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Optimalizace a validace metody pro stanoveni rezidui
pesticidi v pSeni¢né slamé
Souhrn

Cilem diplomové prace bylo feSeni aktualniho problému v zeméd€lské praxi, ktery se
tykd obsahu rezidui G¢inné herbicidnich latky pyroxsulam ve sldmé z oSetfenych porostil
obilovin, jejichz slama se vyuziva pti ptipravé substratu pro péstovani hub a pii mulCovani
jahodniku a organickém hnojeni zeleniny. Hlavnim cilem prace bylo zavedeni metody pro
stanoveni rezidui tohoto pesticidu. Dil¢im cilem je provést monitoring obsahu ve sldmé rtizného
pivodu a pii raznych zplsobech zpracovani.

Hypotéza: Pomoci dostupné analytické instrumentace bude mozné monitorovat obsah
pyroxsulamu ve vzorcich slamy v zévisloti na jednotlivych velikostech frakci slamy.

Byly odebrany vzorky slamy od péstiteli pSenice, ktefi vyuzivaji riznou intenzitu
oSetfeni herbicidy s u¢innou latkou pyroxsulam. Shromazdéné vzorky sldmy byly oSetfeny
ptipravky Mustang Forte a Corrello. Byla vypracovana metodika na izolaci a stanoveni rezidui
herbicidu pyroxsulam ze slamy. Vzorky pro stanoveni rezidui pesticidi byly extrahovany a
pro¢istény pomoci extrakce na pevné fazi. Jednotlivé latky byly identifikovany a
kvantifikovany pomoci kapalinové chromatografie s hmotnostnim spektrometrem (HPLC/MS).

Vysledek méteni ukazal, ze frakce o velikosti 0,5 mm vykazuji vyssi koncentrace

rezidui pyroxsulamu, nez frakce o vyssSich velikostech.

Kli¢ova slova: pyroxsulam, slama, residua, extrakce



Optimization and validation of analytical method for
assessment of pesticide residues in wheat straw

Summary

The aim of the diploma thesis was to solve a current problem in agricultural practice,
which concerns the content of residues of the active herbicide pyroxsulam in straw from treated
cereals, whose straw is used in the preparation of substrates for mushroom growing and
mulching strawberries and organic fertilization of vegetables. The main goal of this work was
to introduce a method for determining the residues of this pesticide. The partial goal is to
monitor the content of straw of various origins and processing.

Hypothesis: Using the available analytical instrumentation, it will be possible to monitor
the content of pyroxsulam in straw samples depending on the individual sizes of straw fractions.

Straw samples were taken from wheat growers using different intensities of herbicide
treatment with pyroxsulam. The collected straw samples were treated with Mustang Forte and
Corrello. A methodology for the isolation and determination of residues of the herbicide
pyroxsulam from straw has been developed. Samples for the determination of pesticide residues
were extracted and purified by solid phase extraction. Individual substances were identified and
quantified by liquid chromatography with mass spectrometry (HPLC / MS).

The measurement result showed that the 0.5 mm fractions showed higher concentrations

of pyroxsulam residues than the higher size fractions.

Keywords: pyroxsulam, straw, residues, extraction
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1 Uvod
Pesticidy jsou podle smérnice EP a Rady 2009/128/ES definovany jako pfipravky na

ochranu rostlin a biocidni pfipravky. Pfipravky na ochranu rostlin jsou jednoslozkové nebo
dvouslozkové roztoky urcené primarné k ochrané rostlin. Biocidni pfipravky jsou smési jedné
¢i vice ucinnych latek, které slouzi k niCeni, zneSkodnovani a odpuzovani jakéhokoliv
Skodlivého organismu. [1]

Pouzivani pesticidii v zeméd€lstvi je v soucasné dobé velmi aktualni a hojné feSena
problematika. S rozvojem analytickych metod a moznosti detekce pesticidi jsou nékteré ucinné
latky oznacovany jako potencialné Skodlivé pro lidské zdravi. Jedna se zejména o moZznou
karcinogenitu nékterych latek.

