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Abstrakt

Tématem této diplomové prace je stanoveni pesticidii v jeCmeni a sladu. Je¢men patii ke
druhé nejvice péstované obilniné v Ceské republice. Aby se dosahovalo vys$ich vynosi,
vétsi kvality zrna a zabranilo se ztratam, vyuzivaji se prostredky na ochranu rostlin — pes-
ticidy. Nevyhodou pouziti je jejich negativni vliv na zdravi lidi, zvitat a zivotni prostiedi.
Rezidua pesticidii a jejich metaboliti mohou zustavat v potravinach, a proto je dobré
sledovat jejich obsah. MozZnosti stanoveni jsou ruzné, ale v posledni dobé je vyuzivana
metoda extrakce QUEChERS, ktera cely proces pripravy vzorku urychluje.

Prakticka c¢ast shrnuje optimalizaci a validaci metody QuEChERS a néasledné stano-
veni mnozstvi analyti pomoci metody UPLC-MS/MS. Analyzoval se obsah 148 pesticidii
ve 30 vzorcich je¢mene a 20 vzorcich sladu pochézejicich ze sklizné z roku 2021 v Ceské
republice.

Summary

The topic of this thesis is the determination of pesticides in barley and malt. Barley is one
of the second most cultivated cereals in the Czech Republic. In order to achieve higher
yields, higher grain quality, and avoid losses, plant protection products - pesticides - are
used. The disadvantage of their use is their negative impact on human and animal health
and the environment. Residues of pesticides and their metabolites can remain in a food,
so it is a good idea to monitor their content. There are various options for determination,
but recently the QUEChERS extraction method has been used, which speeds up the whole
sample preparation process.

The practical part summarizes the optimization and validation of the QuEChERS
method and the subsequent quantification of analytes by UPLC-MS/MS. The content
of 148 pesticides in 30 barley and 20 malt samples from the 2021 harvest in the Czech
Republic was analysed.

Klicova slova
je¢men, slad, ochrana rostlin, pesticidy, LC-MS/MS

Keywords
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1. Uvod

Je¢men, jakozto polni plodina, ktera je oznacovana jako jedna z nejstarsich obilnin ma
v nasi zemi bohaté tradiéni kofeny. V Ceské republice se péstuje hlavné je¢men jarni, ktery
je vyuzivan predevsim ke sladovani. Diky slechténi se v poslednich letech zvysuje odolnost
a vynosnost této plodiny. Existuje fada odrtad, které jsou doporuc¢ovany pro vyrobu Ces-
kého piva, které ma zemépisné chranéné oznaceni. Protoze je kazdorocné alespon jedna
nové odriida zapsdna, existuje prehled odrid, ktery ma pod zastitou Ustfedni kontrolni
a zkusebni ustav zemédélsky. Nejvétsi potizi pri péstovani jsou sktudci a nemoci je¢mene.
Mnoha témto prikorim lze predchézet nebo je lze zmirnit pomoci ptripravk na ochranu
rostlin.

Regulace a ochrana pred nepriznivymi vlivy je v dnesni dobé zadouci, pro predchazeni
ztratdm na urodé, zvysovani produkce a samotné zkvalitnéni sklizeného je¢mene. Jedna
z nejvyznamnéjsich ochran, ke které by se mélo uchylovat po selhédni neinvazivnich metod,
je pouziti pesticidi. Jedna se o chemické latky nebo mikroorganismy, které se snazi ochra-
nit rostlinu pted plevelem, skiidci nebo houbovymi chorobami. Protoze se mnohdy jedna
o silné chemické slouceniny, jejich pouziti reguluje mnoho zdkont a narizeni. Jejich vliv na
zivotni prostredi, lidské zdravi a okolni faunu a floru je vysoce rizikovy, proto v poslednich
letech stoupé snaha o snizeni spotieby pesticidii a jejich nahrazeni za méné nebezpecné
pripravky. Protoze tyto latky pouzivané na ochranu mohou zistavat v je¢meni, je nutné
sledovat jejich rezidua. Pro vétsinu chemickych latek existuji maximalni pripustné limity
jejich obsahu v potravinach.

Stanoveni rezidui a metabolit pesticidi je mozné pomoci riznych analytickych metod,
avsak nejvyuzivanéjsimi jsou kapalinova a plynova chromatografie ve spojeni s hmotnosti
spektrometrii. Pro prec¢isténi vzorkt pfed samotnou analyzou je mozné pouzit mmnoho
metod, ale v poslednich letech je velmi vyuzivana metoda QuEChERS. Jedna se o rychly
a nenarocny postup, pri kterém je nizka spotfeba rozpoustédel a chemikalii. Metoda je
velmi lehce modifikovatelnd a vSestranné vyuzitelna.

Vétsinu pesticidit mizeme nazvat jako latky nebezpecné pro ¢lovéka. Kvili tomu je po-
tfebna rychla a presna kontrola jejich mnozstvi v potravinach. Metoda QuEChERS je diky
své rychlosti a presnosti nejlepsi volba, jak toto mnozstvi stanovit. Predpisy a ustanoveni
pojednavajici o rezidui pesticidi v potravinach jsou neustale kontrolovany a ménény podle
novych poznatku a studii.



2. Teoreticka cast

2.1. JeCmen

Jec¢men, hordeum vulgare, je jednou z nejstarsich obilnin, jehoz pocatky v péstovani se
datuji 10 tisic let pred n. 1. Péstovani této plodiny v Ceské republice mé bohatou tradici,
predevsim odridy je¢mene jarniho, ktery je vyuzivan ve sladovnictvi. Po psenici je to
nejpéstovanéjsi plodina na polich. v tabulce 2.1 je souhrnny prehled ploch a sklizni jecmene
(jarni a ozimy) za posledni roky. Plocha pro péstovani je¢mene klesla v fadu 10 let jen
malo a drzi si hranici nad 300 tisici hektary, ale v letech 1990-2000 byla plocha nad
500 tisici hektary. Pokud se tedy podivame na vyvoj plochy za poslednich 20 let, je jasné,
ze plocha klesd, i kdyz za poslednich 10 let k viditelnym zménam nedoslo [1] [2] [3].

Tabulka 2.1: Vijvoj plochy a sklizni jecmene (upraveno) [2]

Plocha [ha] | Sklizeni [t] | Vynos [t-ha™!]
1998 D77 694 2 093 101 3,62
1999 542 910 2137 376 3,94
2011 372 780 1 813 679 4,87
2012 382 330 1616 467 4,23
2013 348 992 1 593 760 4,57
] 2014 350 518 1 967 049 5,61
S [2015 365 946 1991 415 0,44
2016 325 725 1 845 254 5,67
2017 327 707 1 712 279 5,23
2018 324 724 1 606 034 4,95
2019 319 583 1 718 061 5,38
2020 331 911 1 816 182 0,47

2.1.1. Taxonomie

Je¢men je fazen do celedi lipnicovitych, jehoz diploidnim druhem je je¢men sety Hordeum
vulgare L., u kterého rozeznavame podle usporadani klasu:

o JeCmen sety, vicerady — se tfemi klasky plodnymi (Sestitady a ¢tyitady), jeho
ozimé forma je vyuzivana v krmivarstvi

« Jeémen sety, prechodny — prostiedni klasy ma plodné, péstovan predevsim v Ti-
betu, Asii, Svédsku

o Jecmen sety, dvourady — stfedni klasek plodny, je rozdélen na variety bezpluchy,
pavi, vzpiimeny nebo nici

Clenéni je¢mene je zalozeno na morfologickych znacich rostliny. Charakteristické jsou ti
jednokveté klasy. Jeémen sety dvourady je plodny pouze na stfednim klasku, a tak se
na lichoklasu, tedy nepravém klasu, vytvari dvé rady obilek. Toto usporadani je vidét na



2.1. JECMEN

obrazku 2.1 konkrétné A a C1. Dva postranni klasky maji zakrnélou pluchu a plusku a jsou
neplodné. Je¢men sety dvourady nici je nejrozsitenéjsi sladovnickou odridou (varietou).
Pri zrani se nepravy klas ohybd, hackuje se, a obilka je obalena pluchou, ktera je zakoncena
osinou.

Je¢men sety vicerady je plodny na vSech tfech klascich. Podle usporadani obilek muzeme
pozorovat ¢tyitadé a Sestitadé lichoklasy. Obé formy maji Sest obilek, ale 1isi se rozmisté-
nim, které je vyobrazeno na obrazku 2.1 (¢ast C2 a C3) [1] [4].

Obrazek 2.1: Lichoklasy jecmene (A - dvourady, B - vicerady, C - uspordddni obilek) [5]

2.1.2. Odridy

Jako je tomu i u jinych hospodarsky vyuzivanych plodin je zakladnim prvkem kvality jec-
mene jeho odrida. Hlavnim ticelem, pro¢ je dnes jemen Slechtény, je zajisténi pozadavka
péstitelskych, sladafskych a hygienickych. Slechténim je docileno pozadovaného obsahu
latek v zrnech pro konkrétni odvétvi v hospodarstvi ¢i primyslu. Cilem je zvysit vynos-
nost, zlepsit sladovnickou kvalitu jeCmene a zvysit odolnost vici chorobam a skiudctm.
v Ceské republice se zaméfuje predevsim na slechténi je¢mene uréeného pro sladovnické
ucely. Sladovny pozaduji jeCmen nejen s urc¢itym chemickym slozenim, ale i s urcitymi
subjektivnimi, mechanickymi, fyzikalnimi, fyziologickymi a biochemickymi znaky. Uka-
zatel sladovnické jakosti (USJ) je souborem znakiu, které jsou vyobrazeny v tabulce 2.2
zohlednit i vliv prostredi na sledované znaky jakosti. Protoze kazdoroc¢né pribyva mnoho
novych odrid, vydava Ustfedni kontrolni a zkusebni tstav zemédélsky (UKZUZ) kazdy
rok publikaci Obilniny, kde se nachazi seznam doporucenych odrud a jejich prehled. Na
obrazku 2.2 je vidét souhrn odrud a jejich odolnosti viiéi chorobam [5] [6] [7].

10



2.1. JECMEN

Tabulka 2.2: Parametry sledované pro sladovnickou kvalitu odrid [6]

%3 Hmotnost tisice zrn [g]

=

2 | Sladovnickd jakost! [

.2 | Sladovnicka jakost' [-]

'g

;NE Obsah dusikatych latek [%]
Extrakt v susiné [%)]
Relativni extrakt pti 45 °C [%)]
Kolbachovo ¢islo [%]

2 | Diastatickd mohutnost [j WK]

@ | Dosazitelny stuperi prokvaseni [%]
Friabilita [%]
[-glukany ve slading [mg-177]
Cirost sladiny? [-]

Adam *
Azit

Bente

Bojos

Cosmopolitan

Fandaga *

Francin

KWS Amadora
KWS Irina
Laudis 550
LG Ester *

LG Tosca *
Malz

Manta
Ovation **

Overture
Spitfire

Obrazek 2.2: Diagram odolnosti odrid (* mensi pocet dat — novd odrida, ** odrida nebyla
v roce 2019 hodnocend) [7]

ISladovnické jakost je hodnocena 1-9, kdy nejnizsi ¢islo nenf uréené pro sladovani
2Cirost sladiny: 1 — ¢ird, 2 — slabé opalizujici, 3 — opalizujici
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2.1. JECMEN

Pro zemépisné chranéné oznaceni ,,Ceské pivo* jsou doporucovany odridy jeCmene:

« Bojos (registrace 2005)
 Francin (registrace 2014)

o Laudis 550 (registrace 2013)

« Malz (registrace 2002)

« Manta (registrace 2016)

o LG Stamgast (registrace 2021)3
o LG Ester (registrace 2020)*

Jedna se o kategorii sladovnickych odriid je¢mene [7] [8].

2.1.3. Anatomie zrna

Zrno je¢mene ma podlouhly tvar na obou stranach do Spicky. Obilka je slozena z pluch,
oplodi, osementi, aleuronové vrstvy, endospermu, vrstvy stlacenych bunek, stitku, zarodku
a Steticky. Endosperm je nejdilezitéjsi casti, ktera se béhem technologického zpracovani
méni. Obsahuje mala a velka skrobova zrna. Aleuronova vrstva je slozend ze t¥i fad bu-
nék obsahujici predevsim dusikaté latky, cukry, polyfenoly, ale i vapnik, hot¢ik, draslik a
fosfor. Béhem kli¢eni je nutné, aby bunécéné stény umoznily pohyb enzymtm smérem k
endospermu. Aleuronova vrstva po signalu od zarodku a po plné hydrataci tvori hydroly-
tické enzymy, které slouzi k degradaci skrobového endospermu. Zivou ¢asti zrna je klicek
(zarodek), ktery ma ze sladarského pohledu velky vyznam. Sklada se z dusikatych latek,
lipidii, cukri, mineralnich latek a vitamint skupiny B. Na povrchu obilky jsou pluchy,
které se skladaji z pluchy a plusky. U pluchatych zrn jsou pluchy prilehlé k oplodi, ale k
anatomii zrna se nefadi. Obalové vrstvy, osemeni a oplodi, jsou ochranou ptred vysycha-
nim endospermu a klicku. Také jde o regulatory kliceni, protoze ovliviuji pristup vzduchu
ke klicku. Po dozrani jsou obalové vrstvy pouze mechanickou ochranou. Z pohledu slozeni
jsou bohaté na vlakninu, fosfor, hot¢ik, zelezo a vapnik [5] [9].

2.1.4. Slozeni zrna jeCmene

Zrno jeCmene obsahuje 84 % susiny a 12-14 % vody. Voda ve skladovaném je¢meni
nesmi klesnout pod 10 %, protoze by se snizila klicivost kvili naruseni enzymu. Susina
je tvorena organickymi (98 %) a mineralnimi latkami. Nejvétsi ¢ast organickych latek
zastupuji sacharidy a dusikaté latky. Pomér jednotlivych slozek je ovlivnén geneticky,
klimatickymi podminkami p¥i ristu, pudnim podlozim a podminkami péstovani [5] [9].

