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1 Uvod

Stanoveni polarnich pesticidii patfi, oproti analyze pesticidi multiresidudlnimi metodami,
k analyticky komplikovangj$imu stanoveni, které vyzaduje pouziti rozdilnych extrakénich
technik, specialnich chromatografickych kolon a jinych strategii kvantifikace. Pole stanoveni
polarnich pesticidli je pomémné dynamické a stile se vyviji. Dochéazi k rozSifovani rozsaht
metod o nové polarni pesticidy a jejich metabolity. Soucasné dochazi k pokroku v oblasti
extrakénich a Cisticich postupli 1 samotné analyzy. PouZzivaji se nové staciondrni faze
chromatografickych kolon, které umoziuji stanoveni téchto pomérné malych polarnich
molekul. T vzhledem k témto skuteénostem byla nutnost rozsitit arevalidovat zkousku

stanoveni.

Zvolena metodika obsahuje modifikovanou verzi jiz dfive zavedeného exktrakéniho postupu
pro stanoveni glyfosatu v krmnych surovinach. Extrakce nové zahrnuje pridavek vétsiho
mnozstvi kyseliny mravenci a EDTA. Postup rovnéz obsahuje precisténi ziskanych extraktl
pomoci acetonitrilu. VSechny tyto modifikace napomahaji ke zvySeni extraktability analytl
a snizeni obsahu matri¢nich koextrakti. VySe popsanym postupem je nyni mozné stanovovat
devét polarnich pesticidii v krmném materidlu za dosazeni nizkych reportovacich limiti
se splnénim minimalnich akceptovatelnych vykonnostnich parametrti metody. TotéZ pak plati
pro stanoveni deviti polarnich pesticidli v rostlinném materidlu, kdy pro validaci v tomto

material byla aplikovana ptivodni zjednodusena verze extrakéniho postupu.



2  Teoreticka ¢ast

Herbicidy se v zem¢&dé€lstvi hojné vyuzivaji ke zvySovani vynosu a zlepSeni kvality péstovanych
komodit. Funguji na principu redukce/inhibice rastu plevelll. Také hraji vyznamnou roli jako
desikanty u plodin jako jsou obiloviny (pSenice, je¢men, oves), olejniny (soja) a lusténiny
(fazole, hrasek). Vysoce polarni iontové slouCeniny jsou skupinou herbicidi, kterd
se celosvétové aplikuje ve velké mife pravé na tyto komodity. Zejména glyfosat, ktery
je vzhledem k jeho rapidni degradaci ve vodé¢ a ptidé povazovan za neperzistentni a bezpecny
k Zivotnimu prostiedi, je celosvétové jednim z nejpouzivanéjSich herbicidi. Navzdory
omezenym dikazim o jeho karcinogenité a mutagenité ale mlze zplsobit zavazné poSkozeni
o¢i a mlze byt potencialné Skodlivy k vodni bioté. Hlavnim metabolitem glyfosatu je AMPA,
jeji toxicita je srovnatelna s glyfosatem [1]. Spotieba glyfosatu narostla i kvili zvySenému
pouzivani geneticky modifikovanych plodin (zejména v USA), rezistenich k plisobeni
glyfosatu (napf. geneticky modifikovana soja). Se zvySenou spotiebou glyfosatu dochazi ovSem
k rozvoji rezistence i u plevelt [2], coZz znamena jeho sniZenou u¢innost a nutnost aplikace
vysSich davek nebo aplikace jinych herbicidid. Glyfosat nasel vyuziti iV nezeméd€lském

sektoru, jakym je naptiklad kontrola travin na zeleznicnich tratich a jiné [3].

Stran glyfosatu, do této skupiny poléarnich pesticida patii i dalsi latky, pro které jejich zatazeni
do portfolia sledovanych latek nabyva v posledni dob¢ na dilezitosti. Mezi tyto pesticidy patii
glufosinat, maleinohydrazid, fosetyl nebo ethefon a jejich metabolity. Zatimco glufosinat plni
podobnou herbicidni roli jako glyfosat, tak napiiklad ethefon je rGstovym regulatorem
pouzivanym pro podporu piedskliznového dozravani jablek a dalsiho ovoce a zeleniny. Dale
se aplikuje na obiloviny ke zvySeni jejich odolnosti proti poléhani. Fosetyl je latka fungicidni,
ktera se aplikuje ke kontrole nemoci zpisobenych Phytopthora, Pythium, Plasmopara, Bremia
ssp., a to zejména u vinné révy [4]. Maleinohydrazid je ristovy regulator pouzivany zejména
u brambor a cibule, kde brani kli¢eni hliz a raseni cibuli béhem skladovani. Pro vétsinu téchto
polarnich pesticidll jsou jiZ nastaveny maximalni residudlni limity, které u nékterych pesticidu
ve své definici zahrnuji i metabolity (napf. glufosinat s metabolity MPP a N-acetyl glufosinat)
[2].

Kompletni vycet polarnich pesticidi a jejich metaboliti s chemickou strukturou, ktery je

predmétem této prace, je uveden na Obrazku 1.
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Obrazek 1. Chemicka struktura glyfosatu, dalSich polarnich pesticidi a jejich metabolitu.

Ptesto, ze glyfosat patii K nejpouzivanéj$im herbicidiim, jeho analytické stanoveni je pomérné
komplikované a do dneSni doby neexistuje metodika, kterd by byla jednoducha a univerzalni.
To stejné pak vice ¢1 méné plati 1 pro dalsi vySe zminéné pesticdy. Tyto latky neni vétSinou
mozno analyzovat multiresidudlnimi metodami pravé kviili jejich polarité, kterd vede ke Spatné
extraktabilit¢ do bé&Zné pouZivanych organickych rozpoustédel. Vysokd polarita takeé
pfedstavuje problém pii chromatografické separaci na bézné pouzivanych C18 reverznich
fazich v ptipad€ multiresidualnich metod, kdy u téchto sloucenin nedochazi k dostate€nym

interakcim se stacionarni fazi [1].

K ptekondni téchto problémil jsou aplikovany alternativni extrakéni procedury zaloZené
na pouziti polarnich rozpoustédel, jako je voda a methanol. Ke zlepSeni chromatografického
chovani, zvyseni retence a zlepSeni tvaru pika se pouzivaji kolony se specialnimi stacionarnimi
fazemi, které obsahuji aktivni uhli. Separace lze docilit 1 pouzitim HILIC kolon nebo iontoveé

chromatografie. Dalsi alternativou je derivatizace glyfosatu pomoci FMOC-CI. Po derivatizaci
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je pak mozné pouzit tradi¢ni C18 reverzni faze. Nutno ovSem dodat, Ze derivatizace FMOC-CI
nelze aplikovat na vSechny poléarni pesticidy. PouZiti iontové chromatografie zase znamena
nutnost mit k dispozici pomérné sofistikované chromatografické vybaveni, kterym nedisponuji

vSechny laboratoie.

V literatuie je popsadna cela fada postupti pro stanoveni glyfosatu a dalSich polarnich pesticidi.
Jednim z nich je QuUPPe [5] metodika doporu¢ena EURL-SRM, ktera nabizi momentalné jeden
z nejkomplexnéjsich zdrojii informaci pro analyzu polarnich pesticida a dalsich latek obdobné
povahy. QuUPPe metodika prosla béhem poslednich let fadou uprav a aktualizaci. Do metodiky
jsou piidavany nové polarni pesticidy a jejich metabolity, nebo LC-/IC-MS/MS metody
S pouzitim nove dostupnych kolon na trhu. Zasadni zménou byla ale modifikace extrakéniho
postupu, kterd byla provedena z divodi zvySeni extraktability pesticidii a také z divodu
zlepSeni eliminace matri¢nich koextrakti. Modifikovana extrakce pro komodity typu obilovin
a lusténin noveé zahrnuje ptidavek vétsSiho mnozstvi kyseliny mravenci ke srazeni bilkovin
a dale pak ptidavek EDTA, ktery slouZi ke komplexaci iontl kovii, jako jsou Ca a Mg. Ziskany
extrakt se pak dale ptecisti pomoci ptidavku ACN, kdy dochazi k dal$imu srazeni bilkovin.
| pres tyto modifikace jsou takto ptipravené vzorky stile bohaté na koextrakty. Ke spravné
korekci matri¢nich efektli a tim padem i spravné kvantifikaci latek se doporucuje pouZiti

pfislusnych izotopové znacenych internich standardi.

Cilem prace bylo rozsifit a revalidovat zkousku stanoveni poldrnich pesticidi. Diivodem
je navyseni poctu stanovovanych latek vychazejici z jejich zatazeni do viceletého kontrolniho
planu. Dale vychazela nutnost revalidace z modifikace zavedeného extrak¢niho postupu podle

metodiky QuPPe a pouziti nové méfici sestavy LC-MS/MS.

3 Prakticka ¢ast

3.1  Material a metody

3.1.1 Chemikalie

Voda (ultracistd, MQ), methanol (CH3OH, pro HPLC a pro LC-MS), acetonitril (ACN,
pro HPLC), kyselina  mraven¢i (HCOOH, FA), tetrasodnd stl  kyseliny
ethylendiamintetraoctové dihydrat/tetrahydrat (EDTA), kyselina octova (CH3COOH).



3.1.2 Standardy a referencni materialy

Standardy pesticidii v pevném nebo kapalném skupenstvi s deklarovanou ¢istotou:
Glyphosate (C3H8NO5P) CAS [1071-83-6].

Aminomethyl phosphonic acid = AMPA (CH6NO3P) CAS [1066-51-9].
Glufosinate ammonium (C5H15N204P) CAS [77182-82-2].
N-acetyl-glyphosate (C5SH10NOG6P) CAS [129660-96-4].
3-(Methylphosphinico) propionic acid = MPP (C4H904P) CAS [15090-23-0].
Ethephon (C2H6CIO3P) CAS [16672-87-0].

Fosetyl-aluminium (C6H18AI09P3) CAS [39148-24-8].
Glufosinate-N-acetyl (C7H14NO5P) CAS [73634-73-8].

