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1 Uvod

Udaje o chemismu pletiv asimilaénich organii lesnich vzorkii jsou doplitkem k tdajim
o pudnim prostiedi v prizkumu vyzivy lesa. Priizkum vyzivy lesa hodnoti stav lesa podle stavu
zivin a dal§ich vybranych prvkti a charakteristik v pidnim prostiedi. Jeho poslanim
je informovat vlastniky lesnich pozemkd, jejich uzivatele a zaméstnance povéiené fizenim
lesniho hospodafstvi a zaméstnance statni spravy. Udaje o ptidnim prostfedi a urovni vyzivy
drevin jsou podkladem pro rozhodovéani o vhodnosti melioracnich z4sahti a s nimi spojenych

finanénich naklada.

Vhodnym mistem pro odbér vzorkd asimilacnich pletiv u stalezelenych jehli¢natych dfevin
je oslunénd strana vrcholku koruny. Analyzuji se jednoleté (prvni ro¢nik) a dvouleté (druhy

ro¢nik) jehlice, které jsou odebrany v prostoru, ve kterém byly odebrany ptdni vzorky.

Stanoveni obsahu dusiku slouZi ke klasifikaci obsahu dusiku v asimila¢nich orgénech dfevin.

3 Material a metody

3.1  Princip stanoveni dusiku

Vytvoteni NIR kalibracniho modelu pro dany parametr spoc¢iva ve vztazeni informace ziskané
absorpci v NIR oblasti s hodnotou stanovenou laboratorni referenéni metodou (LRM)
do vzajemného poméru a ziskani regresni zavislosti.

V nasledujici Casti je uvedena klasickd laboratorni metoda, pomoci které¢ byly ziskany

referen¢ni hodnoty pouZité pro kalibraci NIR spektrometru.
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Stanoveni obsahu dusiku

Stanoveni obsahu dusiku v rostlinném materialu vychazi z JPP UKZUZ 40058.1 Stanoveni
celkového dusiku podle Dumase. Po vysuSeni v suSarné¢ s cirkulujicim vzduchem pii teploté
65 °C byly vzorky upraveny na nozovém mlynku Retsch Grindomix GM 200, pak byl odebran
alikvotni dil do vysousecky a vysusen pti 105 °C, po vysuseni byl vzorek umistén do exikatoru.
Pted vlastni analyzou byl vzorek vyjmut a ihned byl navazovan do specialnich keramickych
spalovacich kelimk a umistén do zasobniku analyzatoru Primacs SN-100, firmy Scalar.
Nasledné¢ byl stanoven dusik Dumasovou metodou. Spalovani probiha pti 1100 °C v kyslikové
atmosféie a detekce byla provedena pomoci tepelné vodivostniho detektoru metodou externi

kalibrace. Jako kalibra¢ni standardni latka byl pouzit EDTA. Navazka vzorku byla 200 mg.

3.2  Stanoveni metodou NIR spektroskopie

Pro vytvoteni pfesného NIR kalibracniho modelu je obecné zakladnim pozadavkem dostatecny
pocet analyzovanych vzorki. Pro kalibraci dusiku v asimilaénich organech smrku bylo pouzito
104 vzorkli z odbéru vzorka v roce 2022, v téchto vzorcich jsou zahrnuty jehlice jednoleté
i dvouleté. Vzorky byly analyzovany v Odd¢leni NRL Plzen, kde byl stanoven obsah dusiku na
analyzatoru CN.

Pro kalibraci byla NIR spektra nasniméana v kiemennych kyvetach o priméru 3 cm v reZimu
reflektance. NIR méfeni byla provadéna v blizké infraCervené spektralni oblasti
pfistrojem Nicolet Antaris s Fourierovou transformaci. Spektralni reflektance, udavana jako
primér ze 120 spekter, byla zobrazena jako logaritmus inverzni reflektance (log 1/R) v 0,5 nm

intervalech v rozsahu vinovych délek (1000 — 2500) nm.

Pro spravny vyvoj NIR kalibra¢niho modelu je dulezité, aby koncentracni rozsah kalibrované¢ho
parametru byl co moznd nejvysSi. Koncentratni rozsahy pro stanovovany parametr

v asimila¢nich organi smrku jsou uvedeny v tabulce 1.



Tabulka 1. SloZeni vzorku asimila¢nich organt smrku pouzitych pro kalibraci pristroje
Nicolet Antaris mérenych v reflektanci

N
(%o/s)
Nk (pocet vzorkil) 104
Minimum 0,98
Maximum 1,56
Primeér 1,25

Dulezitym ptfedpokladem vytvofeni uspéSného kalibracniho modelu je déle skutecnost, ze
laboratorni referenéni metoda pouzivana pro kalibraci NIR spektrometru musi byt dostate¢né
piesna.

V prvnim kroku pted vlastni regresni tvorbou kalibra¢niho modelu byla na jednotlivé soubory
kalibracnich spekter (vzorkil) aplikovana matematickéd korekce spekter SNV, kterd eliminuje
vliv velikosti ¢astic. Tento krok je velmi dilezity u vzorka, které pfed vlastni NIR analyzou
prosly Upravou sitovanim nebo pro vlastni méfeni NIR spektroskopii nebyly pomlety. Na takto
upravenych NIR spektrech byla provedena analyza hlavnich komponent, ktera je vhodna
pro detekci a ur¢eni odlehlych méfeni vzork (spekter). Metodou hlavnich komponent (PCA)
byla identifikovana odlehla méfeni, ale soucasné bylo ovéfeno, zda timto vylu¢ovanim nebyly
oznaceny dulezité kalibraéni vzorky (extrémni body, které mohou odpovidat napf.
koncentra¢ni abnormalité), ¢imzZ by byla sniZena robustnost vytvafeného kalibra¢niho modelu.
Timto zplisobem upravené kalibraéni soubory pro stanoveni obsahu dusiku
v asimilac¢nich organech smrku po vylouceni odlehlych méfeni byly dale korigovany regresni
metodou PLS. Nasledné¢ byly jednotlivé kalibraéni modely optimalizovany tak, aby
kvadratickou chybu predikce RMSECYV pii optimélnim poctu latentnich proménnych (hlavnich
komponent) v modelu.

V priibéhu tvorby kalibra¢niho modelu byly rovnéz vybrany vhodné vinové délky a to takové,
u kterych se absorpci zafeni v NIR spektru projevila zfejma korelace s laboratorni referencni

hodnotou. Vysledkem optimalizace kalibra¢niho modelu je ziskany graf referenc¢nich versus



NIR predikovanych koncentraci (kalibracni zavislost, kalibracni kiivka) a hodnota stfedni

kvadratické chyby predikce RMSECYV a korela¢niho koeficientu R.

4 Vysledky a diskuse

Na zéklad¢ vysledkit LRM byl vytvofen a optimalizovan kalibra¢ni model pro stanovovany
parametr obsah dusiku metodou NIR spektroskopie ve vzorcich asimila¢nich orgdnti smrku.

Kalibra¢ni zavislosti jsou zobrazeny graficky na obrazku 1.
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Obrazek 1. Kalibraéni zavislost pro parametr dusik (%/s).

Ptehled ziskanych kvalitativnich parametrti kalibra¢niho modelu stanovenych regresni

metodou PLS pro vybrany parametr ve vzorcich asimila¢nich organu smrku je uveden v tabulce
2.



Tabulka 2. Kvalitativni parametry kalibra¢niho modelu vzorki asimila¢nich organu
smrku.

Parametr RMSECYV R

N (%/s) 0,0476 0,9223

Legenda: RMSECV — stfedni kvadratickd chyba predikce (CV-pfi¢né validace); R — korelacni
koeficient.

Z tabulky 2 je zfejmé, ze pro stanoveni parametru obsahu dusiku byla ziskana vysoka hodnota

korelaéniho koeficientu.

Predikéni schopnosti tohoto vytvofeného kalibracniho modelu pro stanoveni obsahu dusiku
ve vzorcich asimilacnich orgdni smrku byly ovéfovany na souboru nezavislych vzorkt, které
nebyly zahrnuty do vyvoje kalibracniho modelu. Vyhodnoceni nésledného porovnani vysledkt

ziskanych LRM a metodou NIR spektroskopie je uvedeno v tabulce 3.

Tabulka 3. Protokol validace analytickych metod LS7.

Statistické vyhodnoceni

Pocet méreni 30

Primér méfeni 1,28

Prumeér ref. méfeni 1,27

Linearita Nevyhovuje

Koeficient b0 -0,0700942

Koeficient bl 1,04514

Test vyznamnosti absolutniho koeficientu nevyznamny Tk = 0,8789 Tab.hodn. = 2,048

Test hypotézy koef. bl=1 potvrzena Tk = 0,7294 Tab.hodn. = 2,048

VytéZnost 99,01

Test shody sad méteni studentovym t-testem Vyhovuje Tk = 1,711 Tab.hodn. = 2,045

QC koeficient 3,04

Vybérovy korela¢ni koeficient 2,93 %




Z tabulky 3 vyplyva, ze metoda NIR spektroskopie v porovnani s laboratorni referencni metodou
poskytuje statisticky shodné vysledky pro stanoveni obsahu dusiku ve vzorcich asimila¢nich organt

smrku.
5 Zavér

Na dostatecn¢ obsdhlém souboru vzorkii asimila¢nich organti smrku byl optimalizovan
kalibra¢ni model pro stanoveni dusiku metodou FT-NIR spektroskopie.

Z prezentovaného grafu kalibracnich zavislosti a hodnot kvalitativnich parametrid (RMSECV,
R) vytvofen¢ho kalibracnitho modelu je ziejmé, ze hodnoty obsahu dusiku stanovené
laboratorni referenéni metodou a predikované metodou NIR spektroskopie spolu koreluji
(R=10,9223).

Zaroven byly porovnany dvé analytické metody. Prezentované vysledky potvrdily vhodnost
metody NIR spektroskopie a Ize ji tak ji doporucit pro predikovani obsahu dusiku ve vzorcich

asimila¢nich organti smrku.
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1 Uvod

Geneticky modifikovany organismus (GM organismus, GMO) je organismus, jehoZ geneticky
material byl umysln€ zménén, a to zpiisobem, které¢ho se nedosahne pfirozenou rekombinaci.
Dotc¢ené techniky jsou uvedeny v Zakonu o nakladéani s geneticky modifikovanymi organismy
a genetickymi produkty ¢. 78/2004 Sb.

Geneticky modifikované (GM) plodiny jsou takové rostliny, u kterych byl zménén dédi¢ny
materiadl (DNA) pomoci genovych technologii.

GM kukuiice MON87429

Unique Identifier Ul: MON87429-9

Pro vyvoj kukufice MONS87429 byla vyuzita transformace rostlin pomoci Agrobacterium
tumefaciens. Vyslednd GM kukufice vykazuje kombinovanou toleranci k herbicidim
glufosinatu, glyfosatu, herbicidu dikamba a herbicidu 2,4-D.

Zakladni obsaZené genetické modifikace jsou:

- pat, umoziiuje rostliné syntézu enzymu fosfinotricin N-acetyltransferdza (PAT)
ze Streptomyces viridochromogenes a tim eliminuje herbicidni uc¢inek glufosinatovych
herbicid.

- dmo, umozituje syntézu enzymu dikamba mono-oxygendzy ze Stenotrophomonas
maltophilia a tim poskytuje toleranci k herbicidu dikamba.

- cp4 epsps (aroA:CP4), umoziuje syntézu herbicid-tolerantni formy enzymu
5-enolpyruvylshikimat-3-fosfat syntdzy (EPSPS) z Agrobacterium tumefaciens , snizuje afinitu

ke glyfosatu, ¢imz zvySuje toleranci k herbicidu glyfosatu.



- ft t: protein 2,4-D a FOPs dioxygendzy ze Sphingobium herbicidovorans, ktery
poskytuje toleranci k herbicidiim 2,4-D a FOPs.

Transgenni kazeta MON87429 je znazornéna na obrazku €. 1.