Dilezitymi latkami, které se béhem technologického zpracovani je¢mene méni, jsou dusi-
katé latky. Jejich obsah v je¢meni uréeném ke sladovani je povazovan za priznivy v rozmezi
7-11 %. Jecné bilkoviny jsou albuminy, globuliny, gluteiny a prolamin (hordein). Hordein

3Nejnovéjsi odriida registrovana pro CHZO ,,Ceské pivo“
4Nejvynosnéjsi odriida doporucend pro CHZO ,,Ceské pivo“

12



2.1. JECMEN

je podobny gliadinu, ktery je obsazen v pSenici. Globuliny a albuminy jsou bilkoviny roz-
pustné v roztocich soli albuminy navic i ve vodé. Prolaminy jsou rozpustné v alkoholickych
roztocich a gluteiny v alkalickych. Gluteiny spolu s prolaminy komplikuji proces scezo-
vani a globuliny ovliviiuji zédkal piva. Naopak albuminy maji pozitivni vliv na pénivost
piva. Nizkomolekularni latky jeCmene, které jsou zastoupeny aminokyselinami a amidy,
jsou vyznamné pri tvorbé korinkt, pti fermentaci a pri tvorbé senzoricky aktivnich latek
sladu. Proteiny obsahuji z aminokyselin ve vétsim zastoupeni prolin, leucin, valin, fenyla-
lanin. Lysin je limitujici aminokyselinou. Slozené dusikaté latky zastupuji nukleoproteiny,
fosfoproteiny, glykoproteiny, chromoproteiny a lipoproteiny. Vysledné latky po stépeni bil-
kovin, které probiha pri kliceni (viz kapitola 2.2.1), ovliviiuji zpracovani je¢mene, prubéh
kvaSeni pfi vyrobé piva a jeho findlni produkt [4] [5] [9].

Obsah tuka (lipidi) je v zrnu proménlivy a je negativné ovlivnén hnojenim pomoci du-
siku, protoze se stoupajicim obsahem dusikatych latek klesa jejich obsah. Z nenasycenych
mastnych kyselin jsou zastoupeny kyseliny linolova, olejova, linolenova. Lipidy jsou zaso-
barnou energie béhem sladovani a jsou vyuzivany metabolismem kvasinek pri fermentaci.
Maji kladny i zadporny vliv na vyrobu piva a konecény produkt. Negativné je ovlivnéna
stabilita pény a chut, ktera je tvorena senzorickymi latkami, karbonyly, a nazyva se jako
stara chut piva. Naopak pozitivni jsou polarni lipidy, které pénu piva stabilizuji [4] [9].

Nejvétsim zastupcem sacharidu je Skrob s prumérny obsahem 65 %, ktery je sloZen nej-
Castéji z 25 % amylosy a 75 % amylopektinu. Jak bylo popsdno v kapitole 2.1.3, nejvétsi
¢ast skrobu se nachézi v endospermu ve formé zrn. K nejvétsi degradaci dochazi béhem
rmutovani, kdy jsou skrobova zrna zpristupnéna enzymutm. Dalsi vyssi zastoupeni ma sa-
charosa a rafinosa, které jsou pritomny v aleuronové vrstve a klicku kde slouzi jako zdroj
energie pri respiraci je¢mene pii jeho skladovani. Velmi dilezitym polysacharidem jsou
[-glukany nachazejici se v endospermu. Maji velky vyznam ve zdravé Zivotosprave clo-
véka, protoze pri konzumaci se snizuje hladina cholesterolu v krvi a podileji se na imunité
clovéka. Také v pivovarnictvi ma tento polysacharid vyznam. PTi vystirani a rmutovani
(procesy pri vyrobé piva) jsou jeho frakce extrahoviny do vody a dochdzi k enzymové
hydrolyze. Pokud by teplota pfi rmutovani a vystirani inaktivovala enzymy, nedoslo by
tedy k hydrolyze (S-glukani a mohly by nastat problémy béhem dalsich procest vyroby
piva. Naptiklad Spatna sedimentace mladiny, tvorba zakalti, srazenin a z toho plynouci
tezsi filtrace piva [4] [5] [10].

v jeémeni se také nachézi rozpustna i nerozpustnd vlaknina. Priblizné 50 % vSech mine-
ralnich latek je¢mene zastupuji prvky jako jsou draslik, fosfor, kifemik, vapnik, Zelezo a
selen. Z vitaminu to jsou B3, Bs, Bg jako zastupci vitamini rozpustnych ve vodé, které pri
technologickém postupu vyroby sladu nedegraduji. Zastupce vitamint rozpustnych v tu-
cich zastupuji vitamin E a karotenoidy, jako prekurzory vitaminu A. Mnozstvi vitaminu
ve sladu kolisa podle zvolenych teplot pfi technologickych postupech [4] [5] [10].

2.1.5. Choroby a skudci jecmene
Nejvyznamnéjsi hospodarské choroby napadajici listy je¢mene jarniho jsou: padli je¢mene,

hnéda skvrnitost jeCmene, rez jecna a spala jecmene. Jecmen ozimi je nachylny na pa-
luskovou hnilobu. Jedna se o choroby houbové, které negativné ovliviiuji vynos a kvalitu
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2.1. JECMEN

zrna. Jako ochrana se pravidelné aplikuji fungicidy (kapitola 2.4). Zpravidla se pouziva
kombinace vice tcinnych latek spolecné a tim se zvysuje a rozsituje jejich plisobeni.

Mezi nemoci prenasené osivem patii pruhovitost je¢mene, hnéda skvrnitost, prasna a
kryta snétivost je¢mene. Ptiklady nemoci jsou vyobrazeny na obrazku 2.3. Mimo hnédou
skvrnitost, kterd je prendsena zbytky po sklizni i osivem, miizeme tyto choroby znicit
pomoci moreni [1] [5].

Obrazek 2.3: Choroby jecmene (vlevo hnédd skvrnitost, vpravo prasnd snét) [11]

Do klasovych chorob se fadi ty, které jsou zptisobeny rodem Fusarium, které jsou prena-
seny osivem nebo jsou zpusobeny palickovici nachovou. Zptsobuji rtizovéni nebo vadnuti
klast. Ke sledovani téchto patogenti doslo po zjisténi, ze produkuji mykotoxiny, jako je
DON, T-2 a HT-2 toxin nebo ZEA. JeCmen napadeny touto plisni, ktery je zpracovavany
na slad, miize zpusobit prepénovani piva. Hnédé a ¢erné skvrny na obilce muze zpiiso-
bit ¢ern, ktera je prenasena osivem. Hnédé skvrny v oblasti zarodku jsou tzv. ,zahnédlé
spicky*, které maji puvod bakteridlni, plisnovy anebo za zménu barvy muze biochemicky
proces, ktery je podobny enzymatickému hnédnuti. Sklerocium palickovice nachové na-
chazejici se v klasu, je jedovaté a zptusobuje onemocnéni zvané ergotismus [1] [5].

Vyskyt jednotlivych onemocnéni jecmene kolisa v zavislosti na pouzité agrotechnice, ale i
na pocasi v prubéhu daného roku. Morenim osiva lze predchazet nebo alespon snizit vyskyt
chorob prenasenych osivem. Na trhu s prostredky na ochranu rostlin existuje 52 produkti
urcenych na moreni je¢mene a z toho 9 ma rozhodnuti, Ze je mozné spotiebovat jejich
zasoby. V tabulce 2.3 je vypsano nékolik moridel spolu s i¢innymi latkami. Motidla jsou
zapséna v registru pfipravki na ochranu rostlin, ktery m4 na starosti UKZUS. Pouzivani
a vSe spojené s pripravky na ochranu rostlin zastituje zdkon ¢. 326/2004 Sb., vyhlaska
¢. 132/2018 Sh., vyhlaska ¢. 206/2012 Sb. a vyhlaska ¢. 327/2012 Sb. [1] [5] [12].
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2.1. JECMEN

Tabulka 2.3: Pripravky na ochranu rostlin s dc¢inngmi ldtkami [12]

Obchodni nazev Uc¢inna latka
Celest power Fludioxonyl, Sedaxan
Kinto Duo® Prochloraz, Tritikonazol
Orius 5 FS Imazalil, Tebukonazol
Polyversum?® Pythium oligandrum M1
Vibrance Gold | Difenokonazol, Fludioxonyl, Sedaxan

Zastupci zivocisnych skiidcti mohou byt msice, kohoutci, tiasnénky a bejlomorka sedlova.
Msice saji na listech a klasech a vytvari medovici, ktera brani dychani rostliné a tim
jeCmen predcasné starne. Msice jsou také prenaseci virovych onemocnénich. Trasnénky saji
na mladych c¢astech je¢mene, tedy i na zrnech, a tim zpusobuji snizenou kli¢ivost obilek.
Kohouti dospélci a larvy napadaji zilnatinu listii. Larvy bzunky je¢né a dratovei mohou za
odumirani rostlin. Larvy bejlomorky sedlové se nachazeji nad kolénky, kde tvori sedlovité
halky. Jejich premnozeni snizuje vynosnost. Knézice velka, kuzelovita a nosata zpusobuji
béloklasost sanfm. Vétsina skladistnich skiidet patif do t¥idy hmyzu. Radi se k nim pilous
cerny, lesak skladistni, mol obilny, potemnik skladistni nebo rozto¢ sladokaz moucny.
Ve skladech mohou byt skidci z Tfad savel jako mysi, potkani a krysy, které jsou nejen
problémem snizujici kvalitu a objem je¢menu ¢i sladu, ale jsou i prenaseci patogennich
organismi. Skidci a jejich trus, chloupky a latky ktera sami produkuji, zptsobuji ve
Spatné zabezpecenych skladech problém [5].

Dalsim skodlivym prvkem prii péstovani je¢mene je plevel. Ten negativné ovliviiuje jeho
rust, vynosnost a miize zpusobit pfenos chorob a skiidcii. Také ztézuje sklizen a poskliznové
Upravy je¢mene. Jednoleté druhy plevele, které nejcastéji ohrozuji jeCmen jsou:

Hoft¢ice polni
Oves hluchy

Penizek rolni

Hefmankovec nevonny a dalsi.

Zastupce viceletych druhi je pchac rolni, mlé¢ rolni a pyr plazivy [5].

2.1.6. Klimatické podminky pro péstovani jeCmene

Je¢men je mozné péstovat ve vSech podminkéch, avsak vysoké sladarské kvality dosahuje
na uzemi Polabské niziny, nizsich lokalitach Stredoceské pahorkatiny a na stfedni casti
Moravy, tedy na irodné Hané. Aby bylo dosazeno nejvétsiho potencidlu vybrané odrudy
a mél vysoky vynos, je doporuceno sazet jeCmen na cernozemich a hnédozemich. Protoze
ma jeCmen slabsi korenovy systém, méla by byt ptida stfedné tézka az piscitohlinita. Také
je dobré zajistit priméreny obsah vlahy, zivin a pH v rozmezi od 6 do 7,1. JeCmen je
taktéz citlivy na rovnomérnost hnojeni v ptidé. Jak bylo zminéno v kapitole 2.1.4, davky

5Do spotiebovani zdsob
6Jedns se o registrovany piipravek pouzitelny i v ekologickém zemédélstvi
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2.2. SLAD

dusiku ovliviiuji chemické slozeni v obilce. Pro sladovnicky je¢men je nezadouci vysoky
obsah dusikatych latek, proto je vhodné hnojit ptidu pred setim a nejpozdéji po zaseti do
rustu tretiho listu. Pokud byla predplodina cukrova fepa a zaoraval se chrast, neni dobré
sladovnickou odridu je¢mene hnojit dusikem [1] [3] [5].

Nejlépe se jarnimu jeCmeni bude darit po okopaninach jako je cukrova repa nebo brambory,
které byly hnojeny. Avsak dobrou predplodinou muze byt i pSenice. K rizikovym faktorim
predplodin se fadi zaoravani chrastu a slamy, protoze zvysuji moznost polehavani jecmene
a negativné ovliviiuji kvalitu zrna [1] [3] [5].

Ptdu je nutné pripravit spravnou orbou. Je¢menu jarnimu vyhovuje vcasna podzimni
stfedni orba, kterou je mozno nahradit kombinatory nebo kypri¢i. Pokud je priprava
ponechéna na jaro, je dobré zacit az po vyzrani pidy, protoze je¢men je nachylny k
zamazani. Pokud je priprava pro ozimy je¢men, ta se neodliSuje od jinych ozim. Je tedy
nutné po orbé pockat alespon 3 tydny, podle prechazejici plodiny, a také je vhodné urovnat
povrch pudy.

Termin pro vysev jecmene jarniho je idealni zvolit v mésici bfeznu podle vlhkosti ptudy.
Pro ozimy je¢men je to mésic zari [1] [3] [5].

2.1.7. Dalsi vyuziti jeCmene

Nejcastéji péstovanymi sladovnickymi odriidami jsou je¢meny jarni dvouradé. Ozimy jec-
men dvourady je sladarsky nevyznamny, proto je pouzivan v krmivarstvi. Je¢men se muze
uplatnit také v prumyslu, kde slouzi k vyrobé lihu (whisky) nebo kosmetickych a farma-
kologickych pripravkia. Odridy s vysokym vyskytem [-glukani je mozné vyuzit v potra-
vinafstvi jako dietni potravinu (kroupy). Bezpluchy jeCmen je vyuzit pro vyrobu vlocek
a misli [1] [4].

2.2. Slad

Slad se vyrabi ve sladovnach, které jiz v dnesni dobé nejsou ¢asto soucasti pivovari. Podle
zpusobu vyroby se déli slad na typy:

o Slad cesky (plzensky) — slouzi k vyrobé piv s nizsim extraktem, se stfednim obsahem
alkoholu.

o Slad bavorsky (mnichovsky) — vyrobené pivo ma nizsi obsah alkoholu a vyssi extrakt.
o Slad vidensky — jedna se o prechod mezi sladem ceskym a bavorskym.

o Slad karamelovy — cukry v sladu jsou zkaramelizované a enzymy jsou neaktivni,
proto se tento slad nekvasi. Vysledné pivo je tmavé.

o Slad barvici (prazeny) — slad je prazen, dokud skoro nezuhelnati. Pivu dodava az
¢ernou barvu.

o Slad pSeni¢ny — slouzi k vyrobé némeckych psSeni¢nych piv, nékdy je dodavan i k sladu
jetnému, pro zkvalitnéni pény [1] [13].
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2.3. OCHRANA ROSTLIN

2.2.1. Postup vyroby

Slad je je¢men prosly sladovanim, coz zahrnuje 5 charakteristickych krokt.

a) Prijem, c¢isténi, tfidéni a skladovani zrna

b

Maceni je¢mene

d

)
)

c¢) Kliceni je¢mene
) Hvozdéni zeleného sladu
)

e) Uprava, skladovani, expedice hotového sladu

Maceni ma za cil zvysit obsah vody v je¢meni, aby probéhlo kliceni a enzymové reakce.
Probiha v kénickych ndduvnicich, které v dnesni dobé mohou byt plné automatické. Na-
sledné kliceni se déje na humnech nebo v pneumatickych zarizenich. Pfi tomto procesu
dochazi ke zménam morfologickym, histologickym a metabolickym, probiha aktivace en-
zymu a nastava tzv. rozlusténi zrna. Dalsi fazi je hvozdéni, pti kterém se zastavuje kliceni,
aktivita enzymu a snizuje se obsah vody. Finalnim krokem je odklicovani a lesténi sladu [1].