Maleic hydrazide (C4H4N202) CAS [123-33-1].

Vnitini izotopove znacené standardy:

Glyphosate-13C2, 15N (13C2CH815NO5P), ¢ = 1 mg/ml H2O.
AMPA-13C, 15N (13CH615NO3P), ¢ = 1 mg/ml 1% MeOH vH:0.
Glufosinate D3 hydrochloride (C5H10D3CINO4P), ¢ = 1 mg/ml 10% ACN.
N-acetyl-glyphosate D3 (C5H7D3NO6P), ¢ = 1 mg/ml 10% ACN.

MPP D3 sodium salt (C4H4D3Na204P), ¢ = 1 mg/ml 10% ACN.

Ethephon D4 (C2H2CIO3PD4), ¢ = 0,1 mg/ml 10% aceton.
D15-Fosetyl-aluminium (C6H3AID1509P3), ¢ = 0,1 mg/ml 10% ACN.
Glufosinate-N-acetyl D3 (C7D3H11NOS5P), ¢ = 1 mg/ml 10% ACN.
Maleic hydrazide D2 (C4H2D2N202), ¢ = 1 mg/ml MeOH.

Interni referen¢ni material (IRM):

Vzorky ziskané vramci ucasti v evropskych testech zplsobilosti (EUPT) potadané

Referencnimi laboratofemi Evropské Unie (EURL) pro rezidua pesticidd.



3.1.3 Laboratorni pomtcky a vybaveni pro ptipravu vzorku

Analytické vahy, vertikalni tfepacka (min. 300 kmitti/min), centrifuga (3900 az 5000 ot/min),
centrifuga¢ni zkumavky plastové se Sroubovacim vickem (15 ml; 50 ml), centrifugacni
zkumavky Eppendorf (1,5 ml), vysokorychlostni michadlo (napt. Vortex), filtra¢ni material

(stiikackové filtry nylonové o velikosti port 0,2 um), Sroubovaci vialky plastové (2 ml).

3.1.4 Postup piipravy

Pfiprava vzorki byla provedena podle JPP 10605.4 [6].
Postup pro vzorky rostlinného materialu, ovoce a zeleninu

Homogenni vzorek se navazi do 50ml centrifugacni zkumavky a smoci se dostate¢nym
ptidavkem vody. Navazka vzorku a ptidavek vody se voli podle doporuéeni v metodice QuPPe
[5]. U ovoce a zeleniny se navazuje 10 g, u listd a obilovin 5 g atd. Vzorek se extrahuje 10 ml
okyseleného methanolu (1% FA) tfepanim 15 min pfi minimalné 300 kmitech/min. Vzorek
se odstfedi 5 min pii nejméné 5000 ot/min, supernatant se pievede do 15ml plastové zkumavky
a necha se vymrazit v mrazdku nejméné 2 h, nejlépe pies noc. Vymrazeny extrakt se opét
odstfedi 5 min p#i 3900 ot/min. Podil extraktu (1 — 1,5) ml se zfiltruje do zkumavky Eppendorf

a neché se vytemperovat na laboratorni teplotu.

Postup pro vzorky komplexnéjSich matric jako jsou napf¥. krmiva

Homogenni vzorek se navazi do 50ml centrifuga¢ni zkumavky a smoci se dostateCnym
ptidavkem vody. Napf. u obilovin, lusténin a olejnatych seminek se k 5 g vzorku ptida 9 ml
vody. V ptipadé dalsich materialti se navazka vzorku a ptidavek vody voli podle doporuceni
v metodice QuPPe [5]. Ke vzorku se piida 10 ml okyseleného methanolu (1% FA) a 100 pl
kyseliny mravenci, centrifuga¢ni zkumavka se uzavie a kratce protrepe. Poté¢ se ke vzorku pfida
1 ml 10% EDTA a vzorek se extrahuje tfepanim 15 min pii minimaln¢ 300 kmitech/min.
Vzorek se odstfedi 5 min pii nejméne 5000 ot/min, supernatant se prevede do 15ml plastové
zkumavky a neché se vymrazit v mrazaku nejméné 2 h, nejlépe pies noc. Vymrazeny extrakt
se opé€t odstiedi 5 min pii 3900 ot/min. Podil extraktu (1 — 1,5) ml se ptevede do zkumavky
Eppendorf a necha se vytemperovat na laboratorni teplotu. Poté se 0,75 ml extraktu smicha
s 0,75 ml ACN ve zkumavce Eppendorf. Roztok se promicha, zfiltruje do zkumavky Eppendorf

a neché se vytemperovat na laboratorni teplotu.



Presné 1 ml filtratu se ptevede do plastové vialky a obohati se 5 pl smési internich standardu.

Poté se nékolik sekund promichd na Vortexu.

3.1.5 Pristrojové vybaveni a podminky pro koncové stanoveni

Kapalinovy chromatograf Agilent UHPLC 1290 Infinity vybaveny kolonou Hypercarb
(Thermo Fisher Scientific) o rozmérech 100 mm x 2,1 mm x 5 um s pfedkolonou Hypercarb
0 rozmérech 10 mm x 2,1 mm x5 um (Thermo Fisher Scientific), a tandemovy hmotnostni
spektrometr Sciex QTrap 4500.

Chromatograficka separace byla provedena podle pokynt v metodice QuPPe [5] s drobnymi
upravami podle moznosti naseho pfistrojového vybaveni. Detaily nastaveni méfici LC-MS/MS

metody jsou uvedeny v Tabulkach 1, 2 a 3.

Tabulka 1. Nastaveni parametri kapalinové chromatografie.

Parametr Nastaveni

Mobilni faze A: 1% kyselina octova v 5% methanolu ve vodé
B: 1% kyselina octova v methanolu

Pratok mobilni faze 0,2/0,4 ml/min

Objem nastiiku Sl

Teplota kolony 40 °C

Tabulka 2. Gradient mobilni faze.

Cas [min] % mobilni faze A Pritok mobilni faze (ml/min)
0,0 100 0,2
10,0 70 0,2
10,5 70 0,2
11,0 5 0,4
14,0 5 0,4
141 5 0,2
16,0 100 0,2
21,0 100 0,2




Tabulka 3. MRM piechody sledovanych analyti a internich standardi.

Parametr RT* [min] MRM1 MRM2 MRM3
Glyfosat 3,12 168 > 63 168 > 124 168 > 150
AMPA 1,81 110 > 63 110>79

Glufosinat 2,48 180 > 63 180 > 136
N-acetyl-glyfosat 8,08 210 > 63 210>79

MPP 511 151 > 107 151> 63

Ethefon 5,81 143 > 107 143> 79

Fosetyl 5,26 109 > 81 109 > 63
N-acetyl-glufosinat 8,23 222 > 136 222 > 63
Maleinohydrazid 8,99 111> 82 111 > 83

Glyfosat -13C,, °N 3,09 171> 63 171> 126

AMPA-BC, BN 1,79 112 > 63

Glufosinat-d3 2,45 183>98 183 > 63
N-acetyl-glyfosat-d3 8,02 213 > 63

MPP-d3 5,03 154 > 63 154 > 136

Ethefon-d4 5,74 147 > 111 147 > 79

Fosetyl-d15 5,17 114 > 82 114 > 63
N-acetyl-glufosinat -d3 8,16 225 > 63 225> 137
Maleinohydrazid-d2 8,91 113> 85 113>84

*Retencni Casy analytli se mohou v zévislosti na matrici vzorku meénit. Ke spravné identifikaci

analytu je nutné pouZit srovnani s retenénim casem piislusného interniho standardu.

Ionizace byla provedena elektrosprejem pii teploté iontového zdroje 550 °C a negativnim méodu
ionizace s napétim na kapilaie — 4500 V. Nastavené parametry plyni: CUR (N2) — 40 psi, CAD
(N2) — medium, GS1 (vzduch) — 60 psi, GS2 (vzduch) — 60 psi.

Analyty byly detekovany v mddu sledovani vybranych pfechodii (MRM), které jsou uvedeny
v Tabulce 3 vyse. MRM prechody byly pievzaty z literatury [5], ovéteny a optimalyzovany

pro ziskani co nejvysSich odezev pro pouzivanou aplikaci a méfici sestavu.




3.2 Vysledky

Pted samotnou validaci bylo nezbytné uskutecnit nékolik krokd, a to:
e Nastaveni a optimalizace LC-MS/MS m¢fici metody.

e Screening a prvotni testy vytéznosti na riznych materidlech — cilem bylo ziskat
informace o chovani vSech analytli pii aplikovaném postupu extrakce, piipravy
a mefeni. Taktéz bylo zjistovano pfipadné pozadi a hmotnostni interference v riznych
materidlech, soubézné¢ byly hledany vhodné blankové matrice rostlinného materialu

a krmiva, pomoci kterych by bylo mozné danou revalidaci realizovat.

e Ovéfit pouZitelnost navrzenych internich standardi a zkontrolovat jejich izotopovou
Cistotu pro vylouceni pfitomnosti nativnich forem pesticidi v zakoupenych

standardech. Na nutnost kontroly upozoriiuje i metodika QuPPe [5].

Metoda byla vyzkousena na n€kolika druzich matric od rostlinného materidlu az po krmné
suroviny, jako napfiklad oves, hrach, vojtéska, slama a jahody. Za navrzenych podminek
chromatografie a MS detekce bylo mozné analyzovat vSechny analyty z rozsahu vyse
zminénych polarnich pesticidi. Dalsim dilezitym zjisténim bylo, Ze pii aplikaci navrzené¢ho
postupu bude pravdépodobné mozné dosdhnout uspokojivé nizkych limitd detekce
a kvantifikace. Ukazkové chromatogramy pesticidi v ovesné a pSeni¢né matrici jsou
na Obrazcich 2 a 3 nize. NejhorSi chromatografické chovani a odezva byly pozorovany
pro metabolit glyfosatu AMPA, ale i pfes to bylo moZné tuto latku navrZzenou metodou
analyzovat. Ke spravnosti stanoveni velkou meérou pfispivd pouziti izotopové znaceného

standardu, ktery umoznuje zvolit spravny rozsah integrace a korekce matri¢nich efekta.