LB PAT DMO FT CP4-EPSPS RB

Obriazek ¢. 1. Konstrukt MONS87429.

Protoze je nutna pravidelnd uiedni kontrola krmiv a materidlti pro vyrobu krmiv, laboratot
neustale rozsifuje spektrum stanovovanych genetickych modifikaci v kukufici. Prace popisuje
kvalitativni stanoveni MON87429 a ureni meze detekce stanoveni (MD). Soucésti je ovéteni
detekce screeningového elementu promotor 35S, pat a cpdepsps v pouZitém referenénim

materialu.

2 Princip

Zékladem metody detekce genetickych modifikaci je polymeradzova fetézova reakce (dale
PCR). Jedna se o bézn€ pouzivanou metodu, pii které¢ dochazi k mnohonasobnému zmnoZeni
konkrétniho poZadovaného uUseku DNA. V tomto piipadé¢ se jednd o klasickou PCR

s elektroforetickou detekci amplikonu na agarézovém gelu.

3  Material a metody

Pro zavedeni byly pouzity izolaty DNA z certifikovanych referencnich materiali
od The American Oil Chemists' Society (AOCS) a IRMM Institute for reference Material and
Measurements (IRMM).

- AOCS 0411-C, non modified maize powder, (pure, blank) - laboratorni znac¢eni: CRM
14/2016

- ERM — BF427a, 98140 Maize, seed powder, (< 0,4 g/kg) - laboratorni znaceni: CRM
5/2022

- AOCS 0321-A, MON 87429 Maize powder, (> 996 g/kg) - laboratorni znaceni: CRM
11/2023



- AOCS 0707-B4, A2704-12 soy leaf tissue genomic DNA (> 999.9 ng/ug) — laboratorni
znaceni: CRM 24/2012

- AOCS 0804-B, MON1445 cotton powder (> 994 g/kg) — laboratorni znaceni: CRM
27/2012

Izolace byla provedena pomoci zavedeného komeréniho kitu (NucleoSpin® Food —
MACHEREY-NAGEL). U izolatdh DNA byla zmétfena koncentrace, byly otestovany na kvalitu
1 amplifikovatelnost DNA.

V ramci verifikace byla stanovena spravnost stanoveni. K tomu bylo vyuzito tfi izolatt (A-C)
CRM 11/2023. Zaroven byl otestovan i smésny CRM 14/2016, ktery slouzi pro stanoveni meze
detekce. Smésny izolat (Sm) vznikl smichanim izoldti A-E CRM 14/2016, zméfenim
koncentrace vysledné smési a nafedénim na koncentraci pozadovanou do reakce.

PCR s koncentraci DNA v izolatu 5ng/ul a s koncentraci DNA 10 ng/ul byla provedena u CRM
MON&87429 v izolatech A-E.

Dale byla ovéfena detekce screeningového elementu p35S, pat a cpdepsps v CRM 11/2023
u izolatlh A-C a u smésného izolatu CRM 14/2016.

Soucasti verifikace bylo stanoveni meze detekce (MD) na hladiné < 0,1 % GM m/m.
K dispozici byl CRM s 100 % GM m/m. Postupnym fedénim izolované¢ DNA byla pfipravena
koncentra¢ni fada (100 — 0,05) % m/m GM. Pro fedéni izolatu DNA z CRM s GM byl pouzit
izolat DNA z CRM stejné, nemodifikované plodiny (NK, CRM 14/2016, 0 % GM m/m) o stejné
koncentraci DNA v izolatu.

Mez detekce byla ovéfena provedenim péti nezavislych PCR (amplifikaci) zavadeéné

modifikace.

Pro zavedeni byly vyuzity nasledujici metody.

- Stanoveni piitomnosti GMO metodou PCR, UKZUZ, JPP ZK, postupy ¢&. 10252.1,
10255.1, 10257.1, 10259.1

- ID ¢. 7 Validace metod v NRL, Piiloha ¢. 6 Verifikace metod zalozenych
na polymerazové fetézové reakci pro stanoveni genetickych modifikaci v osivech, krmivech

a krmnych smésich.



Compendium of Reference Methods for GMO Analysis, European Union Reference

Laboratory for GM Food and Feed (EURL-GMFF), European Network of GMO Laboratories
(ENGL), 2011

Event-specific Method for the Quantification of maize MON 87429 by Real-time PCR,

Validation Report and Validated Method, JRC — Institute for Health and Consumer Protection,
EURL-VL-07/19VP, JRC Publication JRC126240, 2021.

3.1 Pristroje a pomiicky

Extrakce DNA

1 Véhy s ptesnosti 0,01 g.

2 Vodni lazen nebo termoblok, piednostné s vibraci, tfepanim.

3 Centrifuga.

4 Minishaker, vortex.

5 Elektromagnetické michadlo s ohifevem.

6 Ptenosna UV lampa.

7 Digestof.

8 pHmetr.

9 Lednice.

10 Mrazici box.

11 Automatické pipety s nastavitelnymi objemy (0,1 — 1000) pl, Spicky s filtrem
a bez filtru.

12 Plastové zkumavky s vickem, (2 —2,5)) ml.

13 Latexové rukavice bezpudrové, laboratorni sklo, obalovy materidl, stojanky

na zkumavky, odpadni nadoby.

Méreni koncentrace a Cistoty DNA, gelova elektroforéza

1

AN U KW

Nizkoobjemovy spektrofotometr NanoDrop 2000 (Thermo Scientific).
Elektromagnetické michadlo s ohifevem.

pHmetr.

Lednice.

Mrazici box.

Automatické pipety s nastavitelnymi objemy (0,1 — 1000) upl, Spicky s filtrem

a bez filtru.
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10

Plastové zkumavky s vickem o objemu (2 —2,5) ml.

Elektroforeticka vana, zdroj napéti, elektroforetické hiebinky.

Fotodokumentacni zatizeni se softwarem BIO PRINT TX4 (Vilber Lourmat).
Latexové rukavice bezpudrové, laboratorni sklo, obalovy material, stojanky

na zkumavky, odpadni nadoby.

PCR reakce — amplifikace

1
2
3

O 0 3 O WO

3.2

PCR box.

Minishaker, vortex.

Termalni cyklér C 1000 Touch Thermal Cycler (BIO RAD)

Automatické pipety s nastavitelnymi objemy (0,1 — 1000) pl a sterilni $picky s filtrem
1 bez filtru.

Plastové sterilni zkumavky, 0,2 ml, 0,5 ml, 2 ml.

Vyrobnik ledu.

Lednice.

Mrazici box.

Latexové rukavice bezpudrové, obalovy materidl, stojanky na zkumavky, odpadni

nadoby, nddoba na uchovani ledu.

Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

Extrakce DNA: NucleoSpin® Food, vyrobce Macherey — Nagel, kit pro izolaci genomické

DNA z potravin a krmiv

1

0 N N L B WN

Lysis Buffer CF.

Buffer C4.

Wash buffer CQW.

Wash buffer C5 (koncentrat).

Elution buffer CE.

NucleoSpin® Food Columns (plus Collection Tubes).
Proteinase K (lyofilizat).

Proteinase buffer PB.

11



Méreni koncentrace a Cistoty DNA, gelova elektroforéza

1 Agardza pro molekularni biologii (Agarose for molecular biology, Sigma Aldrich).

2 Pracovni roztok 1 X TAE pro elektroforézu.

3 1% Pracovni roztok interkalacniho barviva (ethidium bromid).

4 Elektroforeticky marker pro izoldt DNA (GeneRulerTM DNA Ladder Mix, Life

Technologies Czech Republic).

(V)]

6 x Loading Dye Solution.

6 Elektroforeticky marker pro amplifikaty (EZ LoadTM Molecular Ruler 50 bp PCR
Biorad).

7 Ribonuklease A 10 mg / ml (DNase and protease free).

PCR reakce — amplifikace

1 REDTaq® ReadyMix™ PCR Reaction Mix with MgCl2, vyrobce Sigma—Aldrich,
univerzalni reakéni smés pro PCR (dale REDTaq).

2 REDTaq ReadyMix PCR Reaction Mix with MgCl,.

3 PCR voda.

Dalsi potiebné chemikélie nedodavané v ramci Kitt

1 Voda vhodna pro PCR.

2 Dekontaminac¢ni roztok pro oSetieni ploch.

3 Amplifikacéni primery:

Pro analyzy byly pouZzity amplifika¢ni primery od firmy Generi-Biotech.

Vnitini (referenéni) gen kukufice — Skrobové invertaza:
IVRI-F: CCG CTG TAT CAC AAG GGC TGG TAC
IVRI-R: GGA GCC CGT GTA GAG CAT GAC GAT C

MONZ&7429
MONZ&87429- F: CGA GAC AGA CTC AAT GTA TCC GAG ATA CTC
MON&7429- R: CCA TCA TAC TCA TTG CTG ATC CAT GTA

12



p35S
35s-cf3: CCA CGT CTT CAA AGC AAG TGG

35s-cf4: TCC TCT CCA AAT GAA ATG CCATTCC

pat
PAT 16-L (F): GAT ATG GCC GCG GTT TGT GAT
PAT 16-R (R): TTC CAG GGC CCA GCG TAA G

CP4epsps
GT73-TmF: GGG ATG ACGTTA ATT GGCTCT G

GT73-TmR: GGC TGC TTG CAC CGT GAA G

4 Pracovni postup

Pro zavadéni byly pouzity postupy JPP 10252.1 Izolace DNA pro stanoveni GMO metodou
PCR-kit Nucleospin Food, JPP 10255.1 Provedeni polymerazové fetézové reakce (PCR)
pomoci kitu RedTaq pro stanoveni GMO, JPP 10257.1 Gelovéa elektroforéza pro stanoveni
GMO metodou PCR a JPP 10259.1 Vyhodnoceni vysledkl stanoveni GMO metodou PCR.

SloZeni reakéni smési pro PCR pomoci kitu REDTaq® ReadyMix™ PCR Reaction Mix
(jednoducha PCR) pro vnitini gen kukutice, GM MON&87429, p35S, cpdepsps a pat je uvedeno

v tabulce €. 1. Jednotlivé amplifikacni programy jsou uvedeny v tabulkéch €. 2 aZ 6.

Tabulka €. 1. SloZeni reakéni smési.

Slozka Koncentrace Findlni Objem (ul/reakce)
roztoki koncentrace

PCR voda 6,5
RedTaq PCR MIX 2 x 1 % 12,5
Primer F 20 uM 0,4 uM 0,5
Primer R 20 uM 0,4 uM 0,5
Templatova DNA 10 ng/ul 2 ng/ul 5

Objem smési v¢. templatu 25
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Vnitini gen kukufice (Skrobova invertaza)
primery: IVRI-F / IVRI-R
délka amplikonu: 225 bp

Tabulka €. 2. Amplifika¢ni program.

Faze Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykla
Pocate¢ni denaturace 94 60 1
Denaturace 94 50
Annealing 68 110 35
Extenze 72 120
Zavérecna extenze 72 300 1
P35S
primery: 35s-cf3/35s-cf4
délka amplikonu: 123bp
Tabulka €. 3. Amplifika¢ni program.
Féaze Teplota (°C) Cas (s) Pocet cyklu
Pocatecni denaturace 94 60 1
Denaturace 94 58
Annealing 57,5 120 40
Extenze 72 105
Zavérecna extenze 72 180 1
cp4epsps
primery: GT73-TmF/GT73-TmR
délka amplikonu: 88bp
Tabulka ¢. 4. Amplifika¢ni program.
Féaze Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykla
Pocate¢ni denaturace 95 600 1
Denaturace 95 15
Annealing a extenze 60 60 5
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pat
primery: PAT 16-L (F)/ PAT 16-R (R):
délka amplikonu: 186bp

Tabulka €. 5. Amplifika¢ni program.

Faze Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykla
Pocatecni denaturace 95 600 1
Denaturace 95 15
40
Annealing a extenze 60 60
MON87429

primery: MON 87429 primer 1 / MON 87429 primer 2
délka amplikonu: 116 bp

Tabulka €. 6. Amplifikac¢ni program.