2.3. Ochrana rostlin

K ochrané a regulaci skodlivych vlivii na je¢men jsou pouzivany metody primé a ne-
pifmé. Metody nepifmé je mozné nazyvat jako preventivni. Radi se mezi né spravna
priprava ptdy, dodrzovani sttidani plodin podle pravidel, kvalitni osiva i hnojiva, dodr-
zovani terminu a vysévani odolnych odrid pro konkrétni oblasti. Pfimé metody zahrnuji
biologické, mechanické, fyzikalni, chemické metody anebo jejich kombinace. Biologické
zpusoby ochrany pouzivaji organismy, které jsou nepratelské vici organismim, které na-
padaji obilniny. Snazi se mezi nimi vytvorit rovnovahu, a tim zamezit poskozeni obilnin.
K fyzikalnim metodam osetfeni pudy se radi tepelna ochrana pred houbami, viry nebo
mensich plochach, kde je mozné napadenou rostlinu nebo jeji ¢ast snadnéji odstranit.
Posledni metodou je chemicka, ktera zahrnuje pouziti pripravki, pesticidi. Méla by byt
vyuzivana v pripadé, Ze ostatni zpusoby ochrany selhaly, protoze s sebou nese fadu rizik

[3] [14].

2.4. Pesticidy

Pesticidy jsou chemické latky nebo mikroorganismy urcené pro ochranu rostlin pred
sktidci. Jsou to prostiedky k prevenci a hubeni sktideti, ktefi zdporné ovliviuji produkei,
skladovani a zpracovani potravin, krmiv, zemédélskych produkti a vyrobki ze dreva.
Pesticidy maji nejvétsi vyuziti v zemédélstvi, kde se aplikuji proti plevelim, zZivoc¢isnym
sktidcim ¢i houbovym chorobam. Diky nim se zvysSuje vynosnost plodin, ktera je ovliv-
néna klimatickymi zménami. Jejich aplikace vzrostla po druhé svétové vélce. V roce 2020
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bylo v Ceské republice pouzito 11 046 598 kg piipravki na ochranu rostlin a pomoc-
nych pripravki. Na je¢men jarni bylo spotiebovano celkem 162 825,19 kg uc¢innych latek
z nichz nejpouzivanéjsi byl chlormekvat. K pesticidiim 1ze zaradit i latky jako jsou fe-
romony, odpuzujici latky (repelenty), odlistiiovace nebo reguldtory rustu rostlin. Patii k
nim i biocidy, coz jsou latky pusobici proti skodlivym organismtm mimo rostliny [15] [16]

[17].

2.4.1. Rozdéleni pesticidi

Pesticidy lze rozdélit na skupiny podle biologického tcinku:

1. Herbicidy — jde o latky hubici plevel a nezadouci vegetaci

2. Fungicidy — ptisobi proti plisnim

3.

a) postriky
b) mofidla

c) pramyslové
Zoocidy

a) Insekticidy — hubi hmyz
b) Repelenty, atraktanty — odpuzeni / vabeni Zivo¢ichu
¢) Nematocidy — hubi pudni skudce (hadéatka)
d) Rodenticidy — hubi hlodavce
e) Akaricidy — hubi pavouky a roztoce
)

f) Moluskocidy — hubi mékkyse

Dalsi déleni:

1.
2.
3.

organochloridové latky
organofosfatové latky
karbamaty

pyretroidy

neonikotinoidy [15] [18]
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2.4.2. Pouziti pesticidi

Pripravky maji stanovené postupy pro jejich aplikaci. Je nutné pouzit kvalitni a zkon-
trolovanou techniku, dodrzet davkovani a mmnozstvi pesticidu, aplikovat pesticid urceny
pro danou rostlinu v nejlepsi dobé, casu i teploté. Pokyny k pouziti ma kazda chemika-
lie uvedené na své etiketé. Po aplikaci pripravku je mozné sklizet po uplynuti ochranné
lhiuty - cas, ktery musi ubéhnout mezi poslednim pouzitim prostfedku a dobou sklizné.
Predpoklada se, Ze za stanovenou lhiitu poklesne obsah latek na bezpecnou hranici, ktera
je urcena predpisy [3] [14] [15] [19].

2.4.3. Zakony a vyhlasky v EU

Narizeni Evropského parlamentu a rady (ES) ¢. 1107/2009 specifikuje pripravky na ochranu
rostlin (POR) a jejich uvadéni na trh. V nafizeni se definuji pojmy jako:

o safenery — pridavné latky pripravka potlacujici jejich fytotoxicitu

o synergenty — latky s nizkym uc¢inkem nebo bez néj, pridavané do pripravki pro
podporu uc¢inku latek

o rezidua — latky a jejich metabolity nachézejici se v rostlinach, jejich produktech,
vodé nebo v zZivocisnych produktech, jako zbytky pripravki na ochranu rostlin

Déle je zde popsan schvalovaci postup jak pro ucinné latky, tak pro samotné POR. S Za-
dosti o schvaleni museji byt provedeny testy na uc¢innost latky, dopad na obyvatelstvo a
zivotni prostiedi. Museji byt také zvazeny negativni dopady na necilové organismy. Schva-
lené vyrobky nesméji ptisobit utrpeni a bolest obratlovciim, nesméji mit budouci vliv na
zdravi lidi, rostlin ani nesmi ohrozit zivotni prostiedi [20].

V roce 2009 byla vydéna smérnice Evropského parlamentu a Rady 2009/128/ES, ktera
se snazi o zavedeni udrzitelného pouzivani pesticidi. Jedna se o snizovani pouzivani pes-
ticidd, a tim snizovani rizik na zivotnim prostredi a lidské zdravi. Vybizi k alternativnim
postuptim, k pouzivani nizkorizikovych pesticidii nebo k vyuziti biologickych metod. Po-
zaduje po clenskych statech kontrolu aplika¢nich zatizeni a také, aby se urcité oblasti
jako détska hristé nebo parky oznacily jako zoény bez pouziti pesticidi. Rovnéz zahrnuje
ochranu vody pomoci pasem urcitych vzdalenosti od vodnich ploch, ktera je nutné dodr-
7ovat. Na strankach Evropské unie” lze vyhledat, ze v Ceské republice je povoleno 261
latek a z toho 8 je nizkorizikovych (jsou uvedeny v tabulce 2.4) a 42 z nich jsou potencialy
na zmeénu, protoze nesou velka rizika [21].

"https:/ /ec.europa.eu/food /plant /pesticides /eu-pesticides-database/active-substan-
ces/Tevent=search.as

19



2.4. PESTICIDY

Tabulka 2.4: Seznam nizkorizikovijch pesticidii schvdlensjch v CR (upraveno) [22]

Bacillus amyloliquefaciens kmen FZB24

Coniothyrium minitans (kmen CON/M/91-08) (DSM 9660)
Fosforecnan zelezity

Virus mozaiky Mild Pepino izolat VC 1

Virus mozaiky Mild Pepino izolat VX 1

Virus mozaiky Pepino kmen CH2 izolat 1906
Hydrogenuhli¢itan draselny

Trichoderma atroviride kmen SC1

Neni vyzadovano MLR

Narizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 396/2005 o maximélnich limitech rezidui
uvadi definice a produkty, u kterych se stanovuji rezidua pesticidi. Nejvyssi pripustna
mnozstvi rezidui pesticidi je regulovano pomoci maximalnich limita rezidui tzv. MLR.
Limity a jejich aplikace jsou stanoveny dvéma zpusoby: svétové a evropsky. Narizeni z roku
2008 prenasi posuzovani rizika MLR pesticidi na Evropsky turad pro bezpecnost potravin
(EFSA), ale také jejich pravidelnou revizi. MLR jsou vzdy uvedeny pro kazdou komoditu
oddélené. Hlavni skupiny komodit jsou uvedeny v tabulce 2.5. V roce 2018 bylo vydano
narizeni Komise (EU) 2018/62, které aktualizuje nafizeni ¢. 396/2005 tak, ze dava presné
popisy produkti a casti, kterych se dané MLR tyka. Na webovych strankach Evropské
komise® je dostupny seznam s vice jak 600 aktivnimi latkami, u kterych je stanoven limit
rezidui pro je¢men [15] [19] [23].

Tabulka 2.5: Komodity, u nichZ se kontroluji rezidua pesticidi (upraveno) [24]

Ovoce, cerstvé nebo zmrazené; orechy

Zelenina, Cerstva nebo zmrazena

Lusténiny

Olejnata semena a olejnaté plody

Obiloviny

Caje, kéava, bylinné c¢aje, kakao a rohovnik

Chmel

Koreni

Cukronosné rostliny

Produkty zivoc¢isného pivodu - suchozemsti zivocichové

Produkty zivocisného ptivodu - ryby, rybi vyrobky, korysi, mékkysi
a ostatni potraviny z morskych a sladkovodnich zivocicha

Produkty nebo ¢asti produktt uréené vyhradné k produkeci krmiv

Zpracovatelné potravinatrské produkty

8https://ec.europa.eu/food/plant /pesticides /eu-pesticides-database/mrls /?event=search.pr
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2.4.4. Dopady pouziti pesticidi

Pozitivnim faktorem pouzivani pesticidi je zajisténi potravy pro lidstvo, rychly a téinny
prostiedek pri nadmérném vyskytu skideti, ¢i pomoc v rozvojovych zemich v boji proti
malarii. Pouzivani pesticidii ma vsak negativni dopad na zivotni prostfedi, zdravi lidi
a zivocichu. Jejich rezidua mohou znecistovat vodu, ovzdusi, ptidu ale i samotné zemédél-
ské produkty nebo hubit uzitecné zivocichy a poskozovat vegetaci. Mezi dalsi problémy
zplisobené pouzivanim pesticidi miizeme zaradit: moznost vzniku rezistence u sktdct,
biokumulaci a také pomalou degradaci v prostiedi. Existuje mnoho studii, které ilustruji
vyskyt pesticidi po celém svété. V élanku [25] jsou shrnuty studie, které ukazuji, Ze re-
zidua pesticidii, pouzivajici se na ochranu rostlin, se vyskytuji i v pobreznich oblastech
jako napriklad: Filipiny, Karibské more, Arktida, Brazilie ale i Baltské more. Tento vyskyt
je pravdépodobné zpusoben naduzivanim pesticidi v minulém stoleti, kdy se o dopadu
téchto latek na zivotni prostfedi mnohé nevédélo. Chemikalie, které jsou biokumulativni
a rezistentni zacaly byt v roce 2002 regulovany diky Stockholmské imluvé, kterou pode-
psala fada zemi i Evropska unie. Je zaveden seznam, ktery obsahuje perzistentni organické
polutanty (POP). Jde o latky toxické, neodbouratelné po mnoho let, rozsitené po celém
svété diky prirodnim kolobéhtim a jsou hromadény v Zivych organismech. Tento seznam
obsahuje okolo 30 chemickych latek, které jsou zakazany nebo omezeny. Jedna se o pes-
ticidy, ale i pramyslové chemikalie. Napiiklad DDT, aldrin, PCB nebo lindane [14] [25]
26] [39].

Zvysené pouzivani pesticidi vede i ke zvysenému poctu pripadi otrav nebo imrti. Nejvyssi
rizika jsou predevsim v rozvojovych zemich. Nejnachylnéjsi osoby na toxicitu pesticida
jsou zejména déti a pracovnici v zemédélstvi, kteti s pesticidy pracuji. Latky do organismu
prostupuji kuzi ¢i vdechnutim pri aplikaci nebo pozitim osetfeného produktu. Ve studii
toxicity [27] bylo u vétsiny pesticidi vyhodnoceno rizikové oralni poziti. Existuje vSak
nekolik latek, u kterych je rizikovejsi dermalni vstiebani [28].

Rozmanitost chemickych latek vede k riznym toxickym uc¢inkiim na organismy. Orga-
nofosfaty (OP) (napt. malathion, chlorpyrifos) a karbamaty (napr. aldicarb, fenobucarb)
pusobi na nervové vzruchy na trovni acetylcholinesterazy. OP jsou oznacovany za toxické
pro obratlovce a ¢lenovce. Dalsi skupinou latek jsou organochloridové slouceniny (OC)
(napr. aldrin, DDT), které ptsobi na hormondalni receptory, protoZe jsou si strukturné
podobné. Nejvice ohrozuji organismy, které jsou na vrcholu stravovaci pyramidy, tedy
dravé ptaky a clovéka. OC jsou povazovany za endokrinni disruptory a jsou ukladany
v tukovych tkanich jak lidi, tak zvirat. Zptsobuji inhibici nebo zménu regulacnich funkci
hormont. To vede u muzu k rakoviné varlat, prostaty a snizené plodnosti. U Zen zptsobuji
rakovinu prsu, endometriézu. U lidi obecné méni funkei stitné zlazy a utlumuje imunitu.
Neonikotinoidy (napt. acetamiprid, imidacloprid) pisobi na nervovy systém hmyzu, a to
vede k paralyze a smrti. Provadéci nafizeni Komise (EU) ¢. 485/2013 zavadi restrikce pii
pouzivani t¥i latek z této skupiny. Tyto latky maji podle studii za néasledek velky tthyn
véel medonosnych ve 21. stoleti, na kterych zavisi velka ¢ast potravinarského primyslu.
Pyretroidy (napf. cypermethrin, fenvalerate) ovliviiuji tok na sodikovych kanalcich na bu-
nécnych membranach, coz u hmyzu vede k celkové paralyze. U lidi muze vyvolat alergickou
reakei, hyperaktivitu nebo agresivitu. [18] [25] [26] [27] [29] [30].

21



2.5. MOZNOSTI STANOVENI PESTICIDU V JECMENI A SLADU

2.5. MozZnosti stanoveni pesticidil v jecmeni a sladu

Principem stanoveni obsahu pesticidi v rtiznych matricich je jejich separace od slozek
matrice s naslednou identifikaci a kvantifikaci vhodnou analytickou metodou.