Z naméfenych dat bylo také patrné, Ze nékteré pesticidy maji n€kolikanasobné lepsi citlivost.
Z tohoto divodu bylo pfistoupeno k piipravé pesticidni smési obsahujici pesticidy na dvou
koncentra¢nich hladinach. Ethefon, fosetyl a glufosinat-N-acetyl byly do pesticidni smési
pfidany na 4 X niZ§i koncentraci (to stejné platilo v ptipad€ smési internich standardil). Proto
jsou testované koncentra¢ni hladiny uvadény ve formdatu napt. 800/200 pg/kg znacici
ob¢ koncentrace. Jako vhodnou matrici pro provedeni validace byl z krmnych surovin zvolen

oves a z rostlinného materialu pSenice ozima.
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Obrazek ¢. 2. LC-MS/MS chromatogramy analytii v matriénim standardu ovsa (zrna)

na koncentraéni hladiné 400/100 pg/kg.
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Obrazek ¢ 3. LC-MS/MS chromatogramy analyti v matriénim standardu pSenice

(Cerstvého rostlinného materiilu) na koncentra¢ni hladiné 800/200 pg/kg.
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3.2.2 Validace metody

Metoda byla validovana vicenasobnou analyzou vzorkd obohacenych o pfislusné nativni
standardy na niZze popsanych hladinach. V ramci validace byly ovéfeny parametry uvedené

v Tabulce 4, pricemz kritéria pfijatelnosti byla adaptovdna na zékladé dokumentu

SANTE/12682/2019 [7].

Tabulka 4. Validované parametry a min. akceptovatelné vykonnostni parametry metody.

Parametr Zpusob Kritérium

Linearita Ovéteni hodnoty korelaéniho koeficientu >0,995

Mez Nejnizsi obohacena hladina spliujici podminky identifikace, <MRL

stanovitelnosti | spravnosti a presnosti

Spravnost Priméra vytéznost kazdé obohacené hladiny, ptipadné 70-120 %
pramérna vytéznost u dostupnych internich referencnich (30-140 %)
materiald

Presnost Opakovatelnost pro kazdou obohacenou hladinu <20%

Nejistota Rozsifena nejistota, k =2 50 %

Linearita a rozsah kalibrace

Linearita bylo hodnocena v kalibraénim rozsahu od minimalné meze stanovitelnosti
do 1000 pg/kg, resp. 4000 pg/kg. K hodnoceni korela¢niho koeficientu byl vyuzit ptislusny
vyhodnocovaci software (Sciex OS) a jeho minimalni pfijatelna hodnota byla 0,995. Linearita

byla prokazana pro vSechny latky v obou materidlech v rozsahu od meze stanovitelnosti

do 1000 pg/kg, resp. 4000 pg/kg (viz. Tabulka 5).
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Tabulka 5. Korela¢ni koeficienty a rozsahy kalibraci.

Rostlinny material Krmivo

S s I
AMPA 0,99865 80-4000 0,99705 160-4000
Ethefon 0,99879 2-1000 0,99888 10-1000
Fosetyl 0,99971 2-1000 0,99988 5-1000
N-acetyl-glufosinit 0,99613 10-1000 0,99969 10-1000
Glufosinat 0,99942 40-4000 0,99924 20-4000
Glyfosat 0,99817 40-4000 0,99792 40-4000
Maleinohydrazid 0,99665 80-4000 0,99892 80-4000
MPP 0,99996 4-4000 0,99986 20-4000
N-acetyl-glyfosit 0,99974 8-4000 0,99976 40-4000

Spravnost a presnost

Spravnost a presnost stanoveni vybranych pesticidnich latek byla stanovena opakovanou

analyzou obohacenych vzorki rostlinného materialu na hladinach (2, 10, 20, 50, 200, resp. 8,
40, 80, 200, 800) pg/kg; a obohacenych vzorku krmiva na hladinach (10, 20, 200, resp. 40, 80,

800) ug/kg. U pesticidnich latek byla hodnocena valida¢ni kritéria pro spravnost a piesnost
podle SANTE/12682/2019 [7], tj. vytéznost v rozmezi (70 — 120) % a opakovatelnost < 20 %

na vybranych hladinach. Ze souhrnu vytéznosti a opakovatelnosti (viz. Tabulka 6) vyplyva,

ze v8ech 9 pesticidl splnilo obé kritéria.
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Tabulka 6. Souhrn vytéZnosti (spravnost) a opakovatelnosti (pFesnost) pesticidnich latek
pro rostlinny material a krmivo.

Rostlinny material Krmivo

Vytéinost | Opakovatelnost | Poéet | VytéZnost | Opakovatelnost| Pocet

(%) (%) hladin | (%) (%) hladin
AMPA 81,1 12,0 2 70,1 6,0 1
Ethefon 83,9 6,1 4 84,8 4,6 3
Fosetyl 80,3 3,7 5 80,5 3,1 3
N-acetyl-glufosinat 87,8 49 4 78,8 8,0 3
Glufosinat 80,1 8,8 3 80,1 8,1 3
Glyfosat 85,7 4.8 4 86,2 7,3 3
Maleinohydrazid 85,0 79 3 83,1 6,2 1
MPP 84,9 7,0 5 82,2 2,6 3
N-acetyl-glyfosat 85,9 1,7 4 82,8 6,0 3

Spravnost stanoveni byla u n¢kolika pesticidi testovana i za pomoci opakované analyzy (n = 6)
dvou referen¢nich materidlt, a to IRM-SRM10 (kukufi¢éna mouka) a IRM-SRM13 (s6jova
mouka). V piipadé¢ materidlu IRM-SRM10 se hodnoty vytéznosti u vSech stanovovanych
analytd, které material obsahoval, pohybovaly v rozmezi (73 — 111) %. V piipad¢ materialu
IRM-SRM13 se hodnoty vytéZznosti u vSech stanovovanych analyti, které material obsahoval,
pohybovaly v rozmezi (86 — 106) % (viz. Tabulka 7). Spravnost metody s kritériem (70 —

120) % je tudiz vyhovujici u obou referenénich materialt.

Tabulka 7. Vyhodnoceni vytéZnosti u materialu IRM-SRM10 a IRM-SRM13.

IRM-SRM10

Analyt oy | mren® | vytemost (%) | | KMo

Ethefon 162 155,2 95,8 Spln&no

Glyfosat 568 629,2 110,8 Splnéno

N-acetyl-glufosinat 319 231,8 72,7 Splnéno
IRM-SRM13

Glyfosat 903 953,4 105,6 Splnéno

Glufosinat 192 203,8 106,2 Spln&no

MPP 188 161,7 86,0 Spln&no

N-acetyl-glyfosat 835 831,4 99,6 Splnéno
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V ramci validace byla také testovana Vhodnost a funkénost vybranych internich standarda (IS),
a to na zakladé hodnoceni spravnosti. Obé vybrané matrice byly extrahovany s piidavkem
internich standard pied extrakcei, a to na hladinach 50/200 pg/kg pro rostlinny material (n = 8),
resp. 20/80 pg/kg pro krmivo (n = 6). V piipad¢ rostlinného materialu bylo u vSech analyta

docileno vytéznosti extrakce v rozmezi (95 — 105) % (viz. Tabulka 8).

Tabulka 8. Vyhodnoceni spravnosti stanoveni pro rostlinny material, pridavek internich
standardu pied extrakei.

Analyt PredloZeno Naméi‘eno Vytéznost VI'(.ritéria .

(ng/kg) (ng/kg) (%) pFijatelnosti
AMPA 200 211,0 105,5 Splnéno
Ethefon 50 47,79 95,6 Splnéno
Fosetyl 50 48,78 97,6 Splnéno
N-acetyl-glufosinat 50 50,10 100,2 Spln&no
Glufosinat 200 192,4 96,2 Splnéno
Glyfosat 200 194,9 97,5 Splnéno
Maleinohydrazid 200 190,9 95,5 Splnéno
MPP 200 207,5 103,8 Splnéno
N-acetyl-glyfosat 200 207,7 103,8 Splnéno

V piipadé krmiva se vytéZnost pohybovala v rozmezi (89 — 95) % u 8 sledovanych analytt (viz.

Tabulka 9), pouze v ptipadé maleinohydrazidu nebyla vytéznost timto zpusobem urcena

z diivodu nevhodné zvolené testované hladiny.

Tabulka 9. Vyhodnoceni spravnosti stanoveni u krmiva, pridavek internich standarda

pred extrakei.

Analyt PredloZeno Naméi‘eno Vytéznost vlfritéria .

(ng/kg) (ng/kg) (%) prijatelnosti
Ethefon 20 17,75 88,8 SpInéno
Fosetyl 20 18,89 94,5 Splnéno
N-acetyl-glufosinat 20 18,72 93,6 Splnéno
Glufosinat 80 73,54 91,9 SpInéno
Glyfosat 80 75,65 94,6 Spln&no
MPP 80 75,25 94,1 Splnéno
N-acetyl-glyfosat 80 75,85 94,8 Splnéno
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Mez stanovitelnosti

RL-LVL je nejnizsi validovand hladina ozna¢ovéna jako reportovaci limit (RL), u které byly
hladiny byly pro jednotlivé pesticidni latky a testované matrice raznorodé¢. Jejich piehled
je uvede nize v Tabulce 10. RL-LIMS je skute¢ny reportovaci limit uvedeny v laboratornim
systému pro uvedeni vysledku na protokol stanoveny s ohledem na splnéni identifika¢nich

kritérii, jejich ptehled je uveden v Tabulce 10 nize.
Nejistota

Stanovené nejistoty vychazeji z vicendsobnych méfeni matrice obohacené na riiznych
hladinach. Pozadavek na maximalni roz§ifenou nejistotu 50 % byl splnén u vSech parametri

na validovanych hladinach v pfipadé analyzy necisténych extraktl (tj. rostlinny material).

Rozsitena nejistota pro celkovou metodu byla 12,90 % v piipad¢ rostlinného materialu, resp.