Velkym problémem je perzistence pesticidil, to znamena, jejich schopnost akumulovat
se vorganismu a dlouho setrvdvat v potravinovém fetézci. Latky jako aminopyralid a
pyroxsulam pouZivané k oSetfovani obili, mohou migrovat do obilné slamy, kterd bud’ ziistava
na poli jako poskliziiovy zbytek, ktery je poté zaoran, nebo je pouzivana jako mul¢ pro
péstovani jahod nebo raj¢at. Na tomto uvedeném piikladu 1ze velmi dobie ilustrovat moznou
migraci pesticidli z primarné oSetfené¢ plodiny dale do meziprodukti az po konzumaci

spottebitelem.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem diplomové prace bylo feseni aktudlniho problému v zeméd¢€lské praxi, ktery se
tykd obsahu rezidui G¢inné herbicidnich latky pyroxsulam ve slamé z oSetfenych porostl
obilovin, jejichz slama se vyuziva pfi pfipravé substratu pro péstovani hub a pfi mulovani
jahodniku a organickém hnojeni zeleniny. Hlavnim cilem prace bylo zavedeni metody pro
stanoveni rezidui tohoto pesticidu. Dil¢im cilem je provést monitoring obsahu ve sldmé rtizného
ptvodu a pfi riznych zptsobech zpracovani.

Hypotéza: Pomoci dostupné analytické instrumentace bude moZzné monitorovat obsah

pyroxsulamu ve vzorcich slamy v zavisloti na jednotlivych velikostech frakei slamy.



3 Literarni reSerse

3.1 Aminopyralid

Aminopyralid je organochlorinovy pesticid odvozeny od kyseliny pikolinové. Jeho
struktura odpovida kyselin¢ 3,6-dichlorované 4-aminopikolinové. Je pouzivan jako herbicid
pattici do skupiny pyridint. [2] Jednad se o herbicid pouzivany pro oSetfovani pSenice, na
trvalych travnich pastvinach, na nezemédélskych a ptirodnich oblastech. Poskytuje Siroké
spektrum postemergentni kontroly Sirokolistych agronomickych pleveli a Skodlivych,
invazivnich ro¢nich, dvouletych i viceletych druhti plevelti. [3] Dale snizuje zamoieni a potiebu
opétovnéeho oSetieni stanovist’ v zavislosti na pouzité mife a cilovych plevelech.

SloZzenim se jedna o bily praSek bez zapachu s bodem rozpustnosti 163,5 °C.
Aminopyralid je nejlépe rozpustny v methanolu, dale potom v ethylacetatu, acetonu a heptanu.
Hiife rozpustny je ve vodném roztoku. Latka je stabilni pii pH 5, 7 a 9 pfi teplote 20 °C po dobu
31 dni. [4] Podle databaze pesticidi Evropské unie byla stanovena hodnota ADI na 0,26
mg/kg/den. [5]

3.1.1 Zdravotni rizika

Udaje o akutni toxicité dokazuji, Ze aminopyralid ma prostiednictvim oralni, dermalni
a inhala¢ni expozice nizkou toxicitu. Ve studii akutni neurotoxicity u potkanii nebyly nalezeny
zadné ucinky souvisejici s motorickou aktivitou nebo neuropatologickd pozorovani. Hodnota
bez pozorovanych nezadoucich u¢inkti (NOAEL) byla stanovena na 1000 mg/kg na zaklad¢
klinickych pozorovani fekalniho znecisténi u samcti a na zakladé pozorovani znecisténi moci u
samic pozorovanych pii hodnoté¢ 2000 mg na kilogram télesné hmotnosti. Aminopyralid byl
dale podroben testu na mutagenitu s negativnim zavérem, s vyjimkou in vitro testu aberace
chromozomll s vyuZzitim potkanich lymfocytl. Aminopyralid byl klasifikovan jako
nepravdépodobné karcinogenni pro ¢lovéka. Ve studiich karcinogenity u potkantli a mysi nebylo

zjisténo zvyseni poc¢tu nadort. [3]
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Obrazek 1: Strukturni vzorec aminopyralidu [6]

3.2 Pyroxsulam

Pyroxsulam je postemergentni herbicid slouzici ke kontrole Sirokolistych plevela a
Sirokého spektra trav v psenici aplikovatelny pozemni nebo leteckou cestou. Patii do skupiny
triazolopyrimidind. Latka ma vys$i bod rozpustnosti nez aminopyralid a to konkrétné 208,3 °C.
Pyroxsulam je stabilni pii pH 4,06 pii teploté 24,4 °C. Nejlépe je rozpustny v oktanolu. Pfi
porovnani rozpustnosti aminopyralidu v methanolu a pyroxsulamu v methanolu, je u
pyroxsulamu niz8i. [7] Podle databdze pesticidii Evropské unie byla hodnota tolerovaného

denniho pifijmu (ADI) stanovena na hodnotu 0,9 mg/kg/den. [8§]