Separativni metody, které mohou byt tplné nebo ¢astecné, vyzaduji energii oproti zpét-
nému procesu (smésovani). Separaci lze rozdélit na analytickou a preparativni. Analytickd
separace ma za cil odstranit nezadouci latky, které by mohli v analyze vzorku znehod-
notit vysledky. Pokud se separacni metoda spoji s mérici technikou jako je hmotnostni
spektrometrie, lze urcovat o jaké odseparované latky se jedna. v tabulce 2.6 jsou vypsany
separacni techniky.

Tabulka 2.6: Separacni metody (upraveno) [31]

Metoda

1. mechanicka separace fazi
a) srazeni

b) destilace
c) extrakce
d) ionto vyménna

2. chromatografie

3. elektroforéza

4. frakcionace tokem v poli

Za chromatografii 1ze povazovat techniku, ktera separuje latky za pomoci stacionarni a
mobilni faze podle rozlisné rychlosti pohybu danych slozek analytu. V kolonové chroma-
tografii je stacionarni faze v koloné a mobilni faze se skrze ni pohybuje. Pti této metodé
nedochdazi jen k separaci, ale také ke stanoveni slozek ve zkoumaném analytu [31].

2.5.1. Extrakce

Extrakce je rovnovazny prostup, ktery se ridi Nernstovym zakonem o distribuci. Jde o
rozpousténi latky mezi dvé nemisitelné kapaliny. Leckdy tento proces muze mit urcita
omezeni. Naptiklad pfi extrakci z vodnych roztokti musi byt extrahovadlo nemisitelné a
nemiize tvorit emulze. PTi tomto postupu je také vysoka spotieba rozpoustédel a pri tom
vznika i odpad k likvidaci. Také je velka vétSina procest provadéna rucné a tudiz jde o
zdlouhavy krok analyzy. Tyto nevyhody muze vytesit extrakce na pevné fazi (solid-phase
extraction — SPE). Principem je zachyceni analytu anebo naopak necistot na pevné fazi
tvorené silikagelem, ktery je pokryt organickou latkou. Vzorek mize byt protlacen skrze
napln stiikackou, stlacenym plynem anebo odsdn pomoci vyvévy. Lze tedy extrahovat
latku z velkého objemu, kterd se zachyti na néplni a poté je extrahovana jen malym
mnozstvim spravného rozpoustédla. Timto zptusobem dojde i k zakoncentrovani vzorku.
V pritokovych systémech je mozné tuto techniku automatizovat. Dalsim typem extrakce
analytt je QuEChERS [31] [32].
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2.5.1.1. QuUEChERS

Metoda QuEChERS (quick, easy, cheap, effective, rugged, and safe) je rychld, snadné,
levnd, Géinna, robustni a bezpecna. Prvni zminka o analyze je z roku 2002 v publikaci
[33], kterou vypracoval Michelangelo Anastassiades, zakladatel metody QuEChERS. Jde
o extrakci a precisténi vzorkll potravin uréenych na multirezidudlni analyzu pesticidi.
Jednd se o velmi nenaroc¢nou analyzu, kterd nepotrebuje mnoho laboratorniho vybaveni,
rozpoustédel, samotného vzorku, a i presto snizuje pocet krokt pii pripravé a moznost
ztraty analyti [33] [34] [35] [36].

Prvotni metoda QuEChERS zahrnovala 10 gramt vzorku, 10 ml acetonitrilu, 4 g bezvo-
dého M ¢SO, a1 g NaCl. Po pridani soli byl vzorek v centrifugacni zkumavce promichan
na vortexu. Po centrifugaci byl 1 ml z vrstvy acetonitrilu odebran do malé centrifugacni
vialky, ktera obsahovala 25 mg primarni sekundarni aminu a 150 mg bezvodého M gSO;,.
Po promichéni a centrifugaci byl vzorek analyzovan [33] [34] [35] [36].

Pouziti acetonitrilu jako extrakcéniho c¢inidla je jednodussi a efektivnéjsi volbou oproti
acetonu nebo ethyl-acetatu, které jsou bézné vyuzivany v multirezidualnich metodach.
Dalsim pridavkem jsou soli, které umoznuji rozdéleni rozhrani kapalina-kapalina a dru-
hou extrakci. Pridavek NaC'l je pouzivan v mnoha metodéach stanoveni multirezidui pes-
ticidi k nasyceni vodné faze. M ¢SO, prinasi v extrakci vyssi vytéznost, vyssi objem
horni (organické) vrstvy, protoze dokaze vazat velké mnozstvi vody. V dalsim kroku je
vyuzivano prec¢isténi pomoci pevné faze. Déle vyuzivané predcistovaci kroky jsou kapali-
nova disperzni mikroextrakce (DLLME), mikroextrakce na pevné fazi (SPME), extrakce
na pevné fazi (SPE), technologie molekuldarniho otisku (MIT) a extrakce na mikropevné
fazi (u-SPE). Pro tcely této metody, aby bylo preéisténi co nejefektivnéjsi, byla zvolena
disperzni pevna faze (d-SPE). Jevi se jako levnéjsi a libovolné kombinovatelnou metodou.
Protoze precisténi neprobihé za velkych objemt, neni potfeba velkého mnozstvi rozpous-
tédla a kazdy si mize pevnou fazi namichat z latek podle potieb. Nejcastéjsi vyuziti maji
latky jako primédrni-sekundarni aminy (PSA), grafitizované uhli (GCB), polymery, okta-
decylsilan (ODS) nebo alumina (Al;O3). GBC snadno odstranuje polyfenoly, pigmenty a
poléarni slouceniny. K pevné disperzni fazi se pridava M ¢SO, aby se odstranila prebytecna
voda a ¢isténi mohlo probéhnout 1épe [33] [34] [35] [36].

2.5.1.2. Modifikace metody

Komplexnost potravinarskych matric ma podil na vyvijeni novych modifikaci metody
QuEChERS, rotoze pivodni metoda se zamérovala na ovoce a zeleninu, tedy na komo-
dity s vysokym obsahem vody a s nizkym obsahem tukti. Diky tpravam se metoda osveéd-
c¢ila pri multirezidudlnich analyzach pesticidi problematickych matric. Potize zptsobuji
produkty, ktera obsahuji vysokou koncentraci tuku, chlorofylu, jsou vysoce pigmentované
nebo obsahuji malé mnozstvi vody. V tabulce 2.7 jsou uvedeny matrice s navazkou a
pridavkem vody.
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Tabulka 2.7: Privodce pro pridani mnozstvi vody ke vzorku z metody EN [35]

Typ matrice Hmotnost vzorku [g] | Hmotnost vody/[g]
Ovoce a zelenina (>80 % vody) 10 0
Ovoce a zeleniny (25-80 % vody) 10 X
Obilovina 5 10
Susené ovoce 5 7,5
Med ) 10
Koreni 2 10

Existuji tii standartni metody, které jsou uznavany mnoha evropskymi i mezinarodnimi
organy. Pro vSechny metody jsou zakladni kroky extrakce kapalina-kapalina, promichani
a odstfedéni, precisténi a promichéni a odstfedéni. Poté nasleduje analyza kapalinovym
nebo plynovym chromatografem [35] [37].

Originalni metoda QuEChERS se nelisi od té puvodni popsané vyse (v kapitole 2.5.1.1).
Jako extrahovadlo je pouzit acetonitril, pro lepsi déleni jsou pouzity soli M ¢gSO,4, NaC'l a
pro precisténi je vyuzit PSA. Jednd se o sorbent odstranujici polarni pigmenty, organické
kyseliny, cukry a mastné kyseliny [35].

AOAC QuEChERS metoda zahrnuje stejné kroky jako vyse popsand originalni metoda.
Lisi se pridanim 1% kyseliny octové do acetonitrilu. Vysoleni probiha za pomoci M ¢SO,
a precisténi pomoci d-SPE, kterd obsahuje PSA a C18. Sorbent oktadecyl odstranuje
steroly a mastné slouceniny s dlouhym retézcem [35] [37].

Posledni standartni technikou je EN metoda (Evropskd). Pro extrakci je pouzit acetonitril,
nasleduje vysolovani pomoci MgSO,4, NaCl a citratové soli, ktera slouzi jako pufr ke

kontrole pH. Pro precisténi od nezadoucich latek z matrice je zvolena d-SPE slozend z
PSA, C18 a M ¢SO, [35] [37].

I kdyz metoda byla vyvinuta na vzorcich zeleniny a ovoce, stanovuji se pesticidy i v obi-
lovinach. Jde o slozité stanoveni kvuli jejich rozmanité a slozité matrici, proto se provadi
ziidka v porovnani s ovocem a zeleninou. Problémem je nizky obsah vody, ktery je vyresen
pridanim vody ke vzorku. Pro tézko odstranitelné lipidy se pouzivaji sorbenty jako C18
v kombinaci s PSA. K precisténi silné pigmentovanych vzorki je vhodné zvolit GCB anebo
chlorofiltr. Pro odstranéni lipidovych zbytku je také mozné zatadit krok vymrazovani [35].

2.5.2. Separacni metody stanoveni pesticidi

Ke stanoveni obsahu pesticidii v potravinidch se nejcastéji vyuzivaji metody plynové a
kapalinové chromatografie v kombinaci s riznymi typy detektorii.

2.5.2.1. Plynova chromatografie

V plynové chromatografii jde o separaci vzorku undsenych pomoci mobilni faze (MF),
kterd je inertnim plynem, skrze stacionarni fazi (SF), ktera je umisténa v koloné.

9X = 10 — obsah vody v 10 g vzorku
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Davkovany vzorek muze byt kapalny nebo plynny, musi byt tékavy a nesmi u néj dochazet
k degradaci pri vysokych teplotach. Nasttik analyzovaného vzorku do pristroje probiha
bud primo na kolonu nebo do davkovaci komory, ktera je vyhiivana. Analyt je undsen MF
na kolonu, ktera je umisténa v termostatu. Aby doslo k dokonalému rozdéleni vzorku, po-
uziva se teplotni gradient, coz znamena, ze se teplota po dobu analyzy zvysuje. Posledni
¢asti plynového chromatografu je detektor, ktery pomaha prevadét vlastnost analyzované
latky na méritelnou veli¢inu. Patii mezi né detektor tepelné vodivosti, elektronového za-
chytu, plamenové ionizacni, plamenové fotometricky a hmotnosti spektrometr — nejcastéji
vyuzivany selektivni detektor [32] [38].

2.5.2.2. Kapalinova chromatografie

V kapalinové chromatografii, kterd se fadi do kolonové chromatografie, je mobilni faze
(MF) kapalina, kterd unasi kapalny vzorek systémem a stacionarni faze (SF) se nachazi
v koloné. Principem je rovnovazné déleni slozek analytu mezi mobilni a stacionarni fazi. Za
nejvice vyuzivanou chromatografii se dé oznacit vysokoucinna kapalinova chromatografie
(HPLC). V této metodé je vyuzivano malych ¢astic (3-10 um) v koloné a vysokych tlaku
kapaliny (fady desitek MPa). Schéma pristroje je vyobrazeno na obrazku 2.4.

Prvni ¢asti pristroje je zasobnik mobilnich fazi. U kapalinového chromatografu mtze
byt 1 nebo vice zasobnikl s rozpoustédly, tedy sklenénych reagenc¢nich lahvi. Pokud
pri separaci pouzijeme jedno rozpoustédlo anebo jejich smés neménnou po celou dobu
analyzy, jedna se o izokratickou eluci. Druhym typem eluce je gradientova, pri niz je mo-
bilni faze slozena alespon ze dvou rozpoustédel a po dobu separace se méni jeji slozeni,
a to skokové nebo kontinualné. Castéji je vyuzivana eluce gradientova, protoze zvysuje
ucinnost separace. Michani mobilni faze je umoznéno pomoci smésovaciho ventilu. Mezi
ventilem a zasobniky je odplynovac, ktery slouzi k odstranéni prachovych casti a roz-
pusténych plyni. Odstranovani muze probihat za pomoci vakua anebo probublavanim
inertntho plynu [31] [32].

Cerpadlo je druhou &sti systému pifstroje. Je nutné, aby spliiovalo nékolik pozadavki:
schopnost vytvoreni tlaku az 40 MPa, bezpulsni tok, umoznéni pritokt v rozmezi
0,1-10 ml'min~! a odolnost vii¢i korozi. Nejéast&ji vyuZivanym materidlem je nerezova
ocel, keramika nebo titan. Mnohokrat zastoupenymi cerpadly jsou pistova, kterd maji
konstantni objemovy pratok MF. Jejich konstrukce pripomind injekéni stiikacky, které
jsou spojeny se zasobnikem mobilni faze, a to v paralelnim nebo sériovém zapojeni [31]
32].

Déavkovani vzorku je provadéno pomoci davkovaciho ventilu se smyckou, ktery je predem
plnén vzorkem. Tyto smycky jsou ménitelné a diky tomu je mozné ménit objem davko-
vaného vzorku. V dnesni dobé jsou jiz skoro vSechny pristroje vybaveny autosamplery,
tedy automatickymi davkovaci vzorku, které si sami vzorek vyberou se zasobniku s vil-
kami [31] [32].

Cela separace se déje na koloné, které musi byt odolna vici vysokému tlaku a taky che-
micky stabilni pri pritoku MF. Nejcastéji se vyrabi z nerezové oceli, skla nebo plasti.
Nékteré nerezové kolony maji vnitini stranu ze skla nebo polymeru. Obsahuji ¢astice sor-
bent nebo nosice SF. Dalsi dulezitou soucasti pristroje je predkolona, ktera ma stejnou
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stacionarni fazi jako analytickd (hlavni) kolona a mé funkei ji chranit. Zabranuje neéisto-
tam ze vzorku a mobilni faze, aby kontaminovaly drahou analytickou kolonu. Obé kolony
jsou umistény v termostatu, protoze kontrola nad stalou teplotou vede k reprodukovatel-
nosti méfeni vysledka [31] [32].