12,12 % v ptipad¢ krmiva.

Tabulka 10. Souhrn RL-LVL, RL-LIMS a rozsifenych nejistot pesticidnich latek
pro rostlinny material a krmivo.
Rostlinny material Krmivo
RL-LVL | RL-LIMS | Nejistota | RL-LVL | RL-LIMS | Nejistota
(ng/kg) (ng/kg) (%0) (ng/kg) (ng/kg) (%0)
AMPA 200 200 24,0 800 800 12,0
Ethefon 10 10 12,3 10 10 9,2
Fosetyl 2 2 7,5 10 10 6,2
N-acetyl-glufosinat 10 10 9,8 10 20 16,0
Glufosinat 40 40 17,7 40 40 16,2
Glyfosat 40 40 9,6 40 40 14,7
Maleinohydrazid 80 80 15,8 800 800 12,4
MPP 8 8 141 40 40 5,2
N-acetyl-glyfosat 40 40 3,5 40 40 11,9

Porovnani dosaZenych vysledku validace s valida¢nim planem

Opakovatelnost a nejistota vyhovovaly pro vSechny validované parametry limitnim

akceptovatelnym hodnotam a jejich porovnani je uvedeno v Tabulce 11.
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Tabulka 11.

Porovnani

akceptovatelnymi hodnotami.

dosaZzenych validovanych parametria s limitnimi

Parametr Matrice VytéZnost Opakovatelnost Nejistota
Limitni akceptovatelné hodnoty
Polarni pesticidy Krmivo 70-120 % 20 % 50 %
Polarni pesticidy Rostlina 70-120 % 20 % 50 %
DosazZené hodnoty
9 pesticidu Krmivo 70-86 % 2,6-8,1% 5,2-16,2 %
9 pesticidii Rostlina 80-88 % 1,7-12,0 % 3,5-24,0 %
4  Zavér

Byla aspésné rozsifena a revalidovana zkouska stanoveni polarnich pesticidd v rostlinném

materialu a krmivech. Metoda byla verifikovana pomoci vicenasobnych stanoveni

obohacenych vzorkl krmiva (ovesnd mouka) a rostlinného materidlu (pSenice ozima). Metoda

je vhodna pro UHPLC-MS/MS stanoveni uvedenych 9 polarnich pesticidil a jejich metabolitl

Vv krmivech a rostlinném materidlu. Ziskané valida¢ni parametry vyhovovaly pozadavkim

stanovenym dle SANTE/12682/2019.
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1 Souhrn

Dikvat a parakvat se fadi mezi cenové nejdostupnéjsi a nejucinnéjs$i desikanty vyuzivané
Kk oSetfeni brambor, plodin péstovanych na semeno a mnoha dalSich. V fad¢ zemi je pouziti
téchto bipyridinovych herbicidi zakézané, ptesto je nutné vzhledem k toxikologickym
vlastnostem monitorovat jejich vyskyt ve vybranych, pfevazné dovozovych komoditach.
Zatazeni stanoveni dikvatu a parakvitu mezi bézné analyzované pesticidy brani jejich

fyzikalné-chemické vlastnosti ztéZzujici jejich stanoveni.

Cilem prace bylo optimalizovat a validovat metodu analyzy dikvatu a parakvatu s vyuZitim

dostupného vybaveni laboratote a ovéfit jeji spravnost ucasti v testu zplisobilosti.

2 Teoreticka ¢ast

21  Uvod

Herbicidni u¢inky dikvéatu a parakvatu byly objeveny jiz roku 1956. Tyto bipyridinoveé
slouceniny jsou neselektivni, vysoce u¢inné kontaktni herbicidy, které ucinkuji na Siroké
spektrum plevelt. Diky rychlému néstupu ucinku se ¢asto vyuzivaji jako desikanty k odstranéni
olisténi z bavlniku, fazoli a brambor. Dikvat a parakvat ucinkuji zejména na zelené ¢asti rostlin

s minimalnim G¢inkem na kofeny a migraci v rostliné [1].

Mechanismus U¢inku dikvatu a parakvatu je zalozen na inhibici fotosyntézy, ovlivnéni
elektronovych transportnich systémut rostliny a destrukci bunécnych struktur reaktivnimi

formami kysliku jako jsou superoxid, peroxid vodiku a hydroxylové radikaly [2].
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Z divodu velkého poctu pesticidli, které se mohou objevit v potravinach a krmivech,
je nejlepSim nastrojem pro jejich monitoring pouziti multirezidualnich metod. Navzdory
pokrokum, jak v pfistrojové technice, tak v piipravé vzorkd, je stale zapotiebi pro latky
se specifickymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi jako je dikvat a parakvat vyuzivat

individualni metody [3].

Metodu The Quick Polar Pesticides Method (QuPPe) vytvoriila Evropska referen¢ni laboratot
pro stanoveni rezidui, které nelze stanovit multirezidudlnimi metodami. Metoda je zamétena
na vysoce polarni pesticidy a vyuziva extrakci pomoci okyseleného metanolu zahrnujici
minimalni nebo zadné precisténi [4].

Dikvat a parakvat jsou iontové slouceniny, obtizné separovatelné na C18 a dalSich LC kolonach
s reverzni fazi. Alternativni metoda, chromatografie hydrofilnich interakci (HILIC), je vhodna
pro analyzu obou latek [5]. LC-MS/MS s ionizaci elektrosprejem je v soucasnosti jednou
z hlavnich vyuzivanych metod v oblasti analyzy pesticidli, véetné dikvatu a parakvatu.
Vzhledem k robustnosti, citlivosti a selektivité Se v mnoha laboratofich nejcastéji vyuziva LC-

MS/MS instrumentace s trojitym kvadrupdlem [6].

Cilem prace bylo (i) optimalizovat jak metodu ptipravy zaloZenou na doporucené metodice
QuPPe, tak méteni s vyuzitim LC-MS/MS techniky, konkrétné¢ HILIC separace a detekce
V MRM modu a (ii) zavést metodu vhodnou pro stanoveni dikvatu a parakvatu pro ucely
kontroly dovozovych krmnych surovin, a dale rostlinného materidlu odebraného pti podezieni

na poruseni pravidel zemédélské praxe.

3 Prakticka ¢ast

3.1 Material

3.1.1 Standardy a referen¢ni materialy

Dikvéat dibromid monohydrat > 100,3 % (Sigma Aldrich, Rakousko).
Parakvat dichlorid hydrat > 98,0 % (Sigma Aldrich Svycarsko).
Dikvéat dibromid (bipyridyl dg) > 98,0 % (CND isotopes, Némecko).
Parakvat dichlorid (ring dg) > 99,2 % (Sigma Aldrich, Svycarsko).
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3.1.2 Chemikalie

Metanol pro HPLC > 99,9 %, gradient grade (Sigma Aldrich, Francie).
Acetonitril pro HPLC > 99,9 %, gradient grade (Sigma Aldrich, Francie).
Acetonitril pro LC/MS hypergrade Lichrosolv (Merck, Némecko).
Kyselina mravenc¢i > 96 % (Sigma Aldrich, Némecko).

Kyselina mravenci > 98 % pro MS (Honeywell Fluka, Némecko).
Mravencan amonny > 98 % pro MS (Sigma Aldrich, Indie).

Kyselina chlorovodikova 35 % p.a. (Lachner, Ceska republika).

Sorbent C18, ODS bulk sorbent SPE (Agilent, Spojené staty americké).

3.1.3 Laboratorni vybaveni

Nozovy mlynek Elektrolux K55.

Mlynek VM 7.

Centrifuga Sigma 2-16 K.

Vaha Kern EG (0,5 — 2200) g.

Ttepacka Geno Grinder 2010.

Ultrazvuk s ohfevem Ecosound U-5STH.

Kapalinovy chromatograf Agilent 1290.

Hmotnostni spektrometr Sciex 4500.

Mikropipety Eppendorf (10 — 100) ul; (100 — 1000) pl; (1 —5) ml.
Vyhodnocovaci program Sciex OS.

Plastové centrifuga¢ni zkumavky (5, 15 a 25) ml Eppendorf.
Polyethylenové vialky.

Strikackové filtry nylonové 13 mm; 0,22 pm, pk/1000 (Labstore).

Systém Omnia Stakpure pro vyrobu ultracisté vody.

3.2 Metody

3.2.1 Postup ptipravy
Zhomogenizované vzorky byly navazeny do plastové 50ml centrifuga¢ni zkumavky s piesnosti
na 0,05 g. Obsah vody v obohaceném vzorku byl pied extrakci upraven jejim ptidavkem podle

doporuceni metodiky QuPPe automatickou pipetou.
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U obohacenych vzorki byly dikvatu a parakvat piidany vzdy nejméné 3 dny pied samotnou
extrakei s cilem zajistit ¢as pro navazani analytl na slozky testované¢ho materialu. Obohacené

vzorky byly do extrakce uchovany v mrazaku.

3.2.2 Extrakce

CH3OH/HCOOH: Vzorek supravenym obsahem vody byl obohacen pfidavkem smési
1zotopicky znacCenych standarda parakvatu a dikvatu tak, aby bylo dosazeno vysledného obsahu
0,1 mg - kgl. Nasledovala extrakce 10 ml 1% kyseliny mravenéi v metanolu s ptidavkem
100 pl kyseliny mravenci. Extrakce probihala za laboratorni teploty v mechanické tfepacce

15 min pti 500 kmitech/min.