3.2.1 Zdravotni rizika

Akutni toxicita pyroxsulamu prostiednictvim oralni, dermalni a inhalaéni cesty je
definovana jako nizka az stfedni. V toxikologickych studiich s opakovanou davkou byla
zjiSténa nizk4 toxicita pomoci peroralni a dermalni expozicni cesty. U subchronickych studii
na mysSich, krysach a psech nebyly pozorovany zadné neZaddouci projevy spojené s 1é¢bou. Ve

studii, kterd zkoumala karcinogenitu u mysi, byla stanovena hodnota LOAEL (Lowest
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Observed Adverse Effect Level) neboli nejnizsi davka, pii které byl pozorovan skodlivy u¢inek
na 1000 mg/kg/den. Potvrzujicim diikazem pro uvedené zjisténi byl zvySeny vyskyt alterace
hepatocyti u mysSich samcii. Vystupem této studie byla hodnota NOAEL (No Observed
Adverse Effect Level) neboli davka pfi které jest¢ nebyl pozorovan negativni ucinek, ve vysi
100 mg/kg/den. Zavérem lze Fici, ze neexistuji zadné Gcinky, které by vedly k neurotoxicité ¢i
jinym rizikiim. Po vylouceni karcinogenity ve studiich na mysich a potkanech je pyroxsulam
klasifikovan jako nepravdépodobné karcinogenni pro lidského jedince. [7]

Podle jednoho znejvétsich producenti pesticidi chemické spoleénosti Dow
AgroSciences s.r.o. je pyroxsulam latka, ktera se v pudnich a vodnich systémech rychle
rozkladd mikrobialni degradaci. V ptipadé, Ze se latka uvolni do zivotniho prostiedi, 1ze ji
odstranit zafizenimi na ¢isténi odpadnich vod. Dale spole¢nost Dow AgroSciences s.r.o.
deklaruje, ze latka mé nizky biokoncentracni potencial, to znamena, Ze jeji tendence hromadit
se V potravinovém fetézci je nizkd. Také moznost kontaminace podzemnich vod pyroxsulamem

je povazovana za nizkou. [9]
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Obrdzek 2: Strukturni vzorec pyroxsulamu [10]
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Obrdzek 3: 3D vzorec pyroxsulamu [11]

3.3 Mustang Forte

Mustang Forte je herbicidni pfipravek vyrabény spolecnosti Dow AgroSciences S.r.0.
pouzivany pro oSetiovani obilovin. Uginnymi latkami obsazenymi v produktu jsou
aminopyralid a florasulam. Podle webovych stranek Registru ptipravki na ochranu rostlin bylo
uvadéni obchu na trh ukonceno 5. bfezna 2019 a povoleno je pouze spotiebovani zasob. [12]
Spektrum uéinnosti ptipravku je pomémé Siroké. Uinny je proti nasledujicim pleveltm:
hefmankovec piimotsky, kokoSka pastusi tobolka, vydrol fepky, penizek rolni, ptacinec
zabinec, pchac¢ oset, rdesno Cervivec, violka trojbarevnd, violka rolni, merlik bily, pohanka
svlaécovita a svizel pfitula. Podle dokumentu vydaném Ustfednim kontrolnim a zkusebnim
ustavem zemédélskym mohou po oSetfeni obilnin zlstavat po sklizni v pid€ a slamé rezidua
piipravkl. Pro urychleni odbouravani téchto rezidui je nutné slamu roziezat a co nejdiive po
sklizni zapravit. Pokud nejsou rezidua ucinnych latek v rostlinnych zbytcich zcela rozlozeny,
mohou nasledné poskodit citlivé plodiny. Sldma oSetfend timto pfipravkem ani hntij od zvirat
krmenych touto slamou by nemél byt pouZit pro kompostovani. Déle by slama z obilnin neméla
byt nasledné pouZita pro péstovani hub ani jahod. Pfipravek se aplikuje posttikem pfti optimalni
teploté 7-25 °C. [13]