Faze Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykla
Pocatecni denaturace 95 600 1
Denaturace 95 15

Annealing a extenze 60 60 3

5 Vysledky a diskuse

5.1 Kbvalita DNA

Pro potieby zavadéni byla extrahovana DNA z CRM geneticky nemodifikované kukufice
(CRM 14/2016) a z CRM GM kukutice MON87429 (CRM 11/2023). U izolath byla zmétena
koncentrace (tabulka €. 7), otestovana kvalita 1 amplifikovatelnost DNA pfi stanoveni vnitiniho
genu - sojového lektinu (obrazky €. 2 - 4).

Vsechny ziskané izolaty CRM vyhovovaly pro vSechny nésledujici analyzy.
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Tabulka ¢. 7. CRM 14/2016, CRM 11/2023 — hodnoty namérenych koncentraci a hodnoty

urcujici ¢istotu vyextrahované DNA.

CRM Izolat | Koncentrace | A 260/A 280 A 260/A 230
ng/nl
CRM 11/2023 MONS87429 A 2220 1,88 2,24
100 % GM m/m B 219,8 1,88 2,23
Izolaty A, B, C, D, E C 198,5 1,87 2,22
D 174,5 1,87 2,24
E 218,9 1,87 2,22
CRM 14/2016 _ Kukuiice NK A 162,8 1,85 2,27
0% GM m/m B 132,6 1,84 2,8
Izolaty A, B, C, D, E C 1438 1.86 2.30
D 156,5 1,84 2,28
E 148,2 1,86 2,28

Kvalita izolata DNA

CRM 14/2016 _ NK kukurice 0 % GM

KI MM A B C D E MM

' ' ' ' ‘ 10000 bp

3000 bp

1000 bp

500 bp

100 bp

Obrazek ¢. 2. Kvalita izolati DNA, CRM 14/2016_ izolaity NK A-E. MM -

Elektroforeticky marker, KI — kontrola izolace.
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CRM 11/2023 _ MONS87429, 100 % GM
KI MM A B C D E MM

3000 bp

1000 bp

300 bp

100 bp

Obrazek ¢. 3. Kvalita izolati DNA, CRM 11/2023 izolaty A-D. MM — Elektroforeticky

marker, KI — kontrola izolace.

5.2 Vnitini gen kukufice

VG kukurice

BT KI M50 A B C & E M50 PK

CEM 11/
100 % GM MONBE7429

500 bp

50 bp

Obrazek ¢. 4. Vnitini gen kukuFice (225 bp) pro CRM 14/2016, izolaty A-E; CRM 11/2023,
izolaty A-E. BT- beztemplatova kontrola, M5S0 — hmotnostni marker 50 bp, KI a KI1 -
kontroly izolace. PK- CRM 5/2022.
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53 Screeningové elementy

U MONR&87429 byla ovétena detekce screeningového elementu p35S, pat a cpdepsps. Vysledky
zkousek byly pozitivni. Obrazky €. 5 - 7.

U CRM 14/2016 byla ovéfena nepfitomnost screeningového elementu p35S, pat a cpdepsps
ve smeésném izolatu. Vysledky zkousek byly negativni. Obrazky ¢.5-7.

p35S _CRM 11/2023

[
L=
——
ey
S
e
-
il
e

PO LR

Obrazek ¢. 5. Promotor 35S (123 bp) - CRM 11/2023 A, B, C. BT- beztemplatova kontrola,
M50 — hmotnostni marker S0bp, NKSm — CRM14/2016 smésny izolat. PK-CRM 27/2012.
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pat CRNM 11/2023

C NKSm M50 PK

500 bp

250 bp
. 156 bp

PRI Lo

30 pb

Obrazek ¢&. 6. pat (186 bp) - CRM 11/2023, izolaty A, B, C. BT- beztemplatova kontrola,
M50 — hmotnostni marker S0bp, NKSm — CRM14/2016 smésny izolat, PK-CRM 24/2012.

cpdepsps  CRM 11/2023

C NKSm MS0 PK

PO LR

S 53 bp

0 pb

Obrazek ¢. 7. Cp4epsps (88 bp) - CRM 11/2023, izolaty A, B, C. BT- beztemplatova
kontrola, M50 — hmotnostni marker S0bp, NKSm — CRM14/2016 smésny izolat, PK-CRM
27/2012.
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5.4  Spravnost stanoveni
U MONS87429 byla z izolati (A-E) CRM 11/2023 provedena PCR s koncentraci DNA v izolatu
5 ng/ul a s koncentraci DNA 10 ng/ul. Vysledky zkousek byly pozitivni. (obrazek €. 8).

CRNM 11/2023 - MONS7429, 100 % GM
BT NEKSm MS0OA B € D E ! 2 , M50 PK
c = 10 ng/ul
500 bp

2350 bp

g
et
et
S
o)
—
——
A
[e—

116 bp

30 l'}p

Obrazek ¢. 8. Stanoveni MON87429 (116 bp); BT — beztemplatova kontrola, NKSm —
CRM14/2016 smésny izolat, MS0-marker 50 bp, CRM 11/2023: PK, Izolaty A, B, C, D, E
v koncentracich 10 ng DNA/ul a S ng DNA/pl.

5.5  Mez detekce stanoveni (MD)

Cilem verifikace bylo stanoveni meze detekce na hladiné < 0,1 % GM m/m.

Byla provedena amplifikace izolatu CRM 11/2023 o koncentraci DNA 10 ng/ul a obsahu
modifikace (100 — 0,05) % m/m GM.

K amplifikaci a detekci produktu doslo ve vSech opakovanich. (Obrazky €. 9 - 11).

Z vysledkl analyz vyplynulo, Ze obsah modifikace MON87429 lze detekovat na hladiné
0,05 % GM m/m.
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CRM 11/2023 MONST429

BT NKSm M50 100 50 10 5 1 05 01 005 M50 PK

% GM m/m

500 bp

250 bp

LT EREE

w116 bp

PR it

30bp

CRM 11/2023 MONS7429

BT NKSm M50 1% 01% BT NKSm M50

300 bp 300 bp

250
20be 250 bp

116 bp

50 bp

CEM 11/2023 MONS7429

BT NKSm M50 Yo % 0,05 % M350 BT NKSm M350

e 700 bp

300 bp

w— 250bp
5 250 bp

116 bp

50
i 50bp

Obrazky ¢. 9 - 11. Stanoveni MD transgenu MON87429 (116 bp), BT — beztemplatova
kontrola, NKSm — CRM 14/2016, M50-marker 50 bp. CRM 11/2023: 100 %, 10 %, 1 %;
0,1 %; 0,05 % GM m/m. PCR probéhla do koncentrace 0,05 % GM m/m.
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Z vyse uvedenych vysledkl vyplyva, ze testované certifikované referencni materidly vykazuji
pruhy v ptislusnych mistech.

Detekovatelnost produktti PCR je zéavisla zejména na koncentraci templatové DNA, kvalité
templatové DNA (zavisi na zptisobu izolace, skladovani apod.), kvalité amplifikacnich primert,

kvalité gelu, pouzitém interkalaénim barvivu a provedeni elektroforézy.

6 Zavér

Cilem prace bylo zavést metodu pro detekci nové geneticky modifikované kukufice
MONS87429 a rozsifit tak spektrum dosud stanovovanych genetickych modifikaci v laboratofi
OdMB.

Metoda stanoveni MON87429 byla zavedena s mezi detekce 0,05 % GM m/m.

Tato metoda se zatadi jako dal$i parametr pii zkouSeni pfitomnosti genetickych modifikaci

ve vzorcich krmiv a osiv.
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Rozsireni a revalidace multirezidualni metody stanoveni
rezidui pesticidii v rostlinném materialu

Pavlina Landova

Ustiedni kontrolni a zkugebni Gstav zemédélsky, ONRL Brno
Hroznova 2, 603 00 Brno

pavlina.landova@ukzuz.gov.cz

1 Uvod

Celkovy pocet registrovanych a aktudlné pouZzivanych ptipravkd pro ochranu rostlin (POR)
pro profesionalni pouziti v CR ¢&ita pies 2800 polozek [1] s vice neZ 300 riiznymi uéinnymi
latkami (platné ke dni 23. 1. 2024). Spotfeba POR ma sice v poslednich letech klesajici tendenci
[2], ale na trh jsou stale uvadény dalsi ptipravky s obsahem novych G¢innych pesticidnich latek.
K efektivnimu cileni kontroly je proto nezbytné reagovat na stale se ménici Skalu POR na trhu
a rozSifovat tomu umeérné 1 portfolio stanovovanych pesticidnich latek. K vybéru a ptipadné
prioritizaci takovychto latek dale slouzi Vicelety kontrolni plan pro rezidua pesticidii [3],
podnéty ze stran inspektorti UKZUZ, dale se také pracuje s informacemi z informacnich portéli
EURL [4]. Legislativné jsou rezidua pesticidi uvedena v Naftizeni (ES) ¢. 396/2005 [5], které¢
ustanovuje jejich maximalni limity v potravinach a krmivech rostlinného a Zivocisného pivodu.
Pocet pesticidi s ustanovenymi maximalnimi limity se i zde postupné navysSuje. Pribézné
dochdzi 1 k dal§im zménam, jako jsou zmény téchto limitli, nebo jsou revidovany definice
rezidui (pfidavek metabolitl, specifikace izomert atd.).

Vzhledem k vySe popsanym skute¢nostem bylo nutné i1 v laboratofi ONRL Brno provést
rozsahlou revizi stanovovanych latek a stavajici seznam rozsitit o nové relevantni pesticidy
véetné nékterych metaboliti. DalSim diivodem pro revalidaci byl ndkup nového LC MS/MS
systému s hmotnostnim spektrometrem Sciex TQ 6500+, ktery by mél slouzit pravé pro tyto
rezidualni analyzy. Cilem této prace bylo rozsifit a revalidovat zkouSku multirezidualni metody

stanoveni rezidui pesticidil v rostlinném materialu.
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2 Material a metody