CH3OH/HCI: Vzorek s upravenym obsahem vody byl obohacen piidavkem smési izotopicky
znadenych standard® parakvatu a dikvatu aby bylo dosazeno vysledného obsahu 0,1 mg - kg™.
Nasledovala extrakce 10 ml 50 % metanolu v 0,1 M kyseliné chlorovodikové (V/V). Extrakce

probihala za laboratorni teploty v mechanické tfepacce 15 min pti 500 kmitech/min.
3.2.3 Vymrazeni a odstfedéni

Vzorky po extrakci byly odstfedény v pfi 5000 ot - min™! g a supernatant pteveden do 15 ml
centrifugaéni zkumavky. Extrakty byly vymraZeny pii —18 °C pies noc nebo pii —80 °C
po nejméné 120 min. Po vymraZeni nasledovalo odstfedéni chladnych vzorki po dobu 5 min
pfi 3900 ot - min™t a -5 °C. Pii sledovani vlivu vymraZeni byl srovndvaci vzorek odstiedén

pouze po extrakci a ihned zpracovan.
3.2.4 Cisténi extraktu

Precipitace acetonitrilem: Extrakty suchych krmnych surovin byly ¢istény pomoci precipitace
acetonitrilem. Vzorek objemu 1 ml byl pfeveden do 5 ml centrifuga¢ni zkumavky s obsahem
1 ml acetonitrilu. Po 1 miné tfepani byl vzorek centrifugovan pti 3900 ot - min™ a pokojové

teploté po dobu 5 min. Supernatant byl nasledné prefiltrovan a analyzovan.

Eliminace tuku pomoci sorbentu s C18: Vzorky s vysokym obsahem tuku byly soucasné
CiStény pomoci sorbentu C18. Navazka 50 mg sorbentu byla pfidana do smési extraktu
a acetonitrilu, smés byla néasledné podrobena stejné procedute, jako pii pouziti samotného

acetonitrilu.
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Vsechny vzorky byly pfefiltrovany pomoci laboratornich plastovych stiikacek pres nylonovy

filtr.
3.2.5 Analyza vzorkt pomoci LC-MS/MS

Obsah dikvatu a parakvatu byl stanoven LC-MS/MS technikou schopnou detekovat molekuly
0 hmotnostech v rozmezi 5-2000 Da. K separaci byla pouzita hybridni kolona se smiSenym
mechanismem separace, Obelisc R. Pouzit¢ chromatografické podminky jsou uvedeny

v Tabulce 1.
Pti analyze byl pouzit hybridni trojity kvadrupdl s linearni iontovou pasti (4500 QTRAP; AB
Sciex, Foster City, USA) a zdroj ESI (electro-spray ionisation) v pozitivnim modu. Skenovani

probihalo v SRM moddu. Parametry metody jsou uvedeny v Tabulce 2. Data byla vyhodnocena

programem Analyst 1.7.1. Kalibra¢ni zavislosti byly proloZeny linedrné s vaZzenim 1/x.

Tabulka 1. Chromatografické podminky.

Parametr Hodnota
Kapalinovy Agilent UHPLC 1290
chromatograf
Analyticka kolona OBELISCR, 100 mm x 2,1 mm x 5 um (Sciex)
Piedkolona OBELISCR, 10 mm x 2,1 mm X 5 um (Sciex)
A: 10mM vodny roztok mraven¢anu amonného okyseleného
Mobilni faze kyselinou mravengéi (0,0036 ml - ml),
B: Acetonitril
Gradientova
0,0 min 20% A, 80%B
0,0-3,0 min 80 % A, 20 % B linearni gradient
Eluce 3,0-7,0 min 80 % A, 20 % B izokraticka eluce
7,0-7,1 min 20 % A, 20 % B linearni gradient
7,1-10,0 min 20 % A, 80 % B izokraticka eluce
Pritok 0,4 ml - min*
Teplota kolony 40°C
Objem nastiiku 2pl
Doba analyzy 10 min
Doba sbéru dat 2,5-5 minuta
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Tabulka 2. Sledované MRM piechody.

Nizev Q1(m/z) | Q3(m/z) | Cas(ms) | DP (V) EP (V) CE (V) | CXP (V)
Dikvatl 183 157 90 90 10 31 12
Dikvat2 183 130 90 90 10 45 10
Dikvat3 183 78 90 90 10 51 9

Parakvitl 186 171 90 51 10 25 6
Parakvat2 186 155 90 51 10 51 12
Parakvat3 186 103 90 51 10 47 28
DikvatD8 191 165 90 90 10 33 14
ParakvatD8 194 179 90 51 10 27 12

DP — deklastera¢ni potencial, EP — vstupni potencial do cely, CE — kolizni energie, CXP —

vystupni potencial z cely.

3.3 Vysledky
3.3.1 Optimalizace

K extrakci analytt z rostlinného materialu byly pouzity extrakéni postupy CH3OH/HCOOH

a CH3OH/HCI. Vytézek extrakce bez piepoctu pomoci izotopickych standardii byl velmi nizky

v piipad¢ obou extrakénich postupt. Po prepoctu zahrnujici ztraty analytu béhem extrakce bylo

dosaZeno vy$si vytéznosti obou analyti, v piipad€ pouziti extrakéni metody MetOH/FA.

Tabulka 3. VytéZnost extrakce z rostlinného materialu (%).

Analytd primérna

Postup 1 2
Zakladni postup Modifikovany postup
VyteZnost s CHsOH/HCOOH s CH;OH/HCI
Interni standard dikvétu 38 26
Dikvat korigovany na ILIS 105 111
Interni standard parakvétu 11 3
Parakvét korigovany na ILIS 91 84
ILIS primérna 25 14
98 98

Jako zéstupce obilovin, jakozto plodin s vysokym obsahem

Skrobu, byla vybrana kukufice.

Zakladnim extrakénim postupem pro porovnani ucinnosti byla metoda CH3:OH/HCOOH
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zahrnujici vymrazeni a precipitaci acetonitrilem. Naslednou upravou extrakénich podminek

nebylo dosazeno vyssi vytéznosti.

Tabulka 4. Piehled testovanych postupii pro extrakci dikvatu a parakvatu z kukufice.

Postup 1 2 3 4 5
1% HCOOH/CHsOH + 100 ul HCOOH | ano ano - ano ano
50% CH3;OH + 0,1M HCI - - ano - =
Extrakce pti 70 °C - ano - - -
Extrakce 60 min - - - ano -
Vymrazeni ano ano ano ano =
Precipitace acetonitrilem ano ano ano ano ano
Tabulka 5. Vyt&znost dikvatu a parakvatu z kukufice (%)Postup | 1 2 3 | 4 S5
Interni standard dikvétu 79 | 82 | 58 | 82 | 61
Dikvat korigovany na ILIS 78 | 76 | 80 | 77 | 87
Interni standard parakvatu 83 | 74 | 56 | 80 | 58
Parakvat korigovany na ILIS 77 | 75 | 76 | 73 | 89
ILIS primérn4 81 | 78 | 57 | 81 | 59
Analytl primérna 78 | 75 | 78 | 75 | 88

Extrak¢éni postupy analytll z lusténin byly testovany na lupin€ a s6ji. Vzhledem k vysSimu
obsahu bilkovin v matrici byl zakladni postup extrakce pomoci CH3OH/HCOOH doplnén
Cisticim krokem, precipitaci acetonitrilem.

Vysledna extrakcni procedura Cislo 4 poskytovala nejvyssi korigovanou vytéznost pro dikvat
| parakvat, ale niz8i vytézky ILIS, nez metoda vyuzivajici kyselinu mraven¢i (Tabulka 7).
Ptes tuto skutecnost byla tato metoda, s ohledem na dostatecnou intenzitu odezev méfenych

latek, vybrana pro validaci.
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Tabulka 6. Piehled testovanych postupii pro extrakcei dikvatu a parakvatu z lusténin.

Postup 1 2 3 4 5 6
Druh lupina | lupina | lupina Iupjpa, Iup’i.na, lupina
matrice soja sOja
1% HCOOH/CH5OH + 100 ul HCOOH | ano | ano - - - -
50% CHsOH /0,AM HCI - - ano ano - ano
50% CHsOH /0,2M HCI - - - = ano -
Extrakce pti 70 °C - ano - - - -
Extrakce 60 min ano
VymraZeni ano ano ano = - ano
Precipitace acetonitrilem ano ano ano ano ano ano

Tabulka 7: Vytéznost dikvatu a parakvatu z lusténin (%).

Postup 1 2 3 4 5 6
Interni standard dikvatu 81 116 50 57 83 86
Dikvat korigovany na ILIS 51 50 75 80 74 60
Interni standard parakvétu 86 124 54 57 81 66
Parakvat korigovany na ILIS 52 53 75 85 78 63
ILIS primérnd 83 120 52 57 82 76
Analytd primérna 51 52 75 83 76 61

Ke zkouskam extrak¢nich metod pro olejniny byly vybrany dva materidly, fepka a sezam.

Jako vychozi metoda pro extrakci olejnin byla opét zvolena extrakce CH3OH/HCOOH.

Z divodu vyssiho obsahu tuku V testovanych materialech byl zvolen Cistici krok DSPE

s pouzitim sorbentu C18 a/nebo vymrazeni v kombinaci s precipitaci acetonitrilem.

Pouzitim sorbentu spolecné s fedénim acetonitrilem bylo dosazeno korigovanych vytézkt

analytl v rozsahu 83 % az 91 %. Nejlepsi vysledky poskytoval postup 7 bez vymrazeni, ktery

byl s ohledem na nejmensi ¢asovou narocnost vybran pro validaci stanoveni v olejninach.

25



Tabulka 8. Piehled testovanych postupii pro extrakci dikvatu a parakvatu z olejnin.

Postup 1 2 3 4 5 6 7 8
Druh fepka | fepka | fepka | fepka fepka, | fepka, | fepka, | o o,
matrice Sezam | sezam | Sezam
1% HCOOH/CH30H + 100 ano ano ) } ano ano S )
ul HCOOH
1% HCOOH/CHsOH + 200 ] ] ] ) ] ] = ano
ul HCOOH
50% CHsOH /0,AM HCI - - ano ano - - = -
Extrakce pti 70 °C - ano - - - - s -
Vymraieni ano ano ano ano ano ano = -
Precipitace acetonitrilem - - ano ano ano ano ano ano
DSPE s C18 - - - ano - ano ano ano
Tabulka 9. Vytéznosti dikvatu a parakvatu z olejnin (%).