Posledni ¢asti kapalinového chromatografu je detektor. Lze jej rozdélit na selektivni, kdy
vysledkem je signédl roven koncentraci analytu ve vzorku a detektor univerzalni, kde je
signal roven vlastnosti celého eluatu. Aby mohl byt detektor vyuzit, musi mit moznost
meéreni pti malych objemech MF a jejiho pritoku. Nejvice vyuzivanym detektorem je spek-
trometricky, kde se vyuziva ultrafialového nebo viditelného zareni k detekci analyzovanych
latek. Dale hojné vyuzivanym detektorem je s fotodiodovym polem, ktery poskytuje cela
spektra analytt. Také existuji fluorimetrické, elektrochemické, vodivostni nebo refrakto-
metrické detektory. Kombinaci HPLC s hmotnostni spektrometrii, 1ze ziskat velmi vysoce
selektivni detekei latek [31] [32].
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Obrazek 2.4: Blokové schéma kapalinového chromatografu [31]

2.5.3. Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometr je vSestranny analyticky pristroj ziskavajici informace o neznamé
latce. Poskytuje sdéleni o molekulové hmotnosti, prvkovém slozeni a také o struktufe ana-
lyzované latky. Pti této metodé jsou molekuly analyzované latky prevedeny na ionizované
Castice, které jsou dale rozdéleny podle poméru hmotnosti a ndboje (m/z) a vysledkem je
hmotnostni spektrum [31] [32].

Hmotnostni spektrometr je slozen z iontového zdroje, analyzatoru, detektoru a vakuového
systému sestavajici z mechanickych a difuznich vyvév. Usporadani téchto casti lze vidét
na obrazku 2.5 [31] [32].

Prvnim krokem v analyze vzorku je ionizace, ktera je mozna pro kapalné, plynné i pevné
skupenstvi. V tabulce 2.8 jsou uvedeny ionizac¢ni techniky pro vzorky v daném skupenstvi.
Elektrosprej v podstaté neni ionizacni technika, principem je prevod iontt z kapalné do
plynné faze. Vzorek je privadén do kapilary, ktera je pod proudem. Proti kapilare je v ko-
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more elektroda, ktera je také vstupem dale do pristroje. Kapalny vzorek je tedy privadén
vysokou rychlosti kapilarou, kde se vlivem elektrostatickych sil vytvori Taylorav kuzel.
Na jeho vrcholu dochéazi ke sprejovani kapének, které jsou déle vysuSovany a po case do-
chéazi ke Coulombické explozi, kdy se primarni kapénka rozpada na mensi. Tento jev se
opakuje do té doby, dokud neztistanou jen nabité ionty analyzované latky. Ty jsou prita-
hovany protielektrodou a putuji dale hmotnostnim spektrometrem. Tento typ ionizace za
atmosférického tlaku je nejvice vyuzivan v kombinaci s kapalinovou chromatografii [31]
32].

Tabulka 2.8: lontové zdroje podle skupenstvi vzorku [31] [32]

Skupenstvi Technika Zkratka

Plynné Elektronové ionizace EI
Chemicka ionizace CI
Elektrosprej za ATM ESI

Kapalné Chemicka ionizace za ATM | APCI
Fotoionizace za ATM APPI

Pevné MALDI

Prvkova analyza | Indukéné vazané plazma ‘ ICP

Dalsi ¢asti pristroje je analyzator, ktery ma za kol rozlisit jednotlivé ionty podle poméru
m/z a vypustit je na detektor. Mezi né se radi magneticky analyzator, elektrostaticky
analyzator, kvadrupoélovy analyzator, priletovy analyzator, sféricka iontova past, iontova
cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci a orbitrap. Kvadrupdl je tvoren ¢tytmi
tycemi na prurezu kulatymi nebo hyperbolickymi. Tont vchazi do detektoru rovnobézné s
tycemi a jeho draha je ovlivnéna kolmo. Vzdy na dvé protilehlé tyce je vkladano napéti a
tim ionty pri priiletu opisuji Sroubovici. Pokud iont narazi do tyce, vybiji se a je odsat pry¢
ze systému. Analyzator funguje jako filtr, kdy je iontim o uréitém m/z povolen prilet.
V tandemovych technikach (MS/MS) je vyuzivan trojity kvadrupdl (QQQ/QqQ), kdy
prvni kvadrupél ma za kol vybrat prekurzorovy iont, v druhém dochazi ke kolizi a treti
skenuje produktové ionty podle m/z. Mohou byt zvoleny i jiné mddy jako je napiiklad
sken hmotnostnich ztrat [31] [32].

Posledni ¢asti MS jsou detektory, které slouzi k prevedeni signalu na méritelnou jednotku.
Mezi zastupce patii elektronasobic¢ s kontinualni dynodou nebo s diskrétnimi dynodami
a mikrokandalkova desticka [31] [32].
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Obrazek 2.5: Blokové schéma hmotnostniho spektrometru [31]
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3. Cil prace

Cilem této diplomové prace, ktera se zabyva pesticidy v je¢meni a jejich stanovenim, je
vypracovani a shrnuti téchto bod:

o vypracovani literarni reSerse shrnujici problematiku péstovani je¢mene, vyuzivani
pesticidi a moznosti stanoveni rezidui pesticidi

« optimalizaci a validace extrakce metodou QuEChERS

« stanoveni rezidui pesticidi v jeCmeni a sladu metodou LC/MS s extrakei QuE-
ChERS
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4. Experimentalni cast
4.1. Vyuzité pristroje a chemikalie

4.1.1. Pristroje a pomicky

o Analytické vahy, Denver instrument (USA)
o Bézné laboratorni sklo

o Centrifuga Rotina 420R, Hettich (Némecko)
o Centrifugac¢ni zkumavky 50 ml

o Kalibrované sklenéné pipety

o Kapalinovy chromatograf s hmotnostnim detektorem (trojity kvadrupdl), Acquity
UPLC-XEVO TQS micro (USA)

o Kolona Acquity UPLC BEH C18 1,7 pm 2,1 x 100 mm, Waters (Irsko)

o Kombinovan4 lednice s mrazakem, Liebherr (Némecko)

o Laboratorni mlynek

« LUT Syringe Filters PVDF 13 mm, 0,22 pm, LABICOM (Ceské republika)
o pH metr Seven compact pH meter S210, Mettler Toledo (USA)

o Predvazky GE512-0CE, Sartorius (Némecko)

o Trepacka KS 260 basic, IKA (Némecko)

o Vialky 2 ml, vicka se septem

« Vortex TTS 3 digital, Yellowline by IKA (Némecko)

4.1.2. Chemikalie

o Aceton, Supelco (Némecko)

o Acetoniril pro LC-MS, Supelco (Némecko)

« Argon distoty 4.8 (kolizni plyn v MS/MS)

o Dimethyl sulfoxide pro HPLC (Japonsko)

o Dusik distoty 4.5 (zamlzovaci plyn v elektrosprejové ionizaci)

o Kyselina citronova, Sigma-aldrich (Rakousko)

o Kyselina mravenéi, VWR (Spojené kralovstvi)

o Methanol pro LC-MS, Supelco (Némecko)

o Octan amonny, Sigma-aldrich (Némecko)

o QuEChERS PKG50 (4000 mg M gSOy, 1000 mg NaCl), UCT (USA)

o QuEChERS PKG100 (150 mg MgSO, + 150 mg PSA + 50 mg CEC 18), UCT
(USA)
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4.2. PRIPRAVA KALIBRACNICH ROZTOKU

o Sada 10 LC multipesticidi, Restek (Némecko) - obsah standardu je v priloze

 2-propanol, Supelco (Francie)

Vsechny chemikalie byly pouzity v ¢istoté pro HPLC-MS

4.2. Priprava kalibracnich roztokt

Byl pripraven 20% roztoku methanolu s H,O precisténou pro HPLC pro fedéni kalibrac-
nich roztoku standardi pesticidi. Z 10 vialek multipesticidi od firmy Restek byl pripraven
roztok 11. bodu kalibrac¢ni kiivky do 10 ml odmérné banky. Z kazdé vialky pesticidi bylo
pipetovano 50 ul a objem byl doplnén 20% roztokem methanolu. Dalsi roztoky kalibracni
kiivky byly fedény postupné z vyssich koncentraci a body byly pfipraveny podle tabulky
4.1. Takto pripravené vzorky byly nasledné prefiltrovany pomoci PVDF filtru do via-
lek a uzavieny vickem se septem. Pripravené kalibrac¢ni roztoky se nasledné analyzovaly
metodou UPLC-MS/MS

Tabulka 4.1: Body kalibracni krivky

Cislo standardu | Koncentrace [n-mi~]
1 0.25
1
25
5
10
15
25
50
100
250
500

O 0| | O O x| W DO

—_ | —
[ =]

4.3. Priprava vzorku

Je¢men a slad je nejprve rozemlet na laboratornim mlynku. Do centrifugaéni zkumavky
(50 ml) se navazi 5 g vzorku. Poté se prida 10 ml H,O precisténé pro HPLC a 10 ml
acetonitrilu. Smeés se vortexuje do promichani vzorku. Poté se zkumavka umisti na 1 ho-
dinu na trepacku. Ke vzorku se ptida 5 g smési M ¢SO, a NaCl (1:4), smés je po dobu 1
minuty vortexovana a nasledné se provadi centrifugace 10 min p¥i 4000 ot-min~—!. Super-
natant se sleje a je néasledné precistén bud pred d-SPE a nebo je vymrazen uloZenim na
24 hodin do mrazaku. Poté se odebere horni vrstva, ktera je zfedéna 10x pomoci 20% roz-
toku methanolu v H,O precisténou pro HPLC, ktery byl vyuzit i pro fedéni kalibracnich
roztokl. Nasledné je vzorek prefiltrovan pomoci PVDF filtru do vialky a uzavien vickem
se septem. Takto pripraveny vzorek je analyzovan metodou UPLC-MS/MS.
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4.4. PRIPRAVA MOBILNICH FAZI A ROZTOKU PRO UPLC-MS/MS

Obrazek 4.1: Pripravené vzorky jecmene po centrifugact

4.4. Priprava mobilnich fazi a roztokt pro UPLC-MS/MS

Byla pripravena mobilni faze A, 10 mM octanu amonného ve vodé precisténé pro HPLC.
Na analytickych vahach se navazilo 770,8 mg octanu amonného, ktery byl preveden kvan-
titativné do reagencni ldhve o objemu 1 litr a byl zalit supercistou vodou. Totéz bylo
provedeno pro mobilni fazi B 10 mM octan amonny v methanolu. Na pH metru bylo
upraveno pH mobilnich fazi pomoci kyseliny mravenci na hodnotu 5. Dalsi roztoky byly
pripraveny podobnym zptisobem do reagenc¢nich lahvich o objemu 1 litr podle tabulky 4.2.
Lahve byly po dobu 15 minut v ultrazvukové lazni pro zajisténi dokonalé homogenity roz-
toku. Vsechny chemikalie byly pouzity v cistoté pro HPLC-MS.

Tabulka 4.2: Roztoky pro UPLC-MS/MS analyzu

Oplach jehly Oplach tésnéni | Uchovani kolony
[m] [m] [ml]
370 | 7,44 mM kyselina citronova v H,O | 100 | 2-propanol | 200 | Methanol
90 Methanolu 900 H,0O! 800 H,0
190 Acetonitril
190 2-propanol
90 Aceton
70 Dimethyl sulfoxid

Ivoda precisténsd pro HPLC
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4.5. OPTIMALIZACE QUECHERS
4.5. Optimalizace QuEChERS

4.5.1. Optimalizace redéni vzorku

Protoze pocatecni podminky gradientové eluce LC analyzy zacinaly na 98 % vodné faze
bylo nutné vzorky v acetonitrylu naredit vodou fazi, aby nedochazelo k rozmyvani pika
analytu pri analyze, ¢cimz by mohlo dochazet ke sniZzeni citlivosti metody.

Pro zjisténi optimalniho fedéni, byly pfipraveny vzorky je¢mene podle postupu v kapi-
tole 4.3. Vzorkii obohacenych o 0,5 ml pesticidii o koncentraci 500 ng-ml~! bylo pfipraveno
celkem 12. Cast byla fedéna 2x a druhd ¢ast 10x.Takto piipravené vzorky byly nasledné
prefiltrovany pomoci PVDF filtru do vialek a uzavieny vickem se septem. Vzorky se na-
sledné analyzovaly metodou UPLC-MS/MS. Vysledné koncentrace pesticidi by méla byt
pro fedéni 2x 12,5 ng-ml~! a pro fedéni 10x 2,5 ng-mi~'. Respektive 0,1 mg-kg—"' pro fe-
déni 2x a 0,5 mg-kg~! pro fedéni 10 x. Po vyhodnoceni vysledkt bylo zvoleno fedéni 10x,
aby nedochézelo k rozmyvani pikti analytt pfi analyze, ¢imz muze dochézek ke snizeni
citlivosti metody.

4.5.2. Optimalizace precisténi vzorku

K precisténi vzorki byly testovany metody vymrazeni a precisténi pres d—SPE, ktera
obsahovala PSA + M ¢SO, + CEC 18.

Kontrolni vzorecky je¢mene a sladu byly navazeny do zkumavek a obohaceny o 4 ml in-
ternfho standardu pesticidit o koncentraci 25 ng-ml~!. Déale bylo postupovano podle vyse
popsaného postupu v kapitole 4.3. Cast vzorkt byla pfes noc zamrazena. U druhé ¢asti se
vyuzilo precisténi pomoci d-SPE. Z horni vrstvy se odebral 1 ml do vialky, ktera obsaho-
vala smés PSA + M ¢SO, + CEC 18. Vzorky byly vortexovany po dobu 1 minuty a poté
byla provedena centrifugace. Takto pripravené vzorky byly 10x zfedény 20% roztokem
methanolu a nasledné prefiltrovany pomoci PVDF filtru do vialek a uzavieny vickem se
septem. Takto pripravené vzorky se poté analyzovaly metodou UPLC-MS/MS. Vysledna
koncentrace pesticidil po Fedéni by méla byt 1 ng-ml~*, tedy 0,2 mg-kg—'. Po vyhodno-
ceni obou postupii precisténi bylo u vétsiny analyzovanych pesticidi dosazeno priumérné
0 10 % vyssi vytéznosti obohacenych vzorkt metodou vymrazeni.

4.6. Validace QuEChERS

Pro validaci metody byla namérena opakovatelnost tak, ze byl vzorek je¢cmene nachystan
podle piedchoziho postupu 6x a obohacen o 200 pul pesticidii o koncentraci 5000 ng-mi=1,

kdy vysledna koncentrace analytt by méla byt 10 ng-ml~! po fedéni 10x a tedy 2 mg-kg~*.
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4.6. VALIDACE QUECHERS

Pro vypocty byly pouzity nasledujici vzorce:

Aritmeticky prumér je ¢iselnd hodnota ziskand ze souctu jednotlivych cisel a vydélena
jejich poctem [41] [42].

X=Z=14 (4.1)

n
X je prumér, X; je hodnota méreni, n je pocet méreni, i je poradi méreni

Limit kvantifikace je koncentrace vzorku, ktery umoznuje pii zpracovani vysledki kvan-
titativni vyhodnoceni. Nejcastéji se jedna o prvni bod kalibracni krivky [41] [42] [43].