2.1 Chemikalie
Seznam chemikalii je uveden v JPP 10600.2 [6].

2.2 Standardy a referen¢ni materialy

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

2,4-D, acetamiprid, acetochlor, aclonifen, alachlor, amidosulfuron, aminopyralid, asulam,
atrazine, atrazine-2-hydroxy, atrazine-desethyl, atrazine-desethyl-desisopopyl, atrazine-
desisopropyl, azadirachtin A, azoxystrobin, benalaxyl, bentazone, benzovindiflupyr, bixafen,
boscalid, bromoxynil, bromuconazole, carbendazim, carboxin, carfentrazone-ethyl, cinerin,
clomazone, clopyralid, clothianidin, cyantraniliprole, cyazofamid, cycloxydim, cyflufenamid,
cymoxanil, cyproconazole, cyprodinil, cyprosulfamide, desmedipham, difenoconazole,
diflubenzuron, diflufenican, dichlorprop, dimethachlor, dimethenamid, dimethoate,
dimethomorph, dimoxystrobin, diuron, dodine, epoxiconazole, ethofumesate, etofenprox,
famoxadone, fenamidone, fenhexamid, fenoxaprop-P, fenoxaprop-P-ethyl, fenoxycarb,
fenpropidin, fenpropimorph, fenpyroximate, flazasulfuron, florasulam, fluazifop-P, fluazifop-
P-butyl, fluazinam, fludioxonil, flufenacet, fluopicolide, fluopyram, fluoxastrobin,
flupyradifuron, fluquinconazole, flurochloridone, fluroxypyr, flusilazole, flutolanil,
fluvalinate-tau, fluxapyroxad, foramsulfuron, forchlorfenuron, halauxifen-methyl, haloxyfop,
haloxyfop-etotyl,  haloxyfop-methyl, hexazinone, hexythiazox, chlorantraniliprole,
chloridazon, chloridazon-despheny], chloridazon-methyl-desphenyl, chlorotoluron,
chlorpropham, chlorpyrifos, chlorpyrifos-methyl, chlorsulfuron, imazalil, imazamox,
imidacloprid, indoxacarb, iodosulfuron-methyl, iprodione, iprovalicarb, isofetamid,
isoproturon, isoxaflutole, jasmolin, lenacil, linuron, malathion, mandestrobin, mandipropamid,
MCPA, MCPB, mecoprop, mefenpyr-diethyl, mefentrifluconazole, meptyldinocap,
mesosulfuron-methyl, mesotrione, metalaxyl-M, metamitron, metazachlor, metconazole,
methomyl, methoxyfenozide, metobromuron, metolachlor, metrafenone, metribuzin,
metsulfuron-methyl, myclobutanil, napropamide, nicosulfuron, omethoate, oxamyl,
paclobutrazol, penconazole, pendimethalin, penoxsulam, pethoxamid, phenmedipham,
picloram, picolinafen, picoxystrobin, pinoxaden, pirimicarb, pirimicarb-desmethyl, pirimiphos-
methyl, prochloraz, prochloraz BTS40348, prochloraz BTS44595, prochloraz BTS44596,
prometryn, propachlor, propamocarb, propaquizafop, propargit, propiconazole,
propoxycarbazone, propyzamide, proquinazid, prosulfocarb, prothioconazole-desthio,
pymetrozine, pyraclostrobin, pyraflufen-ethyl, pyrethrin, pyridaben, pyridate, pyrimethanil,
pyriproxyfen, pyroxsulam, quinclorac, quinmerac, quinmerac BHS518-4, quinoxyfen,
quizalofop-P, quizalofop-P-ethyl, quizalofop-P-tefuryl, rimsulfuron, sedaxane, silthiofam,
simazine, simazine-2-hydroxy, spinosad, spinosyn A, spinosyn D, spiroxamine, sulfosulfuron,
sulfoxaflor, tebuconazole, tebufenozide, tebufenpyrad, tembotrione, terbuthylazine,
terbuthylazine-2-hydroxy,  terbuthylazine-desethyl,  terbuthylazine-desethyl-2-hydroxy,
terbutryn, tetraconazole, thiabendazole, thiacloprid, thiamethoxam, thiencarbazone-methyl,
thifensulfuron-methyl, thiodicarb, thiophanate-methyl, THPI, triadimenol, tri-allate,
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triasulfuron, tribenuron-methyl, triclopyr, trifloxystrobin, triflusulfuron-methyl, trinexapac,
trinexapac-ethyl, triticonazole, tritosulfuron, zoxamide.

2.3 Laboratorni pomucky a vybaveni pro piipravu vzorku
Seznam je uveden v JPP 10600.2.

24 Postup pripravy

Extrakce a ptiprava vzorka byla provedena v souladu s postupem uvedenym v JPP 10600.2.
Konkrétni volba navazky a dalSich proménnych parametrii v postupu souvisela s povahou
validované matrice. Pro rostlinny materidl byla zvolena navazka 5 g s objemem piidavku vody
7 ml. Extrakce byla pak provedena standardn¢ podle JPP. Vymrazeni extraktu a pouziti
disperzniho SPE nebylo pro LC-MS/MS techniku vzhledem k vlastnostem materialu nutné.
Ptiprava extraktu k analyze: 0,1 ml extraktu se prevedlo do 1,5ml centrifuga¢ni zkumavky, dale
se pridalo 0,4 ml acetonitrilu, 0,49 ml vody a 10 pl 5% kyseliny mravenci v acetonitrilu.
Extrakty se dale kratce promichaly a zfiltrovaly za pouziti nylonového filtracniho disku
do chromatografické vialky. Kvantifikace probéhla pomoci matricni kalibrace ptipravené

do validované blankové matrice.

2.5 Pristrojové vybaveni a podminky pro koncové stanoveni
Kapalinovy chromatograf Agilent UHPLC 1290 Infinity II vybaveny kolonou Zorbax Eclipse
Plus RRHD C18, 1,8 um, 100 mm X 2,1 mm a tandemovy hmotnostni spektrometr Sciex

TQ 6500+. Detaily nastaveni LC ¢asti metody jsou uvedeny v Tabulce 1 a Tabulce 2 nize.

Tabulka 1. Podminky UHPLC separace.

Parametr Nastaveni
Mobilni faze A: 0,1% kyselina octova ve vodé
B: 0,1% kyselina octova v methanolu
Pritok mobilni faze 0,4 ml/min
Objem nastiiku 1 ul
Teplota kolony 40 °C
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Tabulka 2. Gradient mobilni faze.

Cas (min) % mobilni faze B
0 5
0,75 5
1,5 30
2,25 50
8,25 98
10,5 98
10,6 5
13 5

Ionizace byla provedena elektrosprejem pii teploté iontového zdroje 325 °C za pouziti
stfidavého mddu s napétim na kapilate 5500/-4500 V. Nastavené parametry plyni: CUR (N2)
— 40 psi, CAD (N2) — medium, GS1 (vzduch) — 40 psi, GS2 (vzduch) — 50 psi. Analyty byly
detekovany v modu sledovani vybranych prechodii (MRM), které jsou uvedeny v Tabulkach 3

a 4. Ukazkové chromatogramy jsou pak na Obrazku 1 niZe.
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Tabulka 3. MRM piechody sledovanych analytii méiené v negativnim moédu ionizace.

Parametr Rt (min) MRM 1 MRM 2 MRM 3
2,4-D 5,45 219,0 > 161,0 | 221,0 > 163.0

IBentazone 4,32 239,0 > 131,9 | 239,0 > 175,1

IBromoxynil 4,68 273,8 > 789 275,8 > 80,9

IDichlorprop 5,99 233,0 > 161,0 | 235,0 > 163,0

IFamoxadone 6,73 373,1 > 282,0 | 373,1 > 329,1
IFenoxaprop-P 6,97 332,0 > 151,9 | 332,0 > 260,0

Fluazinam 7,65 462,7 > 415,7 | 462,7 > 397.8

[Fludioxonil 5,57 247,0 > 180,0 | 247,0 > 126,0

Fluroxypyr 4,04 255,0 > 197,0 | 253,0 > 195,0 | 253,0 > 233,0
MCPA 5,38 199,0 > 140,9 | 201,0 > 143.0

MCPB 6,08 227,0 > 140,8 | 229,0 > 142,9

Mecoprop 5,90 213,0 > 141,0 | 215,0 > 143.,0
Meptyldinocap 8,36 295,1 > 1939 | 295,1 > 133,9

Mesotrione 3,65 338,0 > 291,0 | 338,0 > 212,0
IPropoxycarbazone 4,60 397,0 > 113,0 | 397,0 > 156,0

Triclopyr 5,80 253,9 > 195,7 | 255,.8 > 1978
IS-Dichlorprop-D6 5,94 239,0 > 164,0

Tabulka 4. MRM prechody sledovanych analytii mérené v pozitivnim modu ionizace.

Parametr Rt (min) MRM 1 MRM 2 MRM 3
IAcetamiprid 3,19 223,0 > 126,0 | 223,0 > 90,0 225,0 > 128,0
IAcetochlor 6,18 270,1 > 2242 | 270,1 > 148,2

\Aclonifen 6,48 265,1 > 182,1 | 265,1 > 248,0

|Alachlor 6,21 270,1 > 238,0 | 270,1 > 162,3

\Amidosulfuron 4,48 370,0 > 261,0 | 370,0 > 218,0

\Aminopyralid 1,70 207,0 > 160,9 | 207,0 > 133,9 | 209,0 > 1629
IAsulam 2,28 231,2 > 156,0 | 231,2 > 92,0

Atrazine 4,81 216,0 > 174,1 216,0 > 104,0
|Atrazine-2-hydroxy 2,60 198,1 > 156,0 | 198,1 > 69,0

|Atrazine-desethyl 3,44 188,1 > 146,0 | 190,0 > 148,0 | 188,1 > 104,1
|Atrazine-desethyl-desisopopyl 1,66 146,0 > 79,0 146,0 > 110,0
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Parametr Rt (min) MRM 1 MRM 2 MRM 3
|Atrazine-desisopropyl 2,97 174,1 > 104,1 174,1 > 79,0

IAzadirachtin A 4,56 703,2 > 567,1 703,2 > 585,1

IAzoxystrobin 5,40 404,0 > 372,0 404,0 > 344,0

IBenalaxyl 6,72 326,2 > 148,1 326,2 > 91,0

Benzovindiflupyr 6,63 398,0 > 342,0 | 398,0 > 378,0

Bixafen 6,47 414,0 > 394,1 | 414,0 > 2659

Boscalid 5,65 343,0 > 307,0 | 343,0 > 271,0

IBromuconazole 1 5,94 378,0 > 159,1 378,0 > 161,0

IBromuconazole II 6,47 378,0 > 159,1 378,0 > 161,0

Carbendazim 2,69 192,0 > 160,0 192,0 > 132,0
Carfentrazone-ethyl 6,54 412,1 > 366,0 412,1 > 346,0
Chlorantraniliprole 5,21 484,0 > 452,9 484,0 > 286,0

Chloridazon 3,26 222,0 > 104,0 | 222,0 > 91,9
Chloridazon-desphenyl 1,25 146,0 > 66,1 148,0 > 118,9 146,0 > 116,9
Chloridazon-methyl-desphenyl 2,15 160,0 > 88,1 160,0 > 117,0

Chlorotoluron 4,66 213,0 > 72,0 215,0 > 72,0

Chlorpropham 5,80 214,0 > 172,0 | 214,0 > 154,0

Chlorpyrifos 7,81 351,9 > 199,8 351,9 > 96,9
Chlorpyrifos-methyl 7,06 321,9 > 124,9 3239 > 124.,8 321,9 > 289,8
Chlorsulfuron 4,42 358,1 > 140,9 | 358,1 > 167,0

Clomazone 5,25 240,0 > 124,9 240,0 > 89,1

Clopyralid 2,70 192,0 > 110,0 192,0 > 1459 194,0 > 110,0
Clothianidin 3,06 250,0 > 169,0 | 252,0 > 169,0 | 250,0 > 132,0
Cyantraniliprole 4,48 475,2 > 286,0 475,2 > 4440

Cyazofamid 6,22 325,0 > 108,0 | 327,0 > 108,0

Cycloxydim I 5,35 326,2 > 280,0 | 326,2 > 180,0

Cycloxydim II 7,36 326,2 > 280,0 | 326,2 > 180,0

Cyflufenamid 6,89 413,2 > 241,0 413,2 > 295,0

Cymoxanil 3,38 199,1 > 128,0 199,1 > 111,1 199,1 > 83,0
Cyproconazole I+II 5,93 292,1 > 70,0 292,1 > 125,0

Cyprodinil 6,34 226,0 > 93,0 226,0 > 108,1

Cyprosulfamide 3,95 375,1 > 135,1 | 375,1 > 254,1
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Parametr Rt (min) MRM 1 MRM 2 MRM 3
IDesmedipham 5,10 301,2 > 182,1 301,2 > 136,1
IDifenoconazole 7,06 406,0 > 251,1 406,0 > 337,0

Diflubenzuron 6,32 311,0 > 158,0 | 311,0 > 140,9

Diflufenican 7,18 395,0 > 266,0 | 395,0 > 246,0

IDimethachlor 5,05 256,1 > 224,0 256,1 > 148,1

Dimethenamid 5,60 276,1 > 2440 276,1 > 168,1

Dimethoate 3,20 230,0 > 199,0 | 230,0 > 125,0
IDimethomorph I+1 5,65 388,1 > 301,1 388,1 > 165,1
IDimoxystrobin 6,49 327,1 > 116,0 327,1 > 205,0

Diuron 4,98 233,1 > 71,9 235,1 > 72,0

Dodine 5,36 228,3 > 186,2 | 228,3 > 57,0

Epoxiconazole 6,22 330,1 > 121,0 330,1 > 101,2

Ethofumesate 5,43 287,1 > 259,0 287,1 > 121,0

Etofenprox 8,79 394,0 > 107,1 | 394,0 > 177,1 394,1 > 135,1
[Fenamidone 5,55 312,1 > 236,1 312,1 > 92,1