Experiment 1 2 3 4 5 6 7 8
Interni standard dikvétu 41 36 17 19 82 65 80 74
Dikvat korigovany na ILIS 3 63 84 85 84 83 89 84
Interni standard parakvatu 39 34 19 20 67 S7 64 63
Parakvat korigovany na ILIS " 66 83 75 88 83 91 83
ILIS primérna 40 35 18 19 74 61 72 68
Analyti primérna 75 65 84 80 86 83 90 83

Na vSech matricich bylo vyzkouSeno né€kolik extrakénich postupil spolecné s dalS§imi upravami
extraktu. Nasledné byl na zaklad¢ vytéznosti nativnich latek a ILIS vybran vzdy nejvhodné;si

postup pro danou surovinu. Souhrn postupli pouzitych pro validaci je uvedeny v Tabulce 10.

Tabulka 10. Vysledné postupy pro jednotlivé suroviny.

Postup l}::::g:igf Brambory | Obiloviny | Lusténiny | Olejniny
1% HCOOH/CH30OH + 100 ul HCOOH ano ano ano } ano
50% CHsOH v 0,1M HCI - - - ano -
Precipitace acetonitrilem - - ano ano ano
DSPE s C18 - - - - ano
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3.3.2 Validace metody

Metoda byla validovéana pomoci vicenasobného analyzy vzorkii obohacenych o pfislusny

nativni a interni standard. Vybrané matrice byly obohaceny v rozmezi (0,001 — 2) mg/kg,

v zavislosti na slozitosti matrice a reportovacich limitd. V ramci validace byly ovéieny

parametry uvedené v Tabulce 11.

Tabulka 11. Valida¢ni parametry [7].

Parametr ZplolSOb Kritérium
Linearita Oveteni hodnoty korelacniho koeficientu > 0,995
Limit Nejniz§i obohacend hladina spliujici podminky

o . C : <MRL
kvantifikace identifikace, spravnosti a pfesnosti
Selektivita Odezva analytu v rozpoustédle a v blankové matrici <+10%
Spravnost Primérnd vytéznost kazdé obohacené hladiny (70 -120) %
Pfesnost Opakovatelnost pro kazdou obohacenou hladinu <20%

Piesnost a spravnost: Pfesnost (opakovatelnost) a spravnost (vytéznost) metody byly ovéfeny

opakovanou analyzou vzdy nejmén¢ 7 obohacenych vzork na kazdé z hladin. Validacni

hladiny byly voleny podle maximalni limity rezidui (MRL) pro kazdou skupinu surovin.

Stanovend opakovatelnost a vytéznost na vSech hladindch vyhovéla valida¢nim kritériim

z Tabulky 11. V Tabulce 12 jsou uvedeny souhrnné vysledky pro jednotlivé suroviny.

Tabulka 12. Vysledky validace jednotlivych, materialech.

Dikvat Parakvat

Surovina Opakovatelnost | Vytéznost | Pocet | Opakovatelnost | Vytéznost | Pocet

(%) (%) hladin (%) (%) hladin
Rostlinny material 3,1 01,1 4 1,3 99,2 4
Brambory 2,9 93,2 2 2,6 92,4 1
Obiloviny 4,1 93,2 3 6,7 98,0 4
Lusténiny 4,2 98,8 4 8,2 106,5 4
Olejniny 3,0 103,0 3 13,6 95,0 3
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Linearita: Pracovni rozsah analyti byl zvolen podle valida¢nich parametri SANTE na péti
koncentra¢nich trovnich, vhodnych ke sledovani MRL. Kalibrace pro rostlinny material byla
vytvofena v rozsahu 0,004 az 2 mg. kg ! a kalibrace pro krmné suroviny v rozsahu 0,008 az
0,8 mg.kg?. Pro vytvoieni kalibraéni kiivky byly pouzity roztoky 50% metanolu ve vodé (V/V)
obohacené¢ o pfisluSny obsah nativni latky a izotopicky znaceného standardu (solventova
kalibrace). Hodnoty koncentrace a relativni odezvy analyti byly prolozeny pfimkou. Linearita
byla ovéfena pomoci porovnani druhé mocniny indexu korelace, hodnoty korelace

s validacnimi kritérii. Korelacni koeficient byl ve vSech pfipadech stanoven jako 1,000.

Limit kvantifikace: Podle valida¢nich parametrii se za limit kvantifikace povazuje nejnizsi
validovana hladina, splnujici poZadavky pro identifikaci a parametry metody pro spravnost
a presnost. Na vSech validacnich hladinach bylo mozné detekovat nejméné dva iontové
prechody. VsSechny validované suroviny vyhovély pozadavkim spravnosti a soucasné
maximalni piipustné hodnoté relativni piesnosti.

cvwr

surovinu. V matricich obilovin a olejnin byla mez kvantifikace stanovena jako 0,01 mgkg™

a Vv ptipadé lusténin jako 0,02 mg.kg ™.

Selektivita: Posouzeni selektivity metod probéhlo na zakladé porovnani smérnic solventové
a matricové kalibracni kiivky. Matricova kalibrace byla vytvofena na tfech koncentracnich

urovnich pomoci ptidavku nativni latky a ILIS do extrakt suchych krmnych surovin.

Shodnosti kalibracnich kiivek vyhovély kritériu piijatelnosti (90 az 110) % pro selektivitu
metody. Namétena data potvrzuji moznost pouziti solventové kalibrace, za predpokladu pouziti

1zotopicky znacenych internich standardi.

3.3.3 Verifikace metody
Validovana metoda byla ovéfena ucasti v testu zplsobilosti pofddaném EURL v roce 2021.
Analyzovanym vzorkem bylo neloupané sezamové semeno obsahujici 13 polarnich

pesticidnich latek véetné dikvatu a parakvatu.
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Tabulka 13.

Vysledky uéasti v kruhovém testu EUPT-SRM16.

Naméreny obsah Vztazna hodnota RS lativni . z-skore
o | Cegtieh | k) | et |70
Dikvit 0,241 0,244 24,7 -0,1
Parakvat 0,253 0,262 25,0 -0,2

3.3.4 Polni pokus

Pfi analyze bramborové nati oSetfené piipravkem Reglone obsahujicim dikvat byl stanoven

obsah dikvatu 15 mg.kg™ s relativni odchylkou 8,3 %.

Pti méfeni oSetfené nati byly analyzovany dva typy vzorkd. V prvnim piipad¢ se jednalo

0 zmrazeny vzorek, ktery byl néasledné¢ pomlety. Vzhledem k nedostatecnému rozmélnéni

vzorku byl vzorek ptemlet za piidavku tekutého dusiku. Pfemletim bylo dosazeno G¢inné&jsi

dezintegrace vzorku na stejném mlynku. Oba vzorky byly nésledné podrobeny stejné extrakéni

proceduie a analyzovany. Z porovnani primérnych hodnot a relativnich odchylek stanoveného

obsahu dikvatu v Tabulce 14, je mozné vyvodit zavér, ze homogenita vzorku mletého bez

ptidavku kapalného dusiku byla dostatecna.

Tabulka 14: Kvantifikace obsahu dikvatu v oSetfené bramborové nati.

Uprava Meteni Obsah Primér Presnost Relativni
vzorku (mg - kg™) (mg - kg™) (mg-kg') | presnost (%)
i ; i

zmrzlého 15 1 8,3
vzorku 3 17

Mleti s ;‘ 12

kapalnym 15 1 8,3
dusikem 3 15

Stanoveny obsah dikvatu (Tabulka 15) v hlizach oSetiené rostliny se nachazel pod mezi

kvantifikace, proto neni mozné brat tuto hodnotu jako kvantifikovany obsah. Na zédklad¢ hodnot
pomeéru signalu k Sumu mezi 100 az 150, byl prokazéan obsah dikvétu v bramborach. Vzhledem

k MRL 0,1 mg - kg* v bramborovych hlizach se jedna o velmi nizky obsah.
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Tabulka 15. Orienta¢ni kvantifikace obsahu dikvatu v oSetienych bramborach.

o Obsah Primér Pt ¢ kgt Relativni
M¢éfeni (mg - kgfl) (mg - kgfl) fesnost (mg - kg™) piesnost (%)

1 0,007

2 0,007 0,006 0,001 18,3

3 0,005

3.3.5 Analyza dikvatu a parakvatu v krmnych surovinach

Pti sledovani obsahu dikvatu a parakvatu v suchych krmnych surovinidch bylo celkové
analyzovano 10 vzorki obilovin, 12 vzorki olejnin a 8 vzorkd lusténin. Informace o ptivodu
vzorku nebyly dostupné. Pfi screeningu obsahu dikvatu a parakvatu v suchych krmnych
surovindch byl detekovan pozitivni vzorek slunecnicového Srotu s obsahem dikvéatu.
Opakovanou analyzou vzorku byl ovéfen stanoveny obsah 0,0112 mg - kg, ktery nepiesahl

MRL 0,09 mg - kg pro slune¢nicové semeno.

4  Zavér

Na kazdé z matric bylo vyzkouSeno n€kolik procedur zaloZenych na okyseleném metanolu jako
extrakénim cinidle. U olejnin a IuSténin doSlo Upravou postupu k vyraznému zvySeni
vytéznosti. Vysledné extrakéni postupy poskytovaly dostatecné vytézky analyti a bylo

je mozné vyuzit k validacim.

Metoda byla tspésné validovana na jednotlivych zastupcich tfech zakladnich skupin krmiv,
obilovin, olejnin a IuSténin, dale pak na vzorcich cerstvého rostlinného materidlu
a bramborovych hlizach. Validované hladiny analyth spliiovaly kritéria pro kontrolu

maximalnich limiti obsahu rezidui pesticidi.

Spravnost metody pro vybrané skupiny vzorki byla ovéfena pomoci referen¢nich materiald,
kdy ve vSech ptipadech bylo dosazeno dostatecné vytéznosti. Zpusobilost celé analytické

metody byla ovéfena uspéSnym absolvovanim kruhového testu.

