢ni rozpoustédlo (acetonitril) bylo tedy nahra-
zeno methanolem; stejné tak i pfi chromatografické separaci byly mobilni faze nahrazeny Milli-Q
vodou s pridavkem 0,2% kyseliny mravenci (A) a ¢istym metanolem (B). Na rozdil od referen¢ni
metody byl aminopyralid analyzovan v rezimu pozitivni ionizace v MRM modu. Parametry hmot-
nostni spektroskopie uvedené v tabulce 10 byly také nové stanoveny a vedly ke zvyseni rozliSeni

a citlivosti signalu aminopyralidu.

16



5. Srovnani novosti postupu

5.1. Pyroxulam

Evropska komise stanovila maximalni hladiny rezidui (MRL) pyroxsulamu na 10 pg/kg v
obilovinach (¢ast A ptilohy I nafizeni 396/2005). Podle pfezkumu stavajicich maximalnich limitt
rezidui pro pyroxsulam Evropskym tifadem pro bezpecnost potravin (EFSA, 2013), metoda po-
skytovana referen¢ni laboratoii Evropské unie (EURL) je povazovana za vhodnou pro stanovovani
pyroxsulamu v matricich s vysokym obsahem vody, kyselin, oleje i suchych komoditach s LOQ
10 pg/kg. EURL (2020) navic ve vSech komoditnich skupinach aktualizovala LOQ metody na
5 ng/kg (EFSA, 2020).

Ve srovnani s jinymi pesticidy existuje v literatuie jen omezené mnozstvi studii 0 pyroxsu-
lamu v rostlinach, pravdépodobné kvuli jeho nizsi toxicité. Ve vyzkumu sedmi herbicidu triazolo-
pyrimidinsulfonamidové skupiny vcetné¢ pyroxsulamu mé navrhovand multirezidualni metoda
LOQ 5 pg/kg (Xu et al., 2015). Studie Bi et al. (2020) definovala LOQ stejnym zpisobem jako
SANTE/1813/2017 a navrhovana LOQ je také 5 pg/kg. Upravena a vylepSena metoda uvedena v
této zpravé ma tedy vyznamné nizsi LOQ (0,03 ug/kg) ve srovnani s dostupnymi publikovanymi

metodami.

5.2. Aminopyralid

Pro vybér metodiky extrakce a kvantifikace bylo interné posouzeno pét riiznych metod,
véetné EN 15662 QuEChERS (Tian et al., 2012), molekularné tisténé extrakce na pevné fazi (MIP-
SPE) (He et al., 2019; Tan et al., 2019), EN 15662 QUEChERS spolu s MIP-SPE (He et al., 2019)
alkalickd hydrolyza spojend s SPE (Watanabe et al., 2019) a okyselenymi QUEChERS (EURL-
SRM, 2015). Ackoli existuje jesté jedna analytickd metoda pro analyzu aminopyralidu doporucena
Agenturou pro ochranu zivotniho prostfedi Spojenych stati (US-EPA), zalozend na butyl
derivatizaci, nebyla v ramci této studie zkoumana, protoze derivatizacni proces je ¢asove naro¢ny
amuze byt zdrojem nepiesnosti a chyb vzniklych béhem butyla¢niho procesu. Kone¢né rozhodnuti
pro vybér metody bylo u€inéno na zéklad€ chromatografickych vysledka ziskanych ze stejnych

vzorkl provedenych vySe uvedenymi metodami.

Podobn¢ jako pro pyroxulam existuje v literatuie velmi omezeny pocet studii na stanoveni

residui aminopyralidu. V dohledatelné literatute se hodnoty LOQ 1isi i podle rtiznych ptistupt k
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parametram validace. Tian a kol. (2012) stanovili LOQ na 21 ug/kg ve vzorcich okurek a 36 pg/kg
pro vzorky hroznti s pouzitim velmi podobné extrak¢ni metody jako ndmi pouzitd modifikovana
EURL-SRM (2015) pro potravinaiské komodity s vysokym obsahem vody. Dalsi vyzkum
vyuzivajici metodu extrakce a piecisténi pies SPE kolonky obsahujici molekularné potisténé
polymery He et al. (2019) a Tan et al. (2019) uvadéli hladiny LOQ ve vzorcich mléka jako 0,77
ug/kg, respektive 0,41 pg/l. Tyto hodnoty vsak byly definovany podle poméru S/N a nebyly
kompatibilni s kritérii validace EURL. S ohledem na nejniz$i Girovné piidavkt v téchto tiech
studiich jsou realné LOQ 50 pg/kg (Tian et al., 2012) a 10 pg/l (He et al., 2019; Tan et al., 2019),

coz jsou hodnoty vyssi nez LOQ dosazené pomoci této metodiky.