Mustang Forte je bila kapalina charakteristického zapachu spH 5,4. Podle
bezpeénostniho listu vydaného spole¢nosti Dow AgroSciences s.r.0. nejsou znamy nebezpecné
reakce pii pouZiti latky za normalnich podminek, dale je latka neschopné polymerizace a pfi

béZnych teplotach je tepelné stald. Naopak pii zvySenych teplotach se aktivni sloZka rozklada
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a produkty tohoto rozkladu mohou byt oxid uhli¢ity a také toxické plyny oxid uhelnaty a
chlorovodik. [14]

Dale dokument uvadi, ze jednotlivé slozky vyrobku Mustang Forte jako estery 2,4-D,
draselna stl aminopyralid draselny nejsou latky, které nelze povazovat za snadno biologicky
odbouratelné. Nicméné to nutné neznamena, ze latka neni v zivotnim prostiedi biologicky
odbouratelna. Na druhou stranu florasulam a propan-1,2-diol obsazené ve vyrobku jsou
povazovany za latky snadno biologicky degradovatelné. DalSim parametrem, ktery je sledovan
je bioakumulaéni potencidl v ekosystému. Vyse uvedené slozky se povazuji za latky s nizkym
biokoncentraénim potencialem. Potencial mobility v ptidé u aminopyralidu draselného a

fllorasulamu je velmi vysoky. [14]

3.4 Corello

Corello je herbicidni pfipravek vyrabény spolecnosti Dow AgroSciences s.r.o.
pouzivany zejména k oSetfovani pSenice, Zita a tritikale. U&innou latkou je pyroxsulam
v koncentraci 75 g/kg. [15] Piipravek se aplikuje na aktivné rostouci plevele pii podminkach
piiznivych pro rist, to znamena teplo a vyssi vzdusna vlhkost. Citlivé plevele proti piipravku
Corello jsou nasledujici: chundelka metlice, svizel pfitula, rozrazil persky, vydrol fepky, violka
rolni, kokoska pastusi tobolka, penizek rolni, hefmankovec ptimoisky, ptainec Zabinec, a
svefep jalovy. Naopak vice rezistentnim je plevel svizel pfitula. Corello se aplikuje
postemergentné na podzim nebo na jaie od faze tietiho listu obilniny po fazi druhého kolénka.
Podle dokumentu vydaném Ustfednim kontrolnim a zku$ebnim tstavem zemé&délskym by se
slama z porostt, kde byl aplikovan ptipravek Corello, neméla dale pouzivat pii péstovani hub.
[16]

Veskeré stopy piipravku Corello je nutné ihned po aplikaci odstranit z postiikovace a
misicich nadrzi, aby nedoSlo k eventudlnimu poskozeni dalSich plodin oSetfovanych
postiikovadem. Zaroven je vyloucené pouzivat piipravek na pozemcich svazujicich se
k povrchovym vodam, z divodu jejich mozné kontaminace. [16]

Podle bezpecnostniho listu vystaveného vyrobcem pfipravku se jednd o pevnou
hnédavou latku s plesnivym a zatuchlym zapachem s pH 5,51. Pfi pouziti za béZnych podminek
nedochazi k nebezpeCnym reakcim. Latka je tepelné stala pii béZnych teplotich a také
neschopna polymerizace. Pii rozkladu aktivni slozky pfi zvySenych teplotach uvoliuji toxické
plyny. [17]
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Dale bezpecnostni list uvadi, ze pyroxsulam jako jedna ze slozek ptipravku, nelze
povazovat za latku snadno biologicky odbouratelnou, nicméné to nemusi znamenat, ze latka
nemuze byt v Zivotnim prostfedi biologicky degradovatelna. Dalsi slozkou je lignosulfonan
sodny, ktery se odbourava v ekosystému velmi pomalu. Naproti tomu kyselina citronova je
snadno biologicky odbouratelny. Biologickd odbouratelnost nabyva hodnoty 97 %.
Mineralizace dosahuje 70 %. Bioakumula¢ni ppotancial vyse uvedenych slozek se také lisi.
Biokoncentracni potencial pyroxsulamu, lignosulfanu sodného a kyseliny citronové je nizky,
zatimco u slozky klochintocet-mexyl, ktera mize vyvolat alergickou reakci je stiedni. DalSim
sledovanym parametrem je mobilita v pid¢. Potencidl mobility pyroxsulamu v pudé je
povazovan za vysoky. Oproti tomu u klochintocet-mexylu a lignosufan sodného existuje

ptedpoklad, ze jde o latky relativné imobilni. [17]