V ¢asti vénované polnimu pokusu byly analyzovany dikvatem osetfené casti bramborového
porostu. Analyzou byla zjisténa pritomnost dikvatu v bramborovych hlizach pod limitem

Vv v

kvantifikace nasi metody, obsah dikvatu v rostlinném materialu byl uspésné kvantifikovan.
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Vytvotfena metoda byla aplikovana pfi sledovani obsahu rezidui dikvatu a parakvatu v suchych
krmnych surovinach. Z tficeti provéfenych vzorkt byl zaznamenan jediny vzorek s obsahem
dikvatu nad mezi stanovitelnosti. Jednalo se o slune¢nicovy S$rot s obsahem dikvatu

0,0112 mg - kg™
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1 Souhrn

Glyfosat patii mezi celosvétoveé nejpouzivangjsi herbicidy. Kvili jeho masivnimu pouZzivéni je
nutné sledovat vyskyt glyfosatu jak ve slozkach zivotniho prostiedi, tak i v potravnim fetézci.
Vedle metody, ktera umoznuje stanovit glyfosat v rostlinném materialu a krmivech, bylo
potieba zavést také metodu pro analyzu této latky v pidnich vzorcich. Zvolena metodika, ktera
zahrnuje extrakci v zasaditém prostfedi a derivatizacni krok, byla validovana pomoci
obohacenych vzorkl dvou riiznych pad. Derivatizovany glyfosat, AMPA a glufosinat je mozné
analyzovat s limitem kvantifikace 0,008 mg/kg. Prace je doplnéna o prvotni screening vyse

uvedenych latek ve vybranych ptidach z lokalit bazalniho monitoringu.

2 Uvod — teoreticka &ast

Glyfosat, [N-(fosfonomethyl)glycin], je Sirokospektralni, systémovy herbicid pouZivany
celosveétove pro kontrolu plevele. Vedle zemédélsky obhospodatfovanych ploch se také casto
pouZziva na zahradach a dalSich mistech s nezemédé€lskym vyuZitim (1). Glyfosat se aplikuje
na povrchové casti rostlin, ze kterych je rozveden cévnimi svazky a nésledné zpusobuje
odumfeni rostliny. Jeho hlavnim metabolitem je kyselina aminomethylfosfonova (AMPA) (2).
Od uvedeni glyfosatu na trh v roce 1974 se jeho spotieba celosvétoveé velmi navysila, coz z n¢j
¢ini nejpouzivanéjsi herbicid. Za alternativni nahradu lze povazovat glufosinat [(RS)-2-Amino-
4-(hydroxy(methyl)fosfonoyl)butanové kyselina], ktery se pouziva ve formé glufosinatu

amonn¢ho (3).
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Vyskyt glyfosatu je legislativné limitovan v potravinach a krmivech. Vzhledem k Casté a hojné
aplikaci je vyskyt glyfosatu ajeho metabolitti sledovan také v dalSich slozkéach Zzivotniho
prostfedi, napt. ve vod¢ ¢i vpudé (4). Glyfosat mize byt adsorbovdn na pidni Castice,
pfedevSim na pudni minerdly. Herbicidy na bazi glyfosatu mohou také ovlivnit padni
mikrofloru, ktera se podili na biogeochemickych cyklech, coz by mohlo vést ke zménam
V kolob¢hu Zivin (5).

Stanoveni rezidui glyfosatu, AMPA a glufosinatu je analyticky naro¢né z davodu jejich
amfoterniho a vysoce polarniho charakteru, jejich nizké hmotnosti a nedostatku funkénich
skupin, které by mohly usnadnit jejich detekci (4). V plidnich vzorcich je stanoveni
komplikovéano slozitosti matrice a mnozstvim matri¢nich interferentti. Z divodu nedostatecné
extraktability extrakéniho postupu vyuzivaného pro jejich analyzu v rostlinném materialu
a krmivech je nutné pidni vzorky extrahovat v zasaditém prosttedi (2,6). Pro zvySeni citlivosti
detekce a zlepSeni chromatografické separace je poté zatazen derivatizaéni krok. K derivatizaci
se vyuziva fluorenylmethylchloroformat (FMOC), ktery poskytuje fluoreskujici derivat snadno
stanovitelny metodou kapalinové chromatografie (LC) s fluorescencni detekci (7). Rozvoj
techniky LC s tandemovou hmotnostné-spektrometrickou detekci (MS/MS) umoznil zlepSeni
metodiky, protoze FMOC derivaty snadno ionizuji v elektrospreji a poskytuji dobrou odezvu
pii MS/MS detekcei. Divodem k derivatizaci glyfosatu je rovnéz dosazeni dostate¢né retence
na bézné pouZzivanych reverznich fazich C18 (8).

Cilem prace bylo zavést metodu pro stanoveni glyfosatu po derivatizaci ¢inidlem FMOC
v pidach. Stanoveni v poslednich letech opakované poptavaji zakaznici laboratofe (inspektoii)
pii kontrole dodrZovani pravidel aplikace ptfipravkil na ochranu rostlin (POR) a pfi feSeni
pfipadnych podnéti na nedodrZeni téchto pravidel. Po ovéfeni vytéZnosti zvoleného
extrakéniho postupu nejen pro glyfosat, ale také pro degradacni produkt AMPA a glufosinat,
byla metoda validovana pro stanoveni téchto latek v pidnich vzorcich a nasledoval jejich

screening v pudach z vybranych lokalit bazalniho monitoringu (BMZP).

3 Prakticka ¢ast

3.1.  Material a metody
3.1.1 Standardy a referen¢ni materialy

Standardy pesticidii v pevném nebo kapalném skupenstvi s deklarovanou ¢istotou:

33



Glyphosate (CsHsNOsP), CAS [1071-83-6] (Sigma-Aldrich).

Aminomethyl phosphonic acid = AMPA (CH6NO3P) CAS [1066-51-9].
Glufosinate ammonium (CsHisN204P) CAS [77182-82-2].

Vnitini izotopove znacené standardy (ILIS):

Glyphosate-13Cz, N (**C2CHs®NOsP), ¢ = 1 mg/ml H,0.

AMPA-13C, 15N (13CH615NO3P), ¢ = 1 mg/ml 1% MeOH v HO.
Glufosinate D3 hydrochloride (C5H10D3CINOA4P), ¢ = 1 mg/ml 10% ACN.

3.1.2 Chemikalie

Voda (ultracista), methanol (CH30H, pro HPLC a pro LC-MS), kyselina mraven¢i (HCOOH),
hydroxid draselny (KOH), kyselina chlorovodikova (HCI), hydroxid sodny (NaOH), kyselina
borita (H3BO3z), chlorid draselny (KCl), dichloromethan (CH2Cl2, chromasolv), acetonitril
(CH3CN, chromasolv), derivatiza¢ni ¢inidlo FMOC-CI, octan amonny (CH3COONHy4).

3.1.3 Laboratorni pomicky a vybaveni pro ptipravu vzorku

Analytické véhy, tfepacka (300 kmitd/min), centrifuga (9000 ot/min), centrifugacni zkumavky
plastové se Sroubovacim vickem (15 ml; 50 ml), SPE kolonky Oasis HLB 200 mg (Waters),
SPE manifold, vyvéva, vysokorychlostni michadlo (naptf. Vortex), termovap, odpatovaci
zkumavky (10 ml), filtra¢ni material (stiikackové filtry nylonové o velikosti pori 0,2 pm),

vialky (2 ml).

3.1.4 Postup piipravy

Homogenni vzorek se navazi do 50ml centrifugac¢ni zkumavky. Navazka vzorkl pud ¢ini 2 g.
Ke vzorku se pfida 20 ml 0,6M KOH a vzorek se extrahuje tfepanim 60 min pii minimalné
300 kmitech/min. Poté se vzorek odstfedi 15 min pii 9000 ot/min. 4ml podil vodného
supernatantu se pievede do €isté 50ml centrifugaéni zkumavky a ptida se k nému 400 pl 4,8M
HCI, 40 pl ILIS, 4 ml boratového pufru a 4 ml 20mM roztoku FMOC-CI. Smés se tiepe 30 min
pfi minimaln€ 300 kmitech/min a poté se doplni do 50 ml 1% kyselinou mravenci a odstfedi se
15 min pfi 9000 ot/min. Nasleduje ¢isténi metodou SPE. Kolonky se nejprve promyji 3 ml
methanolu a 3 ml 1% kyselinou mravenci. Pak se na kolonky nanese vzorek. Poté nasleduje
promyti 10 ml ultracisté vody a 5 ml dichlormethanu. Eluce je provedena 5 ml methanolu. Eluat

se nasledné odfouka pod dusikem téméi do sucha a rekonstituuje se v 800 ul 50% methanolu
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ktery se ziska smichanim 400 pl vody a 400 ul methanolu. Po promichani na Vortexu nasleduje

ultrazvuk po dobu 1 min a filtrace vzorku do vialky.

3.1.5 Pristrojové vybaveni a podminky pro koncové stanoveni

Kapalinovy chromatograf s hmotnostnim spektrometrem (napi. UHPLC 1290 (Agilent)-
MS/MS QTrap 4500 (Sciex)), vybaveny UHPLC kolonou (napt. ZORBAX Eclipse Plus C18
Rapid Resolution HD, 100 mm x 2,1 mm x 1,8 um (Agilent)).

Chromatograficka separace byla provedena gradientovou eluci mobilni faze A slozené z vody

a methanolu v poméru 90 : 10 modifikované 5 mM roztokem octanu amonného, a mobilni faze

B slozené z vody a methanolu v poméru 10 : 90 pii pritoku 0,45 ml/min a teploté kolony 45 °C.

Objem nastiiku byl 1 pul. Ionizace byla provedena elektrosprejem pii teploté iontového zdroje

500 °C a pozitivnim médu ionizace s napétim na kapilaie 3000 V. Nastavené parametry plynu:

CUR (N2) — 35 psi, CAD (N2) — medium, GS1 (vzduch) — 40 psi, GS2 (vzduch) — 40 psi.

Analyty byly detekovany v modu sledovani vybranych ptechodi (MRM), viz Tabulka 1.

Tabulka 1. Parametry MS méieni pro glyfosat, AMPA, glufosinat a jejich piislusné ILIS.