Fenhexamid 6,11 302,0 > 97,1 304,0 > 97,0 302,0 > 55,0
IFenoxaprop-P-ethyl 7,42 362,1 > 288,0 364,1 > 290,1

[Fenoxycarb 6,39 302,2 > 116,0 302,2 > 87,9

[Fenpropidin 3,97 2742 > 147,1 274,2 > 1170
[Fenpropimorph 4,39 304,3 > 147,1 304,3 > 117,1
IFenpyroximate 8,14 4222 > 366,1 4222 > 138,1

IFlazasulfuron 5,18 408,0 > 182,1 408,0 > 83,1

Florasulam 3,55 360,1 > 129,0 | 360,1 > 109,0

Fluazifop-P 5,98 328,0 > 282,0 | 328,0 > 254,0
[Fluazifop-P-butyl 7,49 384,1 > 282,1 384,1 > 328,1

Flufenacet 6,15 364,0 > 194,0 | 364,0 > 152,0

Fluopicolide 5,77 383,0 > 173,0 | 383,0 > 144,9

Fluopyram 6,03 397,0 > 208,0 | 397,0 > 173,0

IFluoxastrobin 6,05 459,0 > 427,0 459,0 > 188,0

Flupyradifuron 3,18 289,0 > 126,1 291,0 > 128,0 | 289,0 > 90,0
IFluquinconazole 6,05 376,1 > 306,9 376,1 > 349,0
IFlurochloridone 5,92 312,0 > 292,0 314,0 > 294,0
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Parametr Rt (min) MRM 1 MRM 2 MRM 3
Flusilazole 6,37 316,0 > 247,0 | 316,0 > 165,0
Flutolanil 5,74 324,1 > 242,0 | 324,1 > 262,0
Fluvalinate-tau 8,47 503,0 > 208,1 | 503,0 > 181,1 | 505,0 > 208,1
Fluxapyroxad 5,77 382,1 > 362,1 | 382,1 > 342,1
IForamsulfuron 4,40 453,0 > 182,2 453,0 > 272,0
IForchlorfenuron 4,95 248,0 > 129,1 248,0 > 93,1
Halauxifen-methyl 5,47 345,0 > 250,1 345,0 > 285,0
Haloxyfop 6,99 362,0 > 3159 362,0 > 287.9
Haloxyfop-etotyl 7,47 434,0 > 315,9 4340 > 91,0
Haloxyfop-methyl 7,13 376,0 > 316,0 | 376,0 > 91,1
IHexazinone 4,18 253,1 > 171,1 253,1 > 71,2
Hexythiazox 7,85 353,1 > 2282 | 353,1 > 168,2
Imazalil 3,74 297,0 > 201,0 | 297,0 > 158,9
Imazamox 3,46 306,0 > 261,0 | 306,0 > 193,0
Imidacloprid 3,01 256,0 > 175,1 256,0 > 209,1
Indoxacarb 7,15 528,0 > 249,0 | 528,0 > 203,0
lodosulfuron-methyl 5,31 508,0 > 167,0 508,0 > 141,1
Iprodione 6,35 329,9 > 245,1 332,0 > 246,9
Iprovalicarb 6,07 3212 > 119,0 321,2 > 202,9
Isofetamid 6,10 360,2 > 210,0 | 360,2 > 125,0
[soproturon 4,90 207,2 > 72,1 207,2 > 46,1
Isoxaflutole 4,91 360,0 > 251,0 | 360,0 > 220,0
Kresoxim-methyl 6,54 314,1 > 267,0 | 314,1 > 2221
Lenacil 4,89 235,1 > 153,1 235,1 > 135,9
Linuron 5,44 249,0 > 160,0 | 249,0 > 182,0
Malathion 5,75 330,9 > 127,1 | 330,9 > 284,9
Mandestrobin 6,66 314,2 > 192,0 | 314,2 > 160,0
Mandipropamid 5,67 4122 > 328,1 412,2 > 356,1
Mefentrifluconazole 6,74 398,1 > 70,3 398,1 > 182,0
Mesosulfuron-methyl 4,70 504,1 > 182,0 504,1 > 139,0
Metalaxyl-M 4,93 280,2 > 220,1 280,2 > 160,1
Metamitron 3,21 203,1 > 104,0 | 203,1 > 175,0 | 203,1 > 77,1
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Parametr Rt (min) MRM 1 MRM 2 MRM 3
Metazachlor 4,83 278,1 > 1342 278,1 > 209,9
Metconazole 6,87 320,0 > 70,1 320,0 > 125,1
Methomyl 2,67 163,1 > 88,1 163,1 > 106,1
Methoxyfenozide 5,82 369,2 > 149,1 | 369,2 > 313,0
IMetobromuron 4,70 259,0 > 170,0 259,0 > 148,1
Metolachlor 6,30 284,0 > 252,0 | 284,0 > 176,2
Metrafenone 6,99 409,1 > 226,9 | 409,1 > 209,1
Metribuzin 4,16 215,2 > 84,1 215,2 > 187,1
Metsulfuron-methyl 4,13 382,1 > 167,0 382,1 > 199,0
Myclobutanil 5,87 289,2 > 69,9 289,2 > 125,1
INapropamide 6,18 272,2 > 129,1 2722 > 171,1
INicosulfuron 4,06 411,2 > 182,2 411,2 > 212,9
Omethoate 2,21 214,0 > 183,0 | 214,0 > 125,0
Oxamyl 2,52 237,1 > 72,1 237,1 > 90,1
IPaclobutrazol 5,73 294,1 > 70,1 294,1 > 125,1
Penconazole 6,58 284,1 > 158,9 284,1 > 70,2
Pendimethalin 7,86 282,1 > 212,0 | 282,1 > 1940
IPenoxsulam 4.42 4841 > 1949 484.1 > 164,0
Pethoxamid 6,19 296,2 > 131,0 | 296,2 > 250,0
Phenmedipham 5,19 301,2 > 168,0 | 301,2 > 136,0
Picloram 3,05 241,0 > 167,9 | 241,0 > 194,9 | 243,0 > 169,9
Picolinafen 7,56 377,0 > 2380 | 377,0 > 145,0 | 377,0 > 359,0
Picoxystrobin 6,40 368,0 > 145,0 | 368,0 > 205,0
Pinoxaden 6,93 401,3 > 317,1 | 401,3 > 57,1
Pirimicarb 4,07 239,2 > 72,0 239,2 > 182,2
Pirimicarb-desmethyl 3,10 225,0 > 72,0 225,0 > 168,0
Pirimiphos-methyl 6,89 306,2 > 164,2 | 306,2 > 108,2
Prochloraz 6,74 376,0 > 308,0 | 378,0 > 310,0
Prochloraz BTS40348 3,40 282,0 > 86,1 2820 > 44,1
IProchloraz BTS44595 6,81 325,0 > 2822 327,0 > 284,1
Prochloraz BTS44596 6,75 353,0 > 308,0 | 355,0 > 310,0
Prometryn 5,66 242,0 > 200,2 | 242,0 > 158,0
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Parametr Rt (min) MRM 1 MRM 2 MRM 3
IPropachlor 4,88 212,1 > 170,0 212,1 > 94,0

IPropamocarb 1,89 189,2 > 144,1 189,2 > 102,1

Propaquizafop 7,59 4440 > 100,2 444 .0 > 371,0

IPropargit 8,00 368,2 > 231,1 368,2 > 175,0 368,1 > 57,1
IPropiconazole 6,73 342,1 > 159,0 342,1 > 123,1

Propyzamide 5,79 256,0 > 190,0 256,0 > 173,0

Proquinazid 8,24 372,9 > 331,0 | 372,9 > 288,9

IProsulfocarb 7,35 252,2 > 91,0 252,2 > 128,1
IProthioconazole-desthio 6,27 312,0 > 70,1 312,0 > 1250

Pymetrozine 2,28 218,1 > 105,0 | 218,1 > 78,0

IPyraclostrobin 6,83 388,1 > 194,0 388,1 > 163,0

IPyraflufen-ethyl 6,67 413,0 > 338,9 413,0 > 289,0

Cinerin | 8,07 317,2 > 149,1 | 317,2 > 107,0

Cinerin 11 7,14 361,2 > 149,1 | 361,2 > 107,1

Jasmolin [ 8,37 331,2 > 163,2 | 331,2 > 107,0

Jasmolin 11 7,54 375,2 > 163,1 | 375,2 > 107,1 375,2 > 77,1
Pyrethrin [ 8,10 329,2 > 161,1 | 329,2 > 133,1

Pyrethrin 11 7,21 373,2 > 161,1 | 373,2 > 133,1

IPyridaben 8,38 365,0 > 147,1 365,0 > 309,1

Pyridate 8,60 379,0 > 207,0 | 379,0 > 351,1

Pyrimethanil 5,28 200,0 > 107,0 | 200,0 > 82,0

Pyriproxyfen 7,72 322,1 > 96,1 322,1 > 2272

Pyroxsulam 4,07 435,0 > 195,0 | 435,0 > 194,0 | 435,0 > 258,0
Quinclorac 4,18 242,0 > 161,1 244,0 > 163,1 244,0 > 161,1
Quinmerac 3,50 222,1 > 149,0 | 222,1 > 203,9 | 224,1 > 151,0
Quinmerac BH518-4 2,81 238,0 > 162,1 | 240,0 > 164,1 | 238,0 > 220,0
Quinoxyfen 7,76 308,0 > 197,0 | 308,0 > 162,0

Quizalofop-P 6,87 344,9 > 299,0 | 344,9 > 2729
Quizalofop-P-ethyl 7,44 373,0 > 299,0 373,0 > 271,0
Quizalofop-P-tefuryl 7,37 429,1 > 2989 | 429,1 > 85,0

Rimsulfuron 4,41 432,1 > 181,9 | 432,1 > 3249

Sedaxane I+I1 6,05 332,1 > 159,0 | 332,1 > 2920
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Parametr Rt (min) MRM 1 MRM 2 MRM 3
Silthiofam 6,47 268,1 > 139,1 | 268,1 > 73,1
Simazine 4,15 201,9 > 132,1 | 201,9 > 124,2
Simazine-2-hydroxy 2,24 184,1 > 114,0 184,1 > 69,0
Spinosyn A 5,63 7323 > 1422 7323 > 98,2
Spinosyn D 5,91 746,5 > 142,1 746,5 > 98,0
Spiroxamine 425 298,0 > 144,0 298,0 > 100,0
Sulfosulfuron 5,43 471,1 > 211,0 471,1 > 261,0
Sulfoxaflor 3,30 278,0 > 1742 | 278,0 > 154,0
Tebuconazole 6,63 308,0 > 70,0 308,0 > 125,0
Tebufenozide 6,42 353,2 > 133,1 | 353,2 > 297,1
Tebufenpyrad 7,57 334,1 > 145,0 334,1 > 147,1
Tembotrione 5,35 441,0 > 340,8 | 441,0 > 262,1
Terbuthylazine 5,601 230,1 > 174,0 | 232,1 > 176,0
Terbuthylazine-2-hydroxy 2,90 212,0 > 156,0 | 212,0 > 86,0
Terbuthylazine-desethyl 4,33 202,2 > 146,0 204,1 > 148,0 202,2 > 104,0
Terbuthylazine-desethyl-2-hydroxy 2,08 184,1 > 128,0 184,1 > 86,0
Terbutryn 5,73 242,1 > 186,1 | 242,1 > 91,1
Tetraconazole 6,13 372,0 > 159,0 372,0 > 123,0
TFNA 2,63 192,1 > 148,0 | 192,1 > 98,0
TFNG 2,63 249,1 > 203,0 | 249,1 > 148,0
Thiabendazole 2,95 202,0 > 175,0 | 202,0 > 131,0
Thiacloprid 3,39 253,0 > 126,0 253,0 > 90,0
Thiamethoxam 2,73 292,0 > 211,2 | 294,0 > 211,2 | 292,0 > 181,2
Thiencarbazone-methyl 3,87 391,2 > 230,0 | 391,2 > 219,0
Thifensulfuron-methyl 4,00 387,9 > 167,1 387,9 > 141,1
Thiodicarb 4,47 355,0 > 88,0 355,0 > 107,9
Thiophanate-methyl 4,06 343,0 > 151,1 343,0 > 311,0
THPI 2,77 152,0 > 81,0 152,0 > 79,0
Triadimenol 6,02 296,0 > 70,1 298,0 > 70,1
Tri-allate 7,88 304,1 > 1429 | 306,1 > 145,0
Triasulfuron 3,97 402,1 > 141,0 | 402,1 > 167,0
Tribenuron-methyl 4,77 396,0 > 155,2 396,0 > 181,1
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Parametr Rt (min) MRM 1 MRM 2 MRM 3
Trifloxystrobin 7,19 409,2 > 186,0 | 409,2 > 145,1
Triflusulfuron-methyl 5,70 493,2 > 2639 | 493,2 > 95,9
Trinexapac 391 225,0 > 69,0 225,0 > 111,0
Trinexapac-ethyl 5,05 253,0 > 207,1 253,0 > 69,0
Triticonazole 6,15 317,9 > 70,1 319,9 > 70,1
Tritosulfuron 5,86 4459 > 195,0 4459 > 221,0
Zoxamide 6,77 336,0 > 186,9 | 336,0 > 159,0
IS-Carbendazim-D3 2,70 195,0 > 160,1