10-n-k

L =
0Q 2

(4.2)
n je vyska sumu v zékladni linii, k je plocha/vyska piku, b je smérnice kalibra¢ni kiivky

Linearita je moznost metody poskytnout odezvu pristroje na koncentraci analytu. Jedna
se o primkovou zavislost dvou veli¢in na sobé, tedy zavislost Sumu na koncentraci. Linearni
zavislost se matematicky zapisuje nasledovneé:

y=a+bx (4.3)

a je posunuti na ose y, b je smérnice kalibracni kiivky [41] [42] [43]

,» Opakovatelnost metody je definovana jako tésnost shody mezi navzajem nezavislymi vij-
sledky zkousek ziskanymi za podminek opakovatelnosti“ [43] . Vzorky jsou analyzovany bé-
hem kratkého casového tiseku v jedné laboratori, jednim pracovnikem za pouziti stejnych
laboratornich pomticek a pristroji. Lze ji vyjadrit jako relativni smérodatnou odchylku.

Smeérodatna odchylka udava, jak se jednotlivé hodnoty lisi od priméru danych hodnot
[41] [42] [43].

. :J iy (i %)° (4.4)

n—1

s je smérodatna odchylka, X; je hodnota méfeni, X je priimér, n je pocet méfeni

Relativni smérodatna odchylka je hodnota poskytujici informaci o odchyleni od aritme-
tického primeéru. Nejcastéji se udava v procentech [41] [42] [43].

Sr=—

(4.5)

| »

s, je relativni smérodatna odchylka, X je primér
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4.7. STANOVENI PESTICIDU METODOU UPLC-MS/MS
4.7. Stanoveni pesticidi metodou UPLC-MS/MS

Pripravené vzorky je¢mene, sladt a vzorky pro optimalizaci metody byly pred samotnou
analyzou skladovany v lednici.

Na kapalinovém chromatografu byly nastaveny podminky podle nésledujici tabulky 4.3
a gradientova eluce podle tabulky 4.4. Pro separaci byla vyuzita kolona Acquity UPLC
BEH C18 1,7 pum 2,1 x 100 mm znacky Waters. Pro kalibraci byly pouzity pripravené
kalibra¢ni roztoky v rozmezi 0,25-500 ng-ml~*.

Hmotnostni detektor méril v MS/MS rezimu, jako kolizni plyn byl pouzit argon o ¢is-
toté 4.8. Pro ionizaci byl pouzit elektrosprej (ESI), kde zamlzovacim plynem byl dusik o
c¢istoté 4.5. V. MRM rezimu skenovani byly sledovany produktové kvantifikac¢ni a konfor-
macni ionty vzniklé stépenim prekurozorovych iontl jednotlivych analyti v kolizni cele.
Sledované prekurzorové a produktové ionty jsou uvedeny piiloze v tabulce 9.1. Podminky
v iontovém zdroji jsou uvedeny v tabulce 4.5. Cely pristroj je vidét na obrazku 4.2

Instrumentace UPLC-MS/MS byla ovladana programem MassLinx. Naméfend data byla
v programu MassLinx vyhodnocena. Identifikace analyzovanych pesticidii byla provedena
srovnanim retenc¢niho ¢asu a sledovanych ionti se standardem. Kvantifikace analyzovanych
pesticidi byla provedena vypoctem z kalibrac¢nich zavislosti integraci pikt kvantifika¢nich
iontu.

Tabulka 4.3: Podminky separace

Priitok mobilni faze 0,450 ml-min~*
Objem néastiiku vzorku | 5 ul
Teplota kolony 45 °C

Tabulka 4.4: SloZeni mobilni faze pri gradientové eluci

Clas [min] Mobilni faze [%]
Mobilni faze A | Mobilni faze B
0-12,25 98 2
12,25-13,00 1 99
13,00-17,00 98 2

Tabulka 4.5: Podminky MS ionizace

Méd iontového zdroje ES+
Teplota iontového zdroje 120 °C
Teplota desolvatace 400 °C

Pritok dusiku pfi zmlzovani | 200 [-hod !
Pritok dusiku pii desolvataci | 1000 [-hod~!
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4.7. STANOVENI PESTICIDU METODOU UPLC-MS/MS

Obrazek 4.2: Acquity UPLC-XEVO TQS micro — vyuzity pro experimentalni cast
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5. Vysledky a diskuze

5.1. Optimalizace metody QuEChERS

Metodou QuEChers byly analyzované pesticidy vyextrahovany do acetonitrylu. Protoze
pocateéni podminky gradientové eluce LC analyzy zacinaly na 98 % vodné faze, bylo nutné
pripravené vzorky v acetonitrylu naredit vodnou fazi, aby nedochéazelo k rozmyvani pikta
analytu pri analyze, pricemz muze dochazet ke snizeni citlivosti metody. Tento problém
je Tesen v knize [43]. Proto bylo pfi analyze vzorku optimalizovano jejich fedéni. Byly
testovany dvé drovné fedéni, a to 2x a 10x. Na obrazku 5.1 je porovnani chromatogrami
fedéného standardu fludioxonilu. Je zde patrna vyraznd deformace piku pii fedéni 2x
(¢ast A), kterd se u fedéni 10x neobjevuje (Cast B). A proto byly vSechny analyzované
vzorky 10x Tedény.

1582
2.4866+105

Flugioxonil amonny addukt9.04 15687 52245545

* ‘ ‘

S8 20220228 Smootniiin, b2

min

F7OHIRIN 01 3 channels, £+
26622292

Flugioxoni amonny addukt9.04:27143 69447688 447764105

T min

8500 8820 8840 8.880 8.880 8.900 8.920 8.940 8.c60 9.000 9.020 9.040 9,080 9.080 9.100 9.120 9.140 9160 9.180 9.200 9220 9.240 9.260 9.280
st.5_20220401 Smooth(hin, 2 FTOMRI 012 channels,ES+
266.

* B

41266+105

st5_20220401 Smootn(iin, 12 FTG1IRI 01 2 channels,ES+
26622202

7.8636+105

Flugioronil amonny addukt.05;16675.25:412424

min

Flugioronil amonny addukt0.05;31404 43.785347

p

Obrazek 5.1: Porovndni chromatogramu redéného standardu fludiozonil. A — 2x redénd,
B — 10x redeéni

Dalsim krokem optimalizace bylo porovnani precistovani vzorka pro analyzu. K precisténi
vzorki byly testovany metody vymrazeni a d-SPE, ktera obsahovala PSA + M ¢SO, +
CEC 18. Po vyhodnoceni obou postupiti precisténi vzorki bylo u vétsiny analyzovanych
pesticidi dosazeno prumérné o 10 % vyssi vytéznosti obohacenych vzorku metodou vy-
mrazeni. Na obrazku 5.2 je porovnani plochy piki u pesticidu benalaxyl, kde vétsi plocha
je u vymrazeni (vyobrazeni A) nez u precisténi pomoci d-SPE (¢ast B).
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5.2. VALIDACE METODY QUECHERS UPLC-MS/MS

vevrek_innaszsk_spike_20220221 Smooli(iin, 1x2) F132.HRM 012 clanels ES
326.1 148
6.6556+006

Benalaxi;10.26:271986 506648214
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min

100 Benaai10.26:252687.19,6033409 6.149+006

min

Obrazek 5.2: Ukdzka chromatogramu pesticidu benalaxyl A — precisténi vymrazenim, B —
precisténi d-SPE

Zatimco v publikaci [37] je zminéno, Ze precisténi pomoci vymrazeni je nejcastéji vy-
uzivano pro stanoveni pesticidu v olejich, tak publikace [40] zminuje pouziti zmrazeni
jako soucast pfecisténi i u obilovin. Publikace [37] a [48] je souhrnem mnoha metod
QuEChERS, kde jsou popsany rtizné postupy pri precistovani pro riuzné potravinarské
komodity napt. ¢aj, tabak, ryze nebo olivy.

Proto byl pro analyzu jeCmene zvolen postup, ktery zahrnoval precisténi pomoci zmraze-
ného supernatantu obrazek 5.2 (¢ast A) a fedéni vzorku pfed samotnou analyzou 10x 5.1
(¢ast B).

Navazka vzorku pri extrakci nebyla optimalizovand a byla pouzita navazka 5 g, ktera byla
zminéna ve studiich [37] a [35], kde podle postupti maji obilniny navazku 5 g vzorku spolu
s 10 g vody.

5.2. Validace metody QuEChERS UPLC-MS/MS

Po proméreni 6 vzorkt je¢mene byla z vysledkil na opakovatelnost vypoctena rozsitena
nejistota a vytéznost pro kazdy pesticid. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 9.2. Rozsirena
nejistota byla vypoctena podle vyse uvedenych vypoctt v kapitole 4.6

Validace pouzité metody stanoveni rezidui pesticidii zahrnovala stanoveni linearity kalib-
racnich zavislosti, vytéznosti extrakce obohacenych vzorki, stanoveni limitu kvantifikace
a stanoveni nejistoty méreni z opakovatelnosti.
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5.2. VALIDACE METODY QUECHERS UPLC-MS/MS

Kalibrac¢ni kiivky sledovanych analyti byly linedrni v rozmezich uvedenych v tabulce 9.2.

Korela¢ni koeficienty kalibracnich kiivek byly v rozmezi 0,999 9-0,988 7. Na obrazcich 5.3
az 5.6 jsou ukazky kalibrac¢nich krivek.
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Obrazek 5.3: Ukdzka kalibracni krivky — acephate
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Obrazek 5.4: Ukdzka kalibracni krivky — bendiocarb
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Obrazek 5.5: Ukdzka kalibracni krivky — carbaryl
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Obrazek 5.6: Ukdzka kalibracni krivky — fenobucarb

Vytéznosti jednotlivych analyti extrakel QUEChERS se pohybovaly v rozmezi 50-130 %
a jsou uvedeny v priloze v tabuce 9.2.

Limit kvantifikace pro jednotlivé analyty vychazel z rovnice 4.2 a byl stanoven experi-
mentalné postupnym fedénim kalibracnich roztokt a jedna se o nejnizsi bod kalibrac¢nich
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5.3. STANOVENI REZIDUI PESTICIDU V JECMENI A SLADU

krivek. Limity kvantifikaci vSech sledovanych pesticidi byly nizs$i nez maximalni limity
rezidui stanovené narizenim Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 396/2005.

Rozsitend nejistota stanoveni analyzovanych pesticidii byla vyjadrena jako relativni smeé-
rodatna odchylka vypocitana z opakovatelnosti dle vztahti 4.4 a 4.5. Rozsifena nejistota
méfeni uvedena v tabulce 9.2 je soucinem relativni smérodatné odchylky a koeficientu
rozsiteni k = 2, coz pro normalni rozdéleni odpovida pravdépodobnosti pokryti priblizné
95 %.

Optimalizovand a validovana metoda QuEChERS UPLC-MS/MS je vhodné pro stanoveni
rezidui pesticidi v jeCmeni a sladu.

5.3. Stanoveni rezidui pesticidli v jeCmeni a sladu

Rezidua pesticidi byla analyzovana u 30 vzorki je¢mene a 20 vzorki sladi, jejichz odridy
jsou uvedeny v tabulce 5.1 respektive 5.2. Vzorky je¢ment pro analyzu pochéazely z CR
ze sklizné 2021. Vzorky sladit pro analjzu byly vyrobeny z je¢menti z CR ze sklizné 2021.
Multirezidualni analyzou bylo ve vzorcich stanovovano 148 pesticidi, prehled analyti
je v priloze v tabulce 9.1. Stanoveni obsahu pesticidi v analyzovanych vzorcich bylo
realizovano optimalizovanou metodou QuEChERS UPLC-MS/MS. Vyhodnoceni analyz
bylo provedeno pomoci programu MassLynx.

Na obrazku 5.7 jsou ukézky chromatogramu analyzovanych vzork v porovnani se stan-
dardem (fludioxonil) a obohacenym vzorkem je¢mene. Na obriazku je vidét, ze chroma-
togramy jec¢mene (¢ast C) a sladu (¢ast D) neobsahuji piky kvantifika¢nich ani konfor-
macnich iontt a je viditelny pouze zdznam na trovni Sumu. Zamtimco chromatogramy
standardu (Cast A) a obohaceného vzorku je¢mene (¢ast B) zobrazuji integrované piky
kvantifikac¢nich a konformacnich iontt.
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Obrazek 5.7: Ukdzka chromatogramu pesticidu fludiozonil. A - standard, B - obohaceny
vzorek, C' - vzorek jecmenu, D - vzorek sladu

Obsahy vsech sledovanych pesticidii v analyzovanych vzorcich byly pod mezi kvantifi-
kace metody (pfiloha tabulka 9.2) z ¢ehoz vyplyvd, Ze neprekrocily maximalni limity
rezidui (pfiloha tabulka 9.1) stanovené nafizenim Evropského parlamentu a Rady (ES)
¢. 396/2005. Z vysledkii 1ze usuzovat, ze v Ceské republice jsou pesticidy pti ochrand
jeCmene pravdépodobné pouzivany podle legislativy a jsou dodrzovany ochranné lhiuty.
Lze tedy pfedpokladat, Ze je¢men vypéstovany v Ceské republice a z néj vyrobené slady
jsou z hlediska obsahu rezidui pesticidi bezpecéné a nepredstavuji riziko pro spottebitele.
Nicméné na zékladé vysledki publikaci [44] [45] [46] [47] nelze riziko obsahu rezidui pesti-
cidi v potravnarskych komoditach zcela vyloucit. V publikaci [46] byl detekovan pesticid
carbendazim v okurkach, v ¢lanku [45] byly analyzovany zelené Caje u kterych se prokazala
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pritomnost pesticidt chlorpyrifos, bifenthrin, A-cyhalothrin v koncentracich vyssich nez je
MLR. V publikaci [44] ktera stanovovala rezidua pesticidi v ryzi odhalila pfekro¢eni MLR
u t¥i pesticidi. Publikace zamérujici se na plodiny z Kamerunu detekovala velké mnozstvi
pesticidi v nadlimitnim mnozstvi u ¢erného a bilého pepre, kavy, kakaa, sojovych bobu
nebo chilli papricek.

Proto je nezbytné mit vhodnou analytickou metodu pro stanoveni rezidui pesticidi, kte-
rou lze vyuzit pro prubéznou kontrolu kvality nejenom je¢mene a sladu, ale i ostatnich
potravinarskych komodit.