Retené

Nisev QL | Q2 | RT | . |Viha| DP | EP | CE | CXP
(miz) | (miz) | min) | IMRM (V) ) | V) V)
Glyfosat-FMOC 1 392 | 88 [ 370 | 60 1 70 | 10 | 30 | 10
Glyfosat-FMOC 2 392 | 179 | 3,70 | 60 1 70 | 10 | 30 | 10
Glyfosat-FMOC 3 392 | 170 | 3,70 | 60 1 70 | 10 [ 20 | 10
Glyfosat13C215N-FMOC 1| 395 | 91 | 3,70 | 60 1 70 | 10 | 30 | 10
Glyfosat13C215N-FMOC 2| 395 | 179 [ 370 | 45 [ 01 | 70 | 10 | 30 | 10
Glyfosat13C215N-FMOC 3| 395 | 173 [ 370 | 45 [ 01 | 70 | 10 | 20 | 10
AMPA-FMOC 1 334 | 156 | 534 | 60 1 70 | 10 | 10 | 10
AMPA-FMOC 2 334 | 112 [ 534 | 60 1 70 | 10 | 20 | 10
AMPA13CI5N-FMOC1 | 336 | 114 | 534 | 60 1 70 | 10 | 20 | 10
AMPA13C15N-FMOC2 | 336 | 158 | 534 | 60 1 70 | 10 | 10 | 10
Glufosinat-FMOC 1 404 | 182 | 420 | 60 1 70 | 10 | 20 | 10
Glufosinat-FMOC 2 404 | 136 | 4,20 | 60 1 70 | 10 | 30 | 10
Glufosinat-FMOC 3 404 | 179 | 420 | 60 1 70 | 10 | 30 | 10
Glufosinat-d3-FMOC 1 407 | 185 | 4,20 | 60 1 70 | 10 | 20 | 10
Glufosinat-d3-FMOC 2 407 | 139 [ 420 | 45 [o025] 70 | 10 | 30 [ 10
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3.2  Vysledky

Z literarnich udaji o extraktabilit¢ glyfosatu z ptidni matrice vyplynula nutnost extrakce
v alkalickém prostiedi (2, 6). Nasledujici derivatizacni krok s precisténim na SPE kolonkéach
vyuzivany u rostlinnych a krmivarskych vzorki byl zachovan z divodu potieby dosazeni

nizkych kvantifika¢nich limitt (9).

3.2.1 Validac¢ni experiment

Metoda byla validovdna pomoci opakované analyzy obohacenych vzorkti dvou typu pud
na nékolika hladinach. Vybrané pidy byly obohaceny na hladinach (8, 40 a 400) pg/kg
vV minimalng Sesti opakovanich. V ramci validace byly ovéfeny parametry uvedené v Tabulce 2.

Tabulka 2. Valida¢ni parametry.

Parametr Zpusob Kritérium
Linearita Ovéreni hodnoty korela¢niho koeficientu > 0,995
Limit kvantifikace Nejnizsi obohacena hladina spliujici podminky nestanoveno

identifikace, spravnosti a piesnosti

Spravnost Primérna vytéznost kazdé obohacené hladiny (70 -120) %

Ptesnost Opakovatelnost pro kazdou obohacenou hladinu <20%
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Linearita a rozsah kalibrace
Kalibrace byla pfipravena do blankové pltidni matrice za pouziti izotopového fedéni. Byly
sestrojeny kalibra¢ni piimky s body (5, 50, 500, 1000 a 2000) pg/kg. U vSech analyt byla

prokazana linearita v plném testovaném rozsahu, a to od 5 do 2000 pg/kg, viz. Obrazek 1.

301 AMPA-FMOC
> =0,99950

25 4

204

Area Ratio

Glyfosat-FMOC
2 = 0,99900

Glufosinat-FMOC
? =0,99997

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900

Cencentration Ratic

Obrazek 1. Kalibra¢ni piimky a korela¢ni koeficienty pro jednotlivé analyty.

cvwr

dostatecnd, coz vedlo k rozhodnuti provést validaci od hladiny 8 ng/kg (pfi zapocteni
ptipadnych ztrat atd.). Ukdzkovy chromatogram matri¢niho standardu na hladiné 5 ng/kg

je na Obrazku 2.
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Obrazek 2. Chromatogram vybranych analyta a jejich ILIS pfFi hladiné 5 pg/kg v pudé
po derivatizaci FMOC-CI.

Z divodu uspory nakladl na ptipravu proceduralnich kalibracnich fad pro jednotlivé matrice
byla v dal$im kroku porovnana shodnost kalibra¢nich kiivek pro rostlinny material a pidni
matrici. U vSech testovanych latek byla prokazana shodnost vySe uvedenych kalibranich
kiivek, tj. vyhovély kritériu piijatelnosti/shody (90 — 110) %, viz. Tabulka 3. Za piedpokladu
pouziti izotopicky znafenych internich standardi lze vSechny typy vzorkl kvantifikovat

pomoci jakékoli proceduralni matri¢ni kalibrace.

Tabulka 3. Vyhodnoceni shody kalibra¢nich kfivek v testovaném rozsahu (5 - 600) pg/kg.

Smérnice Krmivo Pida Shoda
Glyphosate-FMOC 0,012140982 0,012052281 99,3 %
AMPA-FMOC 0,049648687 0,048660945 98,0 %
Glufosinate-FMOC 0,010454085 0,010489426 100,3 %
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Stanoveni spravnosti a piresnosti

Z provedenych opakovanych extrakci na hladinach (8, 40 a 400) pg/kg byla vyhodnocena
stanovena spravnost (vytéznost) a presnost (opakovatelnost) postupu. Oba parametry
vyhovovaly u vSech analyti na vSech tfech koncentra¢nich hladinach. Bylo tedy dosazeno
vytéznosti v rozmezi (70 — 120) % s opakovatelnosti < 20 % (10). Vysledky validace jsou

zobrazeny v Tabulce 4 a na Obrazcich 1 a 2.

Tabulka 4. Vyhodnoceni spravnosti a piesnosti stanoveni pro jednotlivé analyty na vSech

testovanych hladinach.

Pesticid Obohaceni (ng/kg) | Vytéznost (%) | Opakovatelnost (%) | Pocet méfeni
8 88,0 8,5 6
Glyfosat 40 89,4 338 8
400 94,5 55 8
8 87,4 11,4 6
AMPA 40 98,4 34 8
400 100,5 2,3 8
8 91,7 2,6 6
Glufosinat 40 96,9 1,9 8
400 96,5 11 8

Limit kvantifikace
Jako limit kvantifikace byla pro vSechny analyty zvolena nejnizsi validovana hladina 8 pg/kg,

jelikoZ na této hladiné byla splnéna vSechna kritéria pro identifikaci, spravnost a ptesnost. RL-

LVL bude tedy shodny s RL-LIMS.
Souhrnné vysledky validace glyfosatu, AMPA a glufosinatu jsou uvedeny v Tabulce 5 niZe.

Tabulka 5. Shrnuti dosaZenych vysledki validovanych parametri.

RL-LIMS 2;}252& (1)15; Korekce na | Linearita | Opakovatelnost | Rozsifena
(ng/kg) 70-120 %) vytéznost | (ng/kg) | (povolend <20 %) |nejistota (%)
Glyfosat 8 90,4% ne 5-2000 6,6 13,2
AMPA 8 94,3% ne 5-2000 8,7 17,3
Glufosinat 8 94,6% ne 5-2000 2,7 53
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K identifikaci latek byla pouzita konfirmacni kritéria, tj. retencni ¢as (RT) a pomér
sledovanych, kvantifika¢nich a konfirmac¢nich iontl. Pro spravnou kvantifikaci je také nutné

pouzivat izotopovée znaceny vnitini standard (ILIS) nebo metodu standardniho ptidavku.

3.2.2  Screening v pudach BMZP (bazalni monitoring zeméd¢€lskych pid)

S pouzitim validované metody byla provedena analyza glyfosatu, AMPA a glufosinatu
ve vybranych 22 lokalitich BMZP. Ve vSech vzorcich pud byl stanoven degrada¢ni produkt
AMPA, U 16 z nich byl stanoven glyfosat a glufosinat nebyl v zadné piid¢ detekovan. Vysledky
jsou zobrazeny v grafu na Obrazku 3 a jejich pichled v Tabulce 6. Ve vétsing vzorkt je obsah
metabolitu AMPA asi 5krat vyssi nez obsah aplikovaného glyfosatu, s vyjimkou lokalit 7903,
4903 a 6019, kde byly obsahy obou téchto latek fddove srovnatelné. Stanovené obsahy jsou
V porovnani s publikovanymi daty niz§i o jeden az dva tady (2, 6). Jednim z vysvétleni
je skuteCnost, Ze soubor 22 vzorkd obsahoval pouze odbéry z lokalit sornou pudou
a nezahrnoval odbéry z ploch s jinym typech hospodafeni (sady, vinice) a/nebo jinym rezimem

oSetfeni (méstské a dal§i nezemédé€lské plochy).

Tabulka 6. Shrnuti vysledku screeningu glyfosatu, AMPA a glufosinatu v pidach BMZP.

Obsah (mg/kg) Glyfosat AMPA Glufosinat
Minimalni 0,0094 0,0089 -
Maximalni 0,3533 0,3691 -
Prumérny 0,0673 0,1249 -
Median 0,0182 0,0976 -
Cetnost pozitivnich vzorki 73% 100% 0%
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Obrazek 3. Obsahy glyfosatu a AMPA ve vybranych lokalitaich BMZP.
4 Zavér

Zavedena metoda, kterd zahrnuje extrakci v zasaditém prostiedi a derivatizaci FMOC,
pfedstavuje citlivou metodu pro stanoveni glyfosatu, AMPA a glufosindtu v pudé.
Mez stanovitelnosti pro vSechny uvedené analyty je 0,008 mg/kg. Screening ukazal na 100%
vyskyt AMPA ve 22 pudach BMZP, 73 % vzorki obsahovalo glyfosat a zddny z nich
glufosinat. U vétSiny ptidnich vzorka byl obsah metabolitu AMPA asi 5krat vyS$si nez obsah
glyfosatu.
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