IS-Diazinon-D10 6,71 315,2 > 170,0
IS-Metalaxyl-phenyl-13C6 4,91 286,1 > 226,2
IS-Pendimethalin-D5 7,85 287,1 > 213,0 | 287,1 > 194,0
IS-Propamocarb-(propyl-D7) 1,90 196,2 > 103,2
IS-Tebuconazole-D6 6,63 314,0 > 72,0
IS-Terbuthylazine-D5 5,59 235,0 > 179,0
[S-Thiacloprid-D4 3,37 257,0 > 126,1
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Obrazek 1. Extrahované iontové chromatogramy vSech analyzovanych latek v negativnim
(ESI-) a pozitivnim (ESI+) m6du ionizace, matri¢ni standard (oves), 0,040 mg/kg.

3 Vysledky

Pred samotnou validaci bylo nezbytné uskute¢nit nékolik krokd. V prvni tadé byla
optimalizovdna LC-MS/MS méfici metoda. MRM piechody byly pievzaty z piivodni metody,
dale byly pro nové latky pfevzaty z literatury, pifipadné byly zjiStény experimentalné pifimou
infuzi na MS. V dal$im kroku byly ptipraven¢ MRM ovéieny a optimalyzovany pro ziskani co
nejlepSich odezev pro nami pouZivanou aplikaci a instrumentaci. Nasledovalo testovani metody
na redlnych vzorcich rostlinného materialu, kdy byla ovéfovana citlivost metody a selektivita
Zvolen}'/ch MRM pfechodﬁ. U nékter}'Ich latek bylo nutné dodate¢né optimalizovat nastaveni

cvwr

vyhled4na vhodné blankova rostlinna matrice pro samotnou validaci.
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Jako nejvhodnéjsi reprezentativni rostlinny material, ktery neobsahuje zadné stanovované

analyty, byl zvolen oves.

3.1  Validace metody
Metoda byla validovana pomoci vicendsobné analyzy vzorkd obohacenych o pfislusné nativni

standardy na nize popsanych hladinach. V ramci validace byly ovéfeny parametry uvedené
v Tabulce 5, pricemz kritéria pfijatelnosti byla adaptovdna na zékladé dokumentu
SANTE/11312/2021 [7].

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

Parametr Zpisob Kritérium
Linearita Ovéieni hodnoty korela¢niho koeficientu r>0,99

a odchylek kalibracnich bodi odchylky <+20 %
Mez Nejniz$i obohacena hladina spliujici podminky | <MRL

stanovitelnosti | identifikace, spravnosti a piesnosti

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

(30 — 140) %

Piesnost Opakovatelnost pro kazdou obohacenou hladinu | <20 %

Nejistota Rozsitena nejistota, k =2 50 %

3.1.1 Linearita kalibrace

Linearita byla hodnocena v kalibra¢nim rozsahu od 0,001 mg/kg do 0,800 mg/kg. K hodnoceni
korela¢niho koeficientu byl vyuzit ptislusSny vyhodnocovaci software (SciexOS) a jeho
minimalni pfijatelna hodnota byla 0,99. Soucasné byla linearita hodnocena pomoci vypoctu
odchylky zpétné vypoctené koncentrace od skute¢né koncentrace na jednotlivych kalibra¢nich
bodech, a to v rozsahu od meze stanovitelnosti do 0,800 mg/kg. Maximalni akceptovatelna
odchylka musela byt <+ 20 %. Pro vSechny latky byla linearita prokazana minimalné v rozsahu
od jejich meze stanovitelnosti (RL-LVL) do 0,800 mg/kg. Ukazkova kalibrace pro azoxystrobin

je na Obrazku 2, chromatogramy kalibra¢nich bodl jsou pak na Obrazku 3.
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Calibration for Azoxystrobin 1:y = 5.75550e4 x + 19044.76384 (r = 0.99966, r* =0.99932) (weighting: 1/ x)
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Obrazek 2. Kalibracni zavislost pro azoxystrobin v rozsahu 0,001 mg/kg az 0,800 mg/kg.
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Obrazek 3. Ukazkové chromatogramy vybranych kalibra¢nich bodi azoxystrobinu
v rozsahu od 0,001 mg/kg do 0,800 mg/kg.

3.1.2 Stanoveni spravnosti a piresnosti

Tyto parametry byly stanoveny opakovanou analyzou obohacenych vzorkl rostlinného
materialu na hladinach (0,002; 0,004; 0,008; 0,020; 0,040; 0,200) mg/kg. U pesticidnich latek
byla hodnocena valida¢ni kritéria pro spravnost a ptesnost podle SANTE/11312/2021,
tj. vytéznost v rozmezi (70 — 120) %, ptipadné (30 — 140) %, a opakovatelnost <20 % na kazdé
hladiné.
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Obrazek 4. Prehled zastoupeni liatek v dosaZenych mezich vytéZnosti a opakovatelnosti.

Ze souhrnu vytéznosti a opakovatelnosti vyplyva (viz Obrazek 4), ze vSech 221 pesticida

splnilo na vybranych hladinach ob¢ kritéria. Pouze u 14 pesticidl bylo dosazeno niz$ich, avSak

stale akceptovatelnych vytéznosti, a to v rozmezi (40,1 — 75,9) %, tudiZ u nich bude nutné

provadét korekci na vytéznost. Piehled dosazenych vysledki pro jednotlivé analyty je uveden

v Tabulce 6.

Tabulka 6. Souhrn validaénich vysledkii pro jednotlivé pesticidy.

RL- RL- | Vytéznost | Korekce | Opakov. | Rozsifena | Pocet

Analyt LVL LIMS (%) na (%) nejistota | hladin
(mg/kg) | (mg/kg) vytéZnost (%)