Tabulka 5.1: Vzorky jecmene

Oznaceni vzorku | Odruda Oznaceni vzorku | Odruda
1 Overture 16 Bojos
2 Bojos 17 Bojos
3 Laudis 550 18 Overture
4 LG Stamgast 19 Laudis 550
5 Overture 20 Overture
6 Bojos 21 Francin
7 Bojos 22 Laudis 550
8 Overture 23 Bojos
9 Bojos 24 Bojos
10 Bojos 25 Overture
11 Manta 26 Bojo
12 Bojos 27 Laudis 550
13 Bojos 28 Overture
14 Laudis 550 29 Bojos
15 Overture 30 Bojos

Tabulka 5.2: Vzorky sladi

Oznaceni vzorku Odruda Oznaceni vzorku Odruda
S1 Bojos S11 Overture
S2 Manta S12 Tosca
S3 Bojos S13 Laudis 550
S4 Overture S14 Bojos
S5 Overture S15 Laudis 550
S6 Laudis 550 S16 KWS Irina
ST Overture S17 Bojos
S8 Bojos S18 RGT Planet
S9 Bojos S19 KWS Amadora
S10 Overture S20 RGT Planet
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6. Zavér

Tato diplomova prace pojednava o stanoveni pesticidi v jecmeni a sladu. Teoreticka ¢ast
popisu je¢men, jeho chemické slozeni, podminky pro jeho péstovani a choroby. Dalsi ¢ast
popisuje pripravky na ochranu rostlin, tedy pesticidy, jejich rozdéleni, pouziti a omezeni,
které jsou dany zakony a nafizenimi. Posledni ¢ast pojednava o moznostech stanoveni
pesticidi. Jednou z metod je QUEChERS, postup, ktery je rychly a nenaroc¢ny, a proto je
velmi vyuzivany. Déle jsou popsany analytické metody, které byly vyuzity pii vypracovani
experimentalni ¢asti.

Experimentalni c¢ast se nejprve zabyva optimalizaci a validaci metody stanoveni pesticidi
v jeCmeni a sladu. Z validac¢nich parametri lze usuzovat, ze metoda byla upravena spravné
a je mozné ji vyuzit pro stanoveni rezidui pesticidi.

Optimalizovanou metodou QuEChESR UPLC-MS/MS byly analyzovany rezidua pesti-
cidii ve vzorcich je¢mene a sladt. Nejprve byly pripraveny kalibracni roztoky pesticidi.
Pro kazdy pesticid zvlast byl limitem kvantifikace prvni bod kalibrac¢ni ktivky, vysledky
jsou uvedeny v tabulce 9.2. Dale byly pripraveny vzorky jecmene a sladu metodou ex-
trakce QUEChERS. Analyzovany je¢men a slad byly ze sklizné 2021 v Ceské republice.
Extrakci QuUEChERS byly ve vzorcich analyzovany rezidua pesticidi metodou kapalinové
chromatografie s hmotnostni detekci. Pro stanoveni byla vyuzita gradientova eluce a sle-
dovani MRM pfechodti v hmotnostnim spektrometru. Ve vzorcich je¢mene a sladu bylo
sledovano celkem 148 pesticidu (viz priloha tabulky 9.1 a 9.2). Ze vzorku pripravenych
podle kapitoly 4.6 byla vypoctena vytéznost metody a relativni rozsifena spolehlivost.
Vysledky jsou uvedeny v tabulce 9.2.

Obsahy vsech sledovanych pesticidi ve vzorcich jecmene a sladi byly pod mezi kvantifi-
kace pouzité metody a neptekrocily maximalni limity rezidui (viz tabulka 9.1) stanovené
narizenim Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 396/2005. Z vysledku lze usuzovat, ze
v Ceské republice jsou pesticidy pravdépodobné pouzivany podle legislativy a jsou dodr-
zovany ochranné lhity. Lze tedy predpokladat, Ze je¢men vypéstovany v Ceské republice
a z néj vyrobené slady jsou z hlediska obsahu rezidui pesticidi bezpecné a nepredstavuji
riziko pro spotfebitele. Presto je nezbytné mit vhodnou analytickou metodu pro stano-
veni rezidui pesticidi, kterou lze vyuzit pro prubéznou kontrolu kvality nejenom je¢mene
a sladu, ale i ostatnich potravinarskych komodit.
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8. Seznam pouzitych zkratek

APCI chemickd ionizace za atmosférického tlaku

APPI fotoionizace za atmosférického tlaku

ATM atmosféricky tlak

CI chemickd ionizace

C18 oktadecyl sorbent

DDT 1,1,1-trichlor-2,2-bis(4-chlorfenyl)ethan; dichlordifenyltrichlorethan

DON deoxynivalenol

DLLME disperzivni mikroextrakce kapalina-kapalina (dispersive liquid-liquid
microextraction)

d-SPE disperzni extrakce na pevné fazi

EFSA Evropsky urad pro bezpecnost potravin (European Food Safety Au-
thority)

EI elektronové ionizace

ESI elektrosprej za atmosférického tlaku

EU evropska unie

GCB grafitizované uhli (graphitized carbon black)

HPLC vysokou¢innd kapalinova chromatografie (high-performance liquid chro-
matography)

CHZO chranéné zemépisné oznaceni

ICP indukcéné vazané plazma

LC kapalinova chromatografie

LC/MS kapalinova chromatografie s detekci pomoci hmotnostniho spektrome-
tru

MALDI matrici asistovand laserova ionizace

MF mobilni faze

MIT technologie molekuldrniho otisk

MLR maximalni limit rezidui

MRM monitorovani vicendsobnych reakci (multiple reaction monitoring)
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0C

ODS
OP

PCB
POP
POR
PSA

QQQ
QuEChERS

RT

Sk
SPE
SPME

tzn.

UPLC

USJ
UKZUS
ZEA

u-SPE

hmotnostni spektrometrie

hmotnost/naboj

organochloridové slouceniny (organochlorines compounds)
oktadecylsilan

organofosfatové slouceniny (organophosphate compounds)
polychlorované bifenyly (polychlorinated biphenyls)
perzistentni organické latky (persistent organic pollutant)
pripravky na ochranu rostlin

primarni-sekundarni amin

trojity kvadrupol

metoda rychlé, snadné, levné, efektivni, robustni a bezpecné extrakce
(Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe)

retencni cas

stacionarni faze

extrakce na pevné fazi (Solid-phase extraction)
mikroextrakce na pevné fazi

to znamena

ultratcinna kapalinova chromatografie (ultra Performance Liquid Chro-
matography)

ukazatel sladovnické jakosti
Usttedni kontrolni a zkusebni tstav zemédélsky
zearalenon

extrakce na mikropevné fazi
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9. Prilohy

Tabulka 9.1: Seznam pesticidu, sledované ionty, MLR

, Retenc¢ni | Prekurzorovy | Kvantifikacni | Konformacni _

Nazev ¢as [min] | iont [m/Z] iont [m/z] iont [m/2] MLR [mg-kg™"]
3 -Hydroxycarbofuran 5,3 238 163 181 0,01 (suma carbofuran)
Acephate 2.5 183,9 125 142,95 0,01
Acetamiprid 5,2 223 56,1 126 0,05
Acibenzolar-S-methyl 8,7 210,9 69 135,9 0,05
Aldicarb sulfone 3,4 223 86 148 0,02 (suma aldicarb)
Aldicarb sulfoxide 3,2 207 89 132 0,02 (suma aldicarb)
Ametryn 8,5 2281 68,1 186,1 0,01
Aminocarb 4.5 209 137 152 neni definovano
Azoxystrobin 8,5 404 329 372 1,5
Benalaxyl 10,3 326,1 91 148 0,05
Bendiocarb 7 2241 109 167 0,01
Benzoximate 10,6 364 105 199,1 0,01
Boscalid 9,1 324,9 139,9 307 4
Bromuconazole ih 376 70,1 198,9 0,1

10,5 376 70,1 158,9 ’

Bupirimate 9.8 317 108 166 0,05
Buprofezin 11,2 306,1 57,4 201 0,01
Butafenacil 9,6 492 180 331 neni definovano
Butocarboxim 6 213 I 156 0,01
Butoxycarboxim 6 213 I 156 0,01
Carbaryl (sevin) 7,4 202,1 127,1 145,1 0,5
Carbendazim 100.0 4,9 192,1 132,1 2
Carbetamide 6,5 237 118 192 0,01
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Tabulka 9.1: Seznam pesticidu, sledované ionty, MLR

Retencni

Prekurzorovy

Kvantifikacéni

Konformac¢ni

Nazev ¢as [min] | iont [m/Z] iont [m/z] iont [m/2] MLR [mg-kg™"]
Carbofuran 7,1 22211 123 165,1 0,01 (suma carbofuran)
Carboxin 7,3 236 87 143 0,03
Carfentrazone ethyl 10,1 412 346 366 0,05
Clethodim 10,9 360 164 268,1 0,1
Clofentezine 10,5 303 102 138 0,02
Clothianidin 4.7 250 132 169 0,04
Cyazofamid 9,8 325 107,9 261 0,02
Cycluron 8,3 199 69,2 89,1 0,01
Cymoxanil 5,4 199,03 110,9 127,88 0,01
Cyproconazole 9,3 292,2 70,2 125,1 0,2

95 292,2 70,2 125.1 ’
Cyprodinil 9,9 226 93 108 4
Desmedipham 8,4 301 136 182 0,01
Diclobutrazol 10,1 328 70 158,9 0,01
Dicrotophos 47 238 112 193 0,01
Diethofencarb 8,8 268 124 226 0,01
Difenoconazole 10,8 406 111,1 251,1 0,3
Diflubenzuron 99 311,1 141,1 158,15 0,01
Dimethoate 5 230,1 125 199 0,02

. 9,1 388,1 165 300,9

Dimethomorph 9.4 338.1 165 300.9 0,1
Dimoxystrobin 10,1 327 116,1 205,2 0,01
Dinotefuran 2,1 203 113 129 0,01
Dioxacarb 5.1 224.1 1231 167,1 0,01
Diuron 8,1 233 46,3 72,1 0,01
Epoxiconazole 9,7 330 101 121,04 1,5
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Tabulka 9.1: Seznam pesticidu, sledované ionty, MLR

Retencni

Prekurzorovy

Kvantifikacéni

Konformac¢ni

Nazev ¢as [min] | iont [m/Z] iont [m/z] iont [m/2] MLR [mg-kg™"]
Eprinomectin 12,2 915,6 144 154; 186 neni definovano
Etaconazole 9,7 328,1 159 205 neni definovano
Ethiofencarb 7,6 226,1 107 164 0,01
Ethiprole 9,1 4141 350,9 396.,9 0,01
Ethirimol 7,1 210,1 98 140 0,05
Ethofumesate 8,9 287,1 121,1 259,1 0,03
Famoxadone 10,4 392,2 238 331,1 0,2
Fenamidone 9,1 3121 92 236,1 0,01
Fenarimol 9,7 331 81 268 0,02
Fenbuconazole 9,9 337 70,1 125 0,2
Fenhexamid 9,6 301,97 55,18 97,12 0,01
Fenobucarb (BPMC) 8,8 208 94,9 152 0,01
Fenpropimorph 9,1 304,2 57,2 1471 0,4
Fenpyroximate 11,8 4222 138,1 366,1 0,01
Fenuron 4.8 222 150 165 0,01
Flonicamid 3,8 230,1 148,05 203,07 0,4
Flubendiamide 10,2 683 274 408 0,01
Fludioxonil 9,1 266,2 158,2 2292 0,01
Flufenacet (fluthiamide) 9,7 364 152,1 194,1 0,1
Fluometuron 7,6 233,2 46,4 72,2 0,005
Fluoxastrobin 9,7 4590 188 427 0,5
Fluquinconazole 9,5 376 306,9 348,8 0,01
Flutolanil 9,2 3241 65 262,1 0,01
Flutriafol 8,1 302,1 70,2 123,1 0,15
Forchlorfenuron 8,1 2481 93 129 0,02
Formetanate HCl 3 222 46 165 0,01
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Tabulka 9.1: Seznam pesticidu, sledované ionty, MLR

Retencni

Prekurzorovy

Kvantifikacéni

Konformac¢ni

Nazev ¢as [min] | iont [m/Z] iont [m/z] iont [m/2] MLR [mg-kg™"]
Fuberidazole 5,6 185 156 157 0,05
Hexaconazole 10,4 314 70,1 159 0,01
Hexythiazox 11,5 353 168,1 2281 0,2
Chlorantraniliprole 8,3 481,6 283,9 450,9 0,02
Chlorotoluron 7,7 213 46 72 0,1
Chloroxuron 9,5 291,11 72,02 164,1 0,02
Imazalil 8,2 297 69 159 0,01
Imidacloprid 4.7 256,1 175,1 209,1 0,01
Ipconazole 10,9 334,2 70 125 0,01

. 9,5 321,1 119,1 203,1
Iprovalicarb 9.6 3911 1191 5031 0,01
[soprocarb 8 1941 95,1 137,1 0,01
[soproturon 8,1 207 47 72 0,01
Kresoxim methyl 10,1 314,1 116 131,2; 206 0,15
Linuron 8,8 2491 160,1 182 0,01
Mandipropamid 9,3 411,8 125 328,1 0,01
Mefenacet 9,4 299 120 148 0,01
Metalaxyl 8,3 280,1 192,1 220,1 0,01
Metconazole 10,5 320,1 70 125 0,4
Methabenzthiazuron 7,9 222 150 165 0,01
Methamidophos 1,8 142 93,9 1249 0,01
Methiocarb 8,9 226 121 169 0,1 (suma methiocarb)
Methomyl 3,8 163 88 106 0,01
Methoprotryne 8,6 2722 170,2 198,2 0,01
Methoxyfenozide 9,3 369,2 149,1 313,23 0,01
Metobromuron 7,8 259,1 1481 170 0,01
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Tabulka 9.1: Seznam pesticidu, sledované ionty, MLR

Retencni

Prekurzorovy

Kvantifikacéni

Konformac¢ni

Nazev ¢as [min] | iont [m/Z] iont [m/z] iont [m/2] MLR [mg-kg™"]