Evropsky ttad pro bezpecnost potravin (EFSA) uvedl, ze analytické metody pouzivané pti
stanoveni rezidui aminopyralidu (ve volné a konjugované formé) by mély spliovat hladinu LOQ
10 pg/kg ve vsech skupinach potravinaiskych matric, véetné téch s vysokym obsahem vody,
kyselin, oleje a suchych komoditach (Anastassiadou et al., 2020). V této souvislosti poskytla
referen¢ni laboratoi Evropské unie (EURL) analytickou metodu s LOQ 50 pg/kg pro rutinni
analyzu volného aminopyralidu pro v§echny skupiny potravinovych matric (EURL-SRM, 2015).
Vysledky dosazené touto metodikou jsou tedy o jeden tad citlivéjsi nez puvodni vysledky podle
EURL.

6. Popis uplatnéni certifikované metodiky

Metodika je urCena zejména pro organy statni spravy, védeckovyzkumné organizace ¢i
soukromé subjekty zabyvajici se stanovovanim rezidui pesticidii, V neposledni fad€ je pak
metodika urCena také Siroké odborné vefejnosti. Muze byt vyuzita naptiklad institucemi jako:
Usttedni kontrolni a zkugebni ustav zemédélsky (UKZUZ) nebo Statni zemédélska a potravinatrska
inspekce (SZPI) a dalsimi certifikovanymi kontrolnimi subjekty ¢i komerénimi laboratofemi.
Residua pesticidu je tieba zkoumat nejen z divodu jejich ptipadnych nezadoucich vlivi, ale také
Z hlediska zpUsobii aplikace a stanoveni U€innosti jednotlivych latek a jejich efektivnich davek.
Vedle aspekti spojenych s bezpe¢nosti tak metodika najde uplatnéni i z hlediska zavadéni

jednotlivych pesticidt do péstitelské praxe.
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7. Ekonomické aspekty

Uzivatelé metodiky budou nabizet popsané stanoveni jako jeden ze svych produkti/sluzeb.
Naéklady na zavedeni metodiky lze rozd€lit na investi¢ni a materidlové. Investi¢ni ndklady na
pofizeni potiebného vybaveni Ize odhadnout na 10 000 000,- K¢. Zasadni je pofizeni kapalinového
chromatografu s hmotnostnim detektorem typu trojity kvadrupol nebo Q-TRAP, a dalsi vybaveni,
zejména analytické vahy, pipety, vortex, odstiedivky. VéEtSina analytickych laboratofi vSak timto
vybavenim jiz disponuje. Materialové naklady lze odhadnout ve vysi 300,- K¢ na vzorek. Jedna se
zejména o spotiebni material k piipravé vzorku, napt. SPE kolonky, QuUEChERS spotiebni
material, vialky, a material k provedeni LC/MS analyz, napf. extrak¢ni rozpoustédla, kolony,
mobilni faze, technické plyny, standardy atd. Dale je tfeba zapocitat osobni naklady, podle
provedenych piikladl je mozno pocitat s celkovym ¢asem 30 minut na jeden vzorek, kdy vétsi
pocet vzorki vyznamné zkrati celkovy Cas piepocteny na jeden vzorek. Osobni ndklady tak
doséhnou cca. 200 K¢ na jeden vzorek. Cena jedné analyzy, za kterou bude nabizena, se bude
pohybovat v cenové relaci cca. 5000,- K¢ za vzorek. Pi analyze 100 vzorkd roéné bude hruby zisk
ve vysi 440 000,- K¢, analogicky pii analyze 1000 vzorkil bude zisk 4 400 000 K¢&,- ro¢né. Dale
Ize pocitat s pozitivnimi efekty pro péstitele riznych plodin, ktefi vyuZzivaji obilnou slamu jako
druhotnou surovinu napft. jako mul¢, péstebni substrat, organické hnojivo atd. Tento efekt se
projevi ve sniZeni ztrat na vynosech dotcenych plodin pouzitim bezrezidualni sldmy a nelze ho

jednoduse kvantifikovat.
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