2,4-D 0,004 0,008 99,3 ne 5,5 11,0 4
Acetamiprid 0,002 0,004 95,9 ne 3.4 6,8 5
Acetochlor 0,008 0,008 98,0 ne 6,7 13,4 3
Aclonifen 0,002 0,004 94,6 ne 8,2 16,4 5
Alachlor 0,008 0,008 105,5 ne 6,5 13,0 3
Amidosulfuron 0,002 0,002 90,8 ne 3,5 6,9 5
Aminopyralid 0,008 0,008 45,6 ano 8,3 16,5 3
Asulam 0,002 0,004 96,7 ne 3,1 6,3 5
Atrazine 0,002 0,002 96,7 ne 3,3 6,6 5
Atrazine-2-hydroxy 0,002 0,004 85,2 ne 4.0 8,1 5
Atrazine-desethyl 0,002 0,004 95,0 ne 5,7 11,4 5
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RL- RL- | VytéZnost | Korekce | Opakov. | RozSifena | Pocet
Analyt LVL LIMS (%) na (%) nejistota | hladin
(mg/kg) | (mg/kg) vytéZnost (%)
Atrazine-desethyl-desisopopyl 0,008 0,008 91,5 ne 4.3 8,6 3
Atrazine-desisopropyl 0,002 0,004 92,8 ne 8,5 17,0 5
Azadirachtin A 0,008 0,008 103,7 ne 6,1 12,2 2
Azoxystrobin 0,002 0,002 103,3 ne 2.9 5,9 5
Benalaxyl 0,002 0,002 100,1 ne 5,2 10,4 5
Bentazone 0,002 0,002 94 4 ne 2,9 5,8 5
Benzovindiflupyr 0,008 0,008 98,6 ne 5,1 10,2 2
Bixafen 0,002 0,004 102,6 ne 5,7 11,3 5
Boscalid 0,004 0,004 95,2 ne 4.4 8,8 4
Bromoxynil 0,002 0,002 96,6 ne 5,6 11,2 5
Bromuconazole 0,002 0,004 98,5 ne 9,6 19,1 5
Carbendazim 0,004 0,004 95,5 ne 5,1 10,3 4
Carboxin 0,004 0,004 92,8 ne 42 8,4 4
Carfentrazone-ethyl 0,004 0,004 101,9 ne 6,4 12,9 4
Cinerin 0,011 0,011 107,5 ne 5,7 11,3 2
Clomazone 0,002 0,002 93,1 ne 3,8 7,6 5
Clopyralid 0,004 0,008 ano 10,6 21,2 4
Clothianidin 0,004 0,008 92,7 ne 7,2 14,5 4
Cyantraniliprole 0,002 0,002 99,5 ne 49 9,8 5
Cyazofamid 0,002 0,004 104,1 ne 6,3 12,5 5
Cycloxydim 0,004 0,008 95,0 ne 5,8 11,6 4
Cyflufenamid 0,002 0,002 103,6 ne 4.5 9,0 5
Cymoxanil 0,002 0,008 96,8 ne 6,5 13,0 5
Cyproconazole 0,004 0,008 99,0 ne 5,8 11,5 4
Cyprodinil 0,002 0,002 96,8 ne 54 10,7 5
Cyprosulfamide 0,002 0,004 96,0 ne 3,5 7,0 5
Desmedipham 0,002 0,002 96,7 ne 4.9 9,9 5
Difenoconazole 0,002 0,002 100,7 ne 3,0 5,9 5
Diflubenzuron 0,002 0,004 97,2 ne 8,0 16,0 5
Diflufenican 0,002 0,002 100,7 ne 3,1 6,1 5
Dichlorprop 0,002 0,004 96,6 ne 7,9 15,9 5
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RL- RL- | VytéZnost | Korekce | Opakov. | RozSifena | Pocet
Analyt LVL LIMS (%) na (%) nejistota | hladin
(mg/kg) | (mg/kg) vytéZnost (%)
Dimethachlor 0,004 0,004 101,9 ne 5,0 9,9 4
Dimethenamid 0,002 0,002 99,2 ne 7,4 14,8 5
Dimethoate 0,002 0,002 98,8 ne 4,8 9,6 5
Dimethomorph 0,002 0,002 100,6 ne 7,8 15,7 5
Dimoxystrobin 0,002 0,002 100,6 ne 4.5 8,9 5
Diuron 0,002 0,004 94,9 ne 4,2 83 5
Dodine 0,040 0,040 ano 6,4 12,7 2
Epoxiconazole 0,002 0,002 96,9 ne 3,8 7,6 5
Ethofumesate 0,020 0,020 97,8 ne 7,3 14,6 3
Etofenprox 0,040 0,040 ano 6,2 12,3 2
Famoxadone 0,020 0,020 101,8 ne 8.4 16,8 3
Fenamidone 0,002 0,004 103,9 ne 4,2 8,4 5
Fenhexamid 0,002 0,004 95,5 ne 8,5 16,9 5
Fenoxaprop-P 0,002 0,002 97,4 ne 4,5 9,0 5
Fenoxaprop-P-ethyl 0,002 0,002 101,7 ne 4,2 8,5 5
Fenoxycarb 0,002 0,002 98,8 ne 8,1 16,2 5
Fenpropidin 0,002 0,002 933 ne 3,5 6,9 5
Fenpropimorph 0,002 0,002 90,8 ne 2.9 5,9 5
Fenpyroximate 0,002 0,002 99,8 ne 2,9 5,9 5
Flazasulfuron 0,002 0,002 98,2 ne 3,9 7,9 5
Florasulam 0,002 0,004 98,6 ne 2.5 5,0 5
Fluazifop-P 0,002 0,002 102,6 ne 4,9 9,8 5
Fluazifop-P-butyl 0,002 0,002 98,7 ne 3,2 6,3 5
Fluazinam 0,002 0,002 103,3 ne 3,1 6,2 5
Fludioxonil 0,002 0,004 97,7 ne 54 10,8 4
Flufenacet 0,002 0,002 98,9 ne 5,1 10,3 5
Fluopicolide 0,002 0,004 102,0 ne 5,1 10,1 4
Fluopyram 0,002 0,002 101,0 ne 4,8 9,5 5
Fluoxastrobin 0,002 0,004 100,6 ne 6,6 13,2 5
Flupyradifuron 0,002 0,002 99,2 ne 4,6 9,2 5
Fluquinconazole 0,002 0,004 102,5 ne 6,6 13,1 4
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RL- RL- | VytéZnost | Korekce | Opakov. | RozSifena | Pocet
Analyt LVL LIMS (%) na (%) nejistota | hladin
(mg/kg) | (mg/kg) vytéZnost (%)
Flurochloridone 0,008 0,008 100,0 ne 11,4 22,8 3
Fluroxypyr 0,008 0,008 92,0 ne 7,7 15,3 3
Flusilazole 0,002 0,002 100,0 ne 4,0 7.9 5
Flutolanil 0,002 0,004 102,3 ne 6,2 12,4 5
Fluvalinate-tau 0,002 0,002 ano 5,0 10,0 5
Fluxapyroxad 0,002 0,004 102,5 ne 5,6 11,1 5
Foramsulfuron 0,002 0,002 98,0 ne 6,7 13,3 5
Forchlorfenuron 0,008 0,008 91,9 ne 4,0 8,1 2
Halauxifen-methyl 0,002 0,002 102,0 ne 5,5 11,1 5
Haloxyfop 0,002 0,002 102,3 ne 4,0 8,0 5
Haloxyfop-etotyl 0,002 0,004 101,9 ne 4,0 7,9 5
Haloxyfop-methyl 0,002 0,004 98,4 ne 5,9 11,7 5
Hexazinone 0,002 0,002 98,8 ne 3,1 6,2 5
Hexythiazox 0,002 0,002 94,6 ne 3,7 7,3 5
Chlorantraniliprole 0,002 0,004 94,2 ne 6,4 12,8 4
Chloridazon 0,002 0,004 91,0 ne 8,2 16,4 5
Chloridazon-desphenyl 0,020 0,020 ano 3,6 7,2 3
Chloridazon-methyl-desphenyl 0,008 0,008 ano 11,1 22,1 2
Chlorotoluron 0,002 0,004 96,9 ne 3,2 6,5 5
Chlorpropham 0,008 0,020 101,5 ne 10,0 20,0 3
Chlorpyrifos 0,002 0,004 92,2 ne 5,2 10,4 4
Chlorpyrifos-methyl 0,002 0,004 98,0 ne 3,9 7,8 4
Chlorsulfuron 0,002 0,002 97,9 ne 4,0 7,9 5
Imazalil 0,002 0,004 91,7 ne 4,5 9,0 5
Imazamox 0,002 0,002 94,0 ne 3,6 7,1 5
Imidacloprid 0,002 0,002 95,5 ne 7,2 14,4 5
Indoxacarb 0,002 0,002 98,7 ne 5,8 11,6 5
lodosulfuron-methyl 0,002 0,002 96,9 ne 2,8 5,7 5
Iprodione 0,004 0,004 101,0 ne 7,1 14,1 4
Iprovalicarb 0,002 0,002 100,1 ne 5,1 10,2 5
Isofetamid 0,002 0,002 99,9 ne 6,4 12,8 5
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RL- RL- | VytéZnost | Korekce | Opakov. | RozSifena | Pocet
Analyt LVL LIMS (%) na (%) nejistota | hladin
(mg/kg) | (mg/kg) vytéZnost (%)
Isoproturon 0,002 0,002 94,9 ne 5,1 10,2 5
Isoxaflutole 0,002 0,004 97,9 ne 3,3 6,6 5
Jasmolin 0,004 0,004 100,8 ne 5,5 10,9 2
Kresoxim-methyl 0,002 0,008 104,1 ne 9.4 18,8 4
Lenacil 0,002 0,004 933 ne 3,9 7,7 5
Linuron 0,004 0,004 100,2 ne 4,7 9,3 4
Malathion 0,002 0,002 100,4 ne 8,1 16,2 5
Mandestrobin 0,008 0,008 100,9 ne 3,6 7,2 2
Mandipropamid 0,002 0,004 100,7 ne 5,1 10,2 5
MCPA 0,002 0,002 98,9 ne 2,7 54 5
MCPB 0,016 0,016 101,9 ne 8,7 17,5 2
Mecoprop 0,004 0,008 97,0 ne 3,7 7,4 4
Mefentrifluconazole 0,002 0,008 101,8 ne 7,9 15,8 5
Meptyldinocap 0,004 0,008 98,7 ne 8,4 16,8 4
Mesosulfuron-methyl 0,002 0,002 100.4 ne 3,0 5,9 5
Mesotrione 0,002 0,004 99,7 ne 4,2 8,5 5
Metalaxyl-M 0,002 0,002 99,3 ne 34 6,8 5
Metamitron 0,002 0,004 91,6 ne 9.4 18,7 5
Metazachlor 0,002 0,002 95,5 ne 4.0 8,0 5
Metconazole 0,002 0,004 98,4 ne 3,7 7,5 5
Methomyl 0,002 0,004 103,9 ne 10,7 21,3 5
Methoxyfenozide 0,002 0,004 99,3 ne 4.6 9,2 5
Metobromuron 0,002 0,002 99,7 ne 5,1 10,2 5
Metolachlor 0,002 0,002 98,5 ne 4,1 8,2 5
Metrafenone 0,002 0,004 101,6 ne 5,9 11,8 5
Metribuzin 0,002 0,008 100,3 ne 9,7 19,4 5
Metsulfuron-methyl 0,002 0,002 101,6 ne 3,7 7,5 5
Myclobutanil 0,002 0,008 100,7 ne 6,3 12,5 5
Napropamide 0,002 0,002 101,4 ne 5,6 11,2 5
Nicosulfuron 0,002 0,002 81,1 ne 4.9 9,7 5
Omethoate 0,002 0,002 90,2 ne 4,6 9,2 5
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RL- RL- | VytéZnost | Korekce | Opakov. | RozSifena | Pocet
Analyt LVL LIMS (%) na (%) nejistota | hladin
(mg/kg) | (mg/kg) vytéZnost (%)
Oxamyl 0,002 0,004 101,1 ne 5,8 11,5 5
Paclobutrazol 0,002 0,008 95,8 ne 8,7 17,5 5
Penconazole 0,002 0,002 98,6 ne 5,6 11,2 5
Pendimethalin 0,002 0,004 95,5 ne 3,5 6,9 5
Penoxsulam 0,008 0,008 100,4 ne 2.8 5,7 2
Pethoxamid 0,002 0,002 97,7 ne 4,4 8,7 5
Phenmedipham 0,002 0,002 96,6 ne 4,5 9,0 5
Picloram 0,004 0,008 ano 8,8 17,6 4
Picolinafen 0,008 0,008 93,0 ne 33 6,6 2
Picoxystrobin 0,002 0,002 102,2 ne 3,8 7,6 5
Pinoxaden 0,002 0,004 100,9 ne 6,2 12,3 5
Pirimicarb 0,002 0,002 94,3 ne 3,5 6,9 5
Pirimicarb-desmethyl 0,002 0,002 91,0 ne 4.1 8,1 5
Pirimiphos-methyl 0,002 0,002 101,8 ne 2.8 5,7 5
Prochloraz 0,002 0,002 101,2 ne 5,2 10,3 5
Prochloraz BTS40348 0,008 0,008 101,7 ne 5,6 11,2 2
Prochloraz BTS44595 0,002 0,002 97,0 ne 7,7 15,5 5
Prochloraz BTS44596 0,002 0,004 101,8 ne 5,8 11,7 4
Prometryn 0,002 0,002 99,1 ne 2,9 5,9 5
Propachlor 0,002 0,002 96,1 ne 3,6 7,1 5
Propamocarb 0,002 0,004 89,4 ne 3,3 6,6 5
Propaquizafop 0,002 0,002 98,3 ne 4.0 8,1 5
Propargite 0,002 0,004 98,5 ne 4,9 9,8 5
Propiconazole 0,002 0,004 95,6 ne 7,3 14,6 5
Propoxycarbazone 0,002 0,002 96,8 ne 3,7 7,4 5
Propyzamide 0,002 0,004 97,0 ne 10,5 21,1 5
Proquinazid 0,002 0,002 83,9 ne 3,9 7,8 5
Prosulfocarb 0,002 0,002 96,8 ne 2,3 4,6 5
Prothioconazole-desthio 0,002 0,004 101,1 ne 9,0 18,0 5
Pymetrozine 0,002 0,002 ano 6,9 13,8 5
Pyraclostrobin 0,002 0,002 100,6 ne 4.5 9,1 5
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RL- RL- | VytéZnost | Korekce | Opakov. | RozSifena | Pocet
Analyt LVL LIMS (%) na (%) nejistota | hladin
(mg/kg) | (mg/kg) vytéZnost (%)
Pyraflufen-ethyl 0,002 0,004 101,2 ne 6,2 12,3 5
Pyrethrin 0,001 0,009 98,0 ne 2,6 5,2 3
Pyridaben 0,002 0,002 93,0 ne 33 6,6 5
Pyridate 0,002 0,002 88,9 ne 2,7 54 5
Pyrimethanil 0,002 0,002 94,9 ne 5,1 10,1 5
Pyriproxyfen 0,002 0,002 96,9 ne 2.4 4.8 5
Pyroxsulam 0,002 0,002 92,7 ne 6,2 12,4 5
Quinclorac 0,002 0,002 84,2 ne 6,4 12,8 5
Quinmerac 0,002 0,002 85,7 ne 3,0 6,1 5
Quinmerac BH518-4 0,008 0,008 ano 6,5 13,1 2
Quinoxyfen 0,002 0,002 92,3 ne 3,1 6,3 5
Quizalofop-P 0,002 0,004 96,6 ne 8,4 16,8 5
Quizalofop-P-ethyl 0,002 0,004 99,5 ne 3,6 7,1 5
Quizalofop-P-tefuryl 0,002 0,004 102,5 ne 6,3 12,6 5
Rimsulfuron 0,002 0,002 106,4 ne 5,0 10,0 5
Sedaxane 0,008 0,008 98,3 ne 2,5 5,0 2
Silthiofam 0,008 0,008 99,0 ne 6,9 13,8 2
Simazine 0,002 0,004 97,0 ne 7,4 14,8 5
Simazine-2-hydroxy 0,004 0,008 ano 4.1 8,2 3
Spinosad 0,010 0,010 102,2 ne 4.3 8,6 4
Spinosyn A 0,002 0,004 101,4 ne 5,2 10,4 4
Spinosyn D 0,001 0,006 101,0 ne 5,1 10,2 2
Spiroxamine 0,002 0,002 96,1 ne 32 6,5 5
Sulfosulfuron 0,002 0,002 102,6 ne 3,3 6,6 5
Sulfoxaflor 0,008 0,008 96,3 ne 6,9 13,9 2
Tebuconazole 0,002 0,004 98,2 ne 3,6 7,3 5
Tebufenozide 0,002 0,002 101,1 ne 2,8 5,6 5
Tebufenpyrad 0,002 0,002 98,8 ne 3,4 6,8 5
Tembotrione 0,002 0,004 95,9 ne 10,3 20,5 5
Terbuthylazine 0,002 0,002 100,7 ne 4,7 9,4 5
Terbuthylazine-2-hydroxy 0,002 0,004 92,2 ne 3.4 6,7 5
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RL- RL- | VytéZnost | Korekce | Opakov. | RozSifena | Pocet
Analyt LVL LIMS (%) na (%) nejistota | hladin
(mg/kg) | (mg/kg) vytézZnost (%)
Terbuthylazine-desethyl 0,002 0,002 98,4 ne 4.8 9,7 5
Terbuthylazine-desethyl-2-hydroxy | 0,002 0,004 ano 4,1 8,2 4
Terbutryn 0,002 0,004 100,1 ne 34 6,7 5
Tetraconazole 0,002 0,002 102,8 ne 5,3 10,7 5
Thiabendazole 0,002 0,002 88,5 ne 2,5 49 5
Thiacloprid 0,002 0,002 94,4 ne 32 6,3 5
Thiamethoxam 0,002 0,002 96,0 ne 4,6 9,2 5
Thiencarbazone-methyl 0,002 0,004 94,3 ne 73 14,5 5
Thifensulfuron-methyl 0,002 0,004 ano 7,4 14,8 5
Thiodicarb 0,004 0,004 95,1 ne 6,4 12,8 4
Thiophanate-methyl 0,004 0,008 ano 4.8 9,7 3
THPI 0,008 0,040 100,6 ne 9,9 19,9 3
Triadimenol 0,004 0,004 103,4 ne 7,7 15,3 4
Tri-allate 0,008 0,008 84,2 ne 3,5 7,0 2
Triasulfuron 0,002 0,002 89,9 ne 5,3 10,7 5
Tribenuron-methyl 0,002 0,008 105,1 ne 6,1 12,1 3
Triclopyr 0,004 0,008 98,6 ne 6,2 12,4 4
Trifloxystrobin 0,002 0,002 102,5 ne 1,9 3,8 5
Triflusulfuron-methyl 0,002 0,002 101,1 ne 4.1 8,2 5
Trinexapac 0,008 0,020 92,7 ne 3,3 6,6 3
Trinexapac-ethyl 0,004 0,008 97,8 ne 9,1 18,1 4
Triticonazole 0,002 0,004 97,2 ne 5,6 11,2 5
Tritosulfuron 0,004 0,004 97,8 ne 8,1 16,1 4
Zoxamide 0,002 0,002 101,4 ne 4,7 9,4 5