Metribuzin 6,8 215 89 131 0,1
. 5,2 225,1 1271 1031

Mevinphos 5.0 225,1 127.1 103,1 0.0
Mexacarbate (Zectran) 7,3 223,2 151 166,1 neni definovano
Monocrotophos 4.3 2241 109 127,1 0,02
Monolinuron 7.4 215,04 99 126,01 0,01
Moxidectin 12,7 640,5 199 498,3; 5284 neni definovano
Myclobutanil 9,4 289,1 70,2 125,1 0,01
Neburon 10 275 57 88 0,01
Nitenpyram 3,7 271,1 125,9 224.9 0,01
Omethoate 2,9 214,1 1251 183,1 0,02
Oxadixyl 6,6 279,1 132,21 218,96 0,01
Oxamyl 3,6 237 72 90 0,01
Paclobutrazol 9,2 2941 70,2 125,1 0,01
Penconazole 10,2 284 70,1 159 0,01
Phenmedipham 8,6 301 136 168 0,01
Picoxystrobin 10 368 145,1 205,1 0,01
Pirimicarb 7,3 239,1 72 1821 0,05
Prochloraz 10,4 375,84 70,12 265,86; 307,92 0,03
Promecarb 9,2 208,1 109 151 0,01
Prometryne 9,3 242 158 200,1 0,01
Propamocarb 3,2 189,1 102 144 0,01
Propham 7.8 180 120 138 0,01
Propiconazole (Tilt) 10,3 342 69 159 2
Propoxur (baygon) 7 210 93 111 0,05
Pymetrozine 3,8 218 79 105 0,05
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Tabulka 9.1: Seznam pesticidu, sledované ionty, MLR

Retencni

Prekurzorovy

Kvantifikacéni

Konformac¢ni

Nazev ¢as [min] | iont [m/Z] iont [m/z] iont [m/2] MLR [mg-kg™"]
Pyraclostrobin 10,4 388,1 163 193,9 1
Pyrimethanil 8,6 200 82 107 0,05
Quinoxyfen 11,4 308 161,9 197 0,2
Rotenone 9,9 395 1921 213,1 0,01
Secbumeton 8,1 226,2 100,2 170,2 0,01
Spiromesifen 11,7 371,1 255,1 273,1 0,02

. . 9,2 298 100 144

Spiroxamine 0.3 508 100 i 0,05
Tebuconazole 10,2 308 70,1 125 2
Tebuthiuron 7,2 229 116 172 0,01
Temephos (Abate) 11,3 466,8 125 4189 0,01
Terbumeton 8.3 226,1 114,1 170,1 0,01
Thiacloprid 5,7 253 90,1 126 0,9
Thiamethoxam 4 292 132 211,2 0,4
Thidiazuron 6,9 221 102 128 0,01
Triadimefon 9,3 2941 69,3 197.,2 0,01
Triadimenol 9,5 296,1 70,2 99,1 0,05
Tricyclazole (Beam) 6 190 136 163 0,01
Triflumizole 10,5 359 139,1 156,1 0,02
Triflumuron 10,5 359 139,1 156,1 0,01
Vamidothion (Vamidoate) 5,2 288 118 146 0,01




LG

Tabulka 9.2: Tabulka validacnich parametri

Rozmezi | Rozmezi .
Analyt [n;?n?_l] [ng{:(j_l] kalibrace | kalibrace P[{%? Vytﬁ%l%t [mgzi_l]

[ng-ml”"] | [mg-kg™"]
3-Hydroxycarbofuran 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 29 75,5 0,01 (suma carbofuran)
Acephate 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 8 53,8 0,01
Acetamiprid 1,00 0,020 1-500 0,02-10 27 74,2 0,05
Acibenzolar-S-methyl 1,00 0,020 1-500 0,02-10 41 74,2 0,05
Aldicarb sulfone 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 26 67,7 0,02 (suma aldicarb)
Aldicarb sulfoxide 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 23 61,4 0,02 (suma aldicarb)
Ametryn 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 37 72,3 0,01
Aminocarb 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 26 68,8 neni definovano
Azoxystrobin 1,00 0,020 1-500 0,02-10 43 68,1 1,50
Benalaxyl 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 37 69,3 0,05
Bendiocarb 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 22 70,1 0,01
Benzoximate 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 44 78,5 0,01
Boscalid 1,00 0,020 1-500 0,02-10 41 75,8 4,00
Bromuconazole 1 0,25 0,005 0,25-250 0,005-5 44 60,4 0.01
Bromuconazole 11 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 41 59,9 ’
Bupirimate 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 50 70,7 0,05
Buprofezin 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 50 55,1 0,01
Butafenacil 1,00 0,020 1-500 0,02-10 51 61,9 neni definovano
Butocarboxim 0,25 0,005 0,25-500 0,02-10 36 74,2 0,01
Butoxycarboxim 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 26 69,0 0,01
Carbaryl (sevin) 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 29 69,1 0,50
Carbendazim 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 25 62,2 2,00
Carbetamide 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 33 73,8 0,01
Carbofuran 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 29 68,2 0,01 (suma carbofuran)
Carboxin 1,00 0,020 1-500 0,02-10 32 69,2 0,03
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Tabulka 9.2: Tabulka validacnich parametri

Rozmezi | Rozmezi .
Analyt [n;?n?_l] [ng{:(j_l] kalibrace | kalibrace P[{%? Vytﬁ%l%t [mgzi_l]
[ng-ml”"] | [mg-kg™"]

Carfentrazone ethyl 2,50 0,050 2,5-500 0,05-10 69 64,3 0,05
Clethodim 1,00 0,020 1-250 0,02-5 45 64,7 0,10
Clofentezine 1,00 0,020 1-250 0,02-5 53 60,1 0,02
Clothianidin 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 29 72,0 0,04
Cyazofamid 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 47 75,9 0,02
Cycluron 0,25 0,005 0,25-250 0,005-5 31 71,8 0,01
Cymoxanil 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 28 72,2 0,01
Cyproconazole I 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 51 67,9 0.20
Cyproconazole I1 1,00 0,020 1-500 0,02-10 41 63,6 ’
Cyprodinil 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 59 58,9 4,00
Desmedipham 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 46 67,1 0,01
Diclobutrazol 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 40 56,3 0,01
Dicrotophos 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 26 68,9 0,01
Diethofencarb 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 46 89,8 0,01
Difenoconazole 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 61 65,3 0,30
Diflubenzuron 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 67 63,0 0,01
Dimethoate 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 25 76,1 0,02
Dimethomorph I 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 45 62,7 0.1
Dimethomorph II 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 50 66,3 ’
Dimoxystrobin 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 44 67,5 0,01
Dinotefuran 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 24 63,8 0,01
Dioxacarb 0,25 0,005 0,25-100 0,005-2 27 82,8 0,01
Diuron 0,25 0,005 0,25-250 0,005-5 32 62,7 0,01
Epoxiconazole 1,00 0,020 1-500 0,02-10 42 65,2 1,50
Eprinomectin 2,50 0,050 2,5-500 0,05-10 59 120,1 neni definovano



file:///ng-ml~1
file:///mg-kg~1
file:///ng-ml~1
file:///mg-kg~1

65

Tabulka 9.2: Tabulka validacnich parametri

Rozmezi | Rozmezi .
Analyt [n;?n?_l] [ng{:(j_l] kalibrace | kalibrace P[{%? Vytﬁ%l%t [mgzi_l]
[ng-ml”"] | [mg-kg™"]
Etaconazole 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 46 63,3 neni definovano
Ethiofencarb 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 29 67,5 0,01
Ethiprole 0,25 0,005 0,25-250 0,005-5 35 60,9 0,01
Ethirimol 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 29 57,9 0,05
Ethofumesate 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 57 76,9 0,03
Famoxadone 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 69 71,7 0,20
Fenamidone 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 46 73,8 0,01
Fenarimol 2,50 0,050 2,5-500 0,05-10 48 52,2 0,02
Fenbuconazole 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 56 63,0 0,20
Fenhexamid 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 49 74,1 0,01
Fenobucarb (BPMC) 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 32 71,8 0,01
Fenpropimorph 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 56 69,9 0,40
Fenpyroximate 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 87 1219 0,01
Fenuron 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 4 62,9 0,01
Flonicamid 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 26 77,8 0,40
Flubendiamide 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 43 71,3 0,01
Fludioxonil 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 50 88,1 0,01
Flufenacet (fluthiamide) 1,00 0,020 1-250 0,02-5 43 70,1 0,10
Fluomethuron 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 32 75,8 0,01
Fluoxastrobin 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 46 65,2 0,50
Fluquinconazole 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 54 61,3 0,01
Flutolanil 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 46 77,4 0,01
Flutriafol 1,00 0,020 1-500 0,02-10 41 65,9 0,15
Forchlorfenuron 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 35 70,0 0,02
Formetanate HCI 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 26 63,5 0,01
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Tabulka 9.2: Tabulka validacnich parametri

Rozmezi | Rozmezi .
Analyt [n;?n?_l] [ng{:(j_l] kalibrace | kalibrace P[{%? Vytﬁ%l%t [mgzi_l]
[ng-ml”"] | [mg-kg™"]

Fuberidazole 1,00 0,020 1-500 0,02-10 32 60,4 0,05
Hexaconazole 0,25 0,005 0,25-250 0,005-5 49 58,4 0,01
Hexythiazox 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 73 62,7 0,20
Chlorantraniliprole 1,00 0,020 1-500 0,02-10 55 59,6 0,02
Chlorotoluron 1,00 0,020 1-500 0,02-10 32 71,8 0,10
Chloroxuron 1,00 0,020 1-250 0,02-5 51 70,7 0,02
Imazalil 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 42 714 0,01
Imidacloprid 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 29 71,5 0,01
Ipconazole 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 46 57,3 0,01
Iprovalicarb 1 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 37 69,4 0.01
Iprovalicarb II 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 39 71,0 ’
Isoprocarb 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 30 69,5 0,01
[soproturon 0,25 0,005 0,25-100 0,005-2 31 69,2 0,01
Kresoxim methyl 0,25 0,005 0,25-250 0,005-5 44 63,1 0,15
Linuron 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 33 74,2 0,01
Mandipropamid 0,25 0,005 0,25-250 0,005-5 47 65,0 0,01
Mefenacet 5,00 0,100 5-500 0,1-10 40 56,9 0,01
Metalaxyl 0,25 0,005 0,25-250 0,005-5 32 68,3 0,01
Metconazole 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 46 57,2 0,40
Methabenzthiazuron 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 32 67,2 0,01
Methamidophos 0,25 0,005 0,25-250 0,005-5 14 51,4 0,01
Methiocarb 1,00 0,020 1-250 0,02-5 43 72,1 0,1 (suma methiocarb)
Methomyl 0,25 0,005 0,25-250 0,005-5 22 72,2 0,01
Methoprotryne 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 39 68,5 0,01
Methoxyfenozide 0,25 0,005 0,25-100 0,005-2 45 65,3 0,01
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Tabulka 9.2: Tabulka validacnich parametri

Rozmezi | Rozmezi L
Analyt [n;?n?_l] [ng{:(j_l] kalibrace | kalibrace P[{%? Vytﬁ%l%t [mgzi_l]
[ng-ml”"] | [mg-kg™"]

Metobromuron 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 33 68,5 0,01
Metribuzin 0,25 0,005 0,25-250 0,005-5 24 69,0 0,10
Mevinphos 1 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 27 73,0 0.01
Mevinphos 11 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 26 72,5 ’
Mexacarbate (Zectran) 1,00 0,020 1-250 0,02-5 32 62,5 neni definovano
Monocrotophos 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 80 51,8 0,02
Monolinuron 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 30 72,6 0,01
Moxidectin 1,00 0,020 1-500 0,02-10 84 79,6 neni definovano
Myclobutanil 0,25 0,005 0,25-250 0,005-5 44 72,6 0,01
Neburon 0,25 0,005 0,25-250 0,005-5 41 59,0 0,01
Nitenpyram 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 32 52,3 0,01
Omethoate 1,00 0,020 1-500 0,02-10 22 61,6 0,02
Oxadixyl 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 32 66,3 0,01
Oxamyl 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 26 68,3 0,01
Paclobutrazol 0,25 0,005 0,25-250 0,005-5 49 75,0 0,01
Penconazole 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 44 61,6 0,01
Phenmedipham 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 46 72,1 0,01
Picoxystrobin 0,25 0,005 0,25-250 0,005-5 50 67,8 0,01
Pirimicarb 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 29 73,8 0,05
Prochloraz 1,00 0,020 1-250 0,02-5 54 65,2 0,03
Promecarb 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 36 75,2 0,01
Prometryne 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 45 78,8 0,01
Propamocarb free basc 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 23 56,2 0,01
Propham 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 35 62,2 0,01
Propiconazole (Tilt) 1,00 0,020 1-500 0,02-10 42 57,1 2,00



file:///ng-ml~1
file:///mg-kg~1
file:///ng-ml~1
file:///mg-kg~1

a9

Tabulka 9.2: Tabulka validacnich parametri

Rozmezi | Rozmezi L
Analyt [n;?n?_l] [ng{:(j_l] kalibrace | kalibrace P[{%? Vytﬁ%l%t [mgzi_l]
[ng-ml”"] | [mg-kg™"]

Propoxur (baygon) 1,00 0,020 1-100 0,02-2 27 71,0 0,05
Pymetrozine 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 30 75,2 0,05
Pyraclostrobin 2,50 0,050 2,5-250 0,005-5 59 68,0 1,00
Pyrimethanil 1,00 0,020 1-250 0,02-5 88 75,4 0,05
Quinoxyfen 0,25 0,005 0,25-100 0,005-2 70 58,2 0,20
Rotenone 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 44 75,0 0,01
Secbumeton 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 26 74,9 0,01
Spiromesifen 1,00 0,020 1-250 0,02-5 75 83,7 0,02
Spiroxamine [ 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 44 89,7 0.05
Spiroxamine II 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 38 81,9 ’

Tebuconazole 1,00 0,020 1-500 0,02-10 34 67,4 2,00
Tebuthiuron 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 23 80,3 0,01
Temephos (Abate) 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 79 49,3 0,01
Terbumeton 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 29 71,9 0,01
Thiacloprid 2,50 0,050 2,5-500 0,05-10 25 72,7 0,90
Thiamethoxam 1,00 0,020 1-250 0,02-5 23 67,4 0,40
Thidiazuron 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 45 72,7 0,01
Triadimefon 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 65 77,0 0,01
Triadimenol 2,50 0,050 2,5-250 0,05-5 36 62,5 0,05
Tricyclazole (Beam) 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 26 59,8 0,01
Triflumizole 1,00 0,020 1-100 0,02-2 55 72,4 0,02
Triflumuron 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 31 59,5 0,01
Vamidothion (Vamidoate) 0,25 0,005 0,25-500 | 0,005-10 27 61,9 0,01
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