Spravnost stanoveni byla u n€kolika pesticidl testovana 1 za pomoci analyzy certifikované¢ho
referen¢niho materidlu CRM AN-BMO3 (zeleny ¢aj). U vSech 15 pesticidi byla kritéria
pfijatelnosti splnéna. Hodnoty vytéznosti se pohybovaly v rozmezi od 81,1 % do 115,9 %.

Souhrn vysledk je uveden v Tabulce 7.
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Tabulka 7. Vyhodnoceni spravnosti metody pomoci analyzy CRM AN-BM03.

Analyt Referenéni | Nejistota ref. | Naméieno Nejistota | VytéZnost Kritéria
hodnota materialu (ng/kg) stanoveni (%) prijatelnosti
(ng/kg) (ng/kg) (ng/kg)
Acetamiprid 90,0 9,1 99,0 0,02 110,0 Splnéno
Carbendazim 50,5 6,8 54,8 0,07 108,5 Splnéno
Chlorpyrifos 243,0 49 244.,6 0,06 100,7 Splnéno
Clothianidin 192.,0 23 198,0 0,05 103,1 Splnéno
Difenoconazole 178,0 23 163,1 0,08 91,7 Splnéno
Imidacloprid 35,0 5,5 35,9 0,08 102,6 Splnéno
Indoxacarb 268,0 18 2559 0,06 95,5 Splnéno
Metalaxyl 90,5 14,9 90,5 0,05 100,0 Splnéno
Methomyl 79,0 7,0 76,9 0,07 97,4 Splnéno
Metamitron 61,0 8,2 58,3 0,04 95,5 Splnéno
Pendimethalin 170,0 33 137,8 0,04 81,1 Splnéno
Propargite 31,0 43 34,2 0,12 110,4 Splnéno
Pyridaben 214,0 18 213,6 0,07 99,8 Splnéno
Tebuconazole 68,5 6,5 71,2 0,11 103,9 Splnéno
Thiacloprid 70,5 4,1 72,4 0,06 102,7 Splnéno
Thiamethoxam 57,5 8,3 52,7 0,07 91,7 Splnéno

3.1.3 Mez stanovitelnosti
RL-LVL je nejnizsi validovana hladina oznacovana jako reportovaci limit (RL), u které byly

splnény kritéria pro vytéZnost a opakovatelnost. RL-LIMS je skutecny reportovaci limit
uvedeny v laboratornim systému pro uvedeni vysledkli na protokol stanoveny s ohledem
na splnéni identifika¢nich kritérii. Nejnizsi validované hladiny a RL-LIMS byly pro jednotlivé
pesticidni latky riiznorodé, jejich piehled je uveden vySe v Tabulce 6.

0,002 mg/kg. Nicméné po uvazeni vSech kritérii véetné pozadavkil na identifikaci latek bylo
nutné nastavit limity vyssi, viz. pfehled na Obrazku 5. U nékterych latek to bylo z divodu
hraniéni citlivosti, unéktrych nebyl pfitomen konfirmacni iont o dostatecné intenzité,
u nékterych pak byly vzaty v ivahu i matriéni efekty, které jsou diskutovany v nasledujici

kapitole.
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Obrazek 5. Prehled dosaZzenych RL-LVL a nasledné zvolenych RL-LIMS s uvedenim
poctu latek.

3.1.4 Matricni efekty

U LC-MS technik s ionizaci elektrosprejem mohou byt intenzity odezev stanovovanych latek
znaén€ ovlivnény piitomnosti koeluujicich slozek matrice extraktu vzorku. Faktort, které
se podileji na intenzit€ a riznorodosti matri¢nich efekti, je cela fada, napf.:

e typ a nastaveni pouZité instrumentace

e vlastnosti vzorki (riznorodost sloZeni, obsah specifickych latek)

e pfiprava vzorku (typ extrakce, CiSténi, fedéni)

e typ pouzité kalibrace (matri¢ni, solventova atd.)

e vlastnosti stanovovanych latek.
Pro ovéteni matri¢niho chovani stanovovanych latek v rozdilnych rostlinnych materialech bylo
vybrano pét zastupcii: pSenice, lupina, visen, vojtéska a kukufice. Materialy byly extrahovany
a zpracovany stejnym postupem, jako matrice ovsa, kterd byla pouZita k validaci. Extrakty
vzorkl a matriéni standardy (hladina 0,040 mg/kg) ptipravené do téchto extraktl byly méfeny
v sekvenci soubézné s matriéni kalibraci pfipravenou do validovaného ovsa. Matri¢ni efekty
byly kalkulovany porovnanim odezev latek v jednotlivych materidlech s odezvamy z kalibrace.
Kladné hodnoty matri¢nich efektii znamenaji navySeni odezev oproti kalibra¢ni matrici,
zaporné pak jejich pokles.

Vzhledem k pouziti velmi citlivé instrumentace bylo mozné extrakty vzorki pied analyzou vice
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fedit (10 ) a pouzit nizky objem nastiiku (1 pl) za dosazeni stale uspokojivych limiti detekce.
Tato strategie byla zvolena praveé z divodi redukce variability matri¢nich efektt ve vzorcich,
jelikoz typy rostlinnych materialii analyzovanych na Oddéleni rezidualnich analyz jsou zna¢né
ruznorodé. Nasledujici krabicovy graf na Obrazku 6 znazoriiuje celkové chovani vsech latek

v testovanych materialech.
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Obrazek 6. Grafické znazornéni matri¢niho chovani analyzovanych latek v jednotlivych
materialech vztaZenych k matri¢ni kalibraci.

Jak je z grafu patrné, chovani latek v testovanych materialech bylo ve velké mife podobné jako
v kalibra¢ni matrici. Pouze u né€kolika analyt byly pozorovany poklesy nebo nartsty odezev
nad hranici 20 % (vztazeno ke kalibracni matrici), coz je hranice pfi jejimz piekroceni je nutné
podle SANTE vysledky na matri¢ni efekt korigovat, tj. podle moznosti zvolit napt. jinou
kalibra¢ni matrici, provést standardni ptidavek, pouzit interni standard atd. V priméru pies
vSechny testované latky byly nejvétsi poklesy, avSak stale v povolenych mezich, pozorovany
u kukutice a vojtésky. V ostatnich materidlech se vysledky v priméru vice blizily kalibracni
matrici, avSak u téchto materiala figurovalo vice analytii s odlehlymi hodnotami. Nutno dodat,
ze ve veétsing piipadl se nejednalo o tytéZ latky. Pouze u acetamipridu a flupyradifuronu bylo
dosahovano konzistentné vysSich odezev nad 20 %. V pfipad€ florasulamu, mesotrionu

a thiophanate-methylu bylo ve tfech testovanych materidlech dosazeno vyznaméjSich poklest
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pod -20 %. Tato méfeni potvrdila, Ze s pouzitim vétSiho fedéni jsou odezvy vétSiny

analyzovanych latek velmi podobné.

3.1.5 Nejistota

Stanovené nejistoty vychdzeji z vicenasobnych méfeni matrice obohacené na raznych
hladinach. Pozadavek na maximalni rozsifenou nejistotu 50 % byl splnén u vSech parametrii na
validovanych hladinéch, rozsitené nejistoty se nejcastéji pohybovaly v rozpéti od 5 do 15 %,

maximalni hodnota 22,8 % byla dosazena u flurochloridonu.

3.1.6 Porovnani dosaZenych vysledkii validace s valida¢nim planem

Opakovatelnost a nejistota vyhovovaly pro vSechny validované parametry limitnim hodnotdm
(viz souhrn v Tabulce 8 nize). V nékterych piipadech byla vytéZznost mimo povoleny rozsah.
SANTE/11312/2021 stanoveni takovych parametri (pymetrozine, aminopyralid, etofenprox,
quinmerac BH518-4, clopyralid, chloridazon-desphenyl, picloram, thifensulfuron-methyl,
terbuthylazine-desethyl-2-hydroxy, simazine-2-hydroxy a thiophanate-methyl) umoznuje,
pokud je jejich vytéZnost v rozsahu (30 — 140) % a stanoveni daného parametru vykazuje
akceptovatelnou piesnost (opakovatelnost). U vSech téchto 11 pesticidil bylo akceptovatelnych
opakovatelnosti dosazeno.

Tabulka 8. Porovnani dosaZenych validovanych parametri s limitnimi akceptovatelnymi
hodnotami.

Parametr Matrice VytéZnost Opakovatelnost Nejistota

Limitni akceptovatelné hodnoty

Pesticidy Rostlina (70 - 120) % 20 % 50 %
(30 -—-140) %

DosaZené hodnoty
210 pesticida Rostlina (74,8 —107,5) % (1,9-11,4) % (3,8 -22,8) %
11 pesticidi Rostlina (40,1 — 68,1) % (3,6 —10,6) % (7,2-21,2) %
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4 ZAavér

V préci byla uspés$né rozsifena a revalidovana zkouSka multirezidudlniho stanoveni pesticidu
metodou LC-MS/MS. Metody byla verifikovana pomoci vicendsobnych stanoveni
obohacenych vzorki rostlin, k hodnoceni spravnosti bylo déle pouzito CRM AN-BMO3 (zeleny
¢aj). Metoda je vhodna pro UHPLC-MS/MS stanoveni uvedenych 221 pesticidu v rostlinnych
vzorcich. Ziskané validaéni parametry vyhovovaly pozadavkiim stanovenym podle

SANTE/11312/2021.
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