3.5 Analytické metody

3.6 HPLC

Vysoce ucinna kapalinova chromatografie (HPLC) je hlavnim analytickym néstrojem v
soucasné védeé. Moderni HPLC nabizi vysoké rozliSeni umoziujici kvantitativni stanoveni
cilovych analyti v komplexnich matricich diky své kompatibilité s fadou detektort. [25]

V HPLC se bézné pouzivaji napliové kolony a stacionarni faze. Jednou z
nejoblibenéjSich stacionarnich fazi HPLC pouzivanych ve forenzni védé je uhlovodik C18
(oktadekan). Tento material ma pfibliZznou konzistenci jako svickovy vosk. Mobilni faze mohou

byt bud’ jedna kapalina, nebo roztok obsahujici dvé nebo vice misitelnych kapalin. [26]

HPLC ma oproti GC nékteré vyznamné vyhody. Napiiklad v GC je stacionarni faze
vzdy polarnéjsi nez mobilni faze (nic nemlze byt méné poldrni nez inertni plyn, jako je dusik
nebo helium). V HPLC mohou byt stacionarni faze a mobilni f4ze navrZeny tak, Ze stacionarni
faze je méné polarni nez mobilni faze. Oktadekan je piikladem velmi nepolarni stacionarni faze.
V takovych ptipadech se chromatografie oznacuje jako reverzni faze. To muize byt velkou
pomoci pii oddélovani smési nepolarnich latek, které by se dobie neoddélovaly pomoci polarni
stacionarni faze. Dalsi vyhodou HPLC oproti GC je to, Ze sloZeni mobilni faze miize byt béhem
béhu zménéno. Tomu se fika gradientova chromatografie. Nékdy je zadouci zacit s relativné
nepolarni mobilni fazi a poté postupné zvySovat jeji polaritu pfidavanim stale vice polarniho

rozpoustédla. Toho lze snadno dosdhnout pouzitim dvou nebo vice rozpoustédel a dvou nebo
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vice ¢erpadel. Pocita¢ fidi mnozstvi kazdého rozpoustédla, ¢imz méni polaritu mobilni faze za
behu. Gradientova chromatografie se pouziva, pokud analyt obsahuje slozky s riznou polaritou.
Jeho pouziti mlize pomoci oddélit podobné latky s nizkou hmotnosti a zaroven udrzet
experiment na primétenou dobu. Je to ponc¢kud analogické programovani teploty v plynové
chromatografii. Kdyz mobilni faze zistavda béhem beéhu HPLC konstantni, nazyva se
izokratickd chromatografie. Protoze se jako mobilni faze pouzivaji kapaliny, je HPLC bézné
provozovana pii pokojové teploté, aby se odstranilo nebezpeéi naristu tlaku, pokud se kapaliny

dostanou blizko bodu varu. [26]
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L : Computer Data Station
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Pump Detector
Solvent Manager
Solvent Delivery System

YWaste
Obrazek 4: Schéma metody HPLC [28]

HPLC se stava stale popularnéjsi ve forenznich védeckych laboratotich. Nékteré ze
stejnych materiall, které jsou separovany metodami plynové chromatografie (GC), lze také
analyzovat pomoci HPLC. Vysoce u¢inna kapalinova chromatografie muze byt metodou volby
pro separaci analytl, které jsou citlivé na teplotu, jako jsou vybusniny, které se rozkladaji,

nékdy nasilng, kdyz jsou vystaveny teplu. Nékteré piiklady pro analyzu jsou uvedeny nize: [26]

Léky: Mnoho kontrolovanych latek je analyzovano pomoci HPLC. Kromé toho 1ze také

analyzovat léky odebrané z télesnych tekutin. Plynovou chromatografii jsou drogy castéji
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identifikovany kvili snadnosti pouziti hmotnostniho spektrometru. Ac¢koli jsou nastroje HPLC-
MS v soucasné dobé komeréné dostupné, nejsou Siroce pouzivany ve forenznich védeckych

laboratofich.

Pidy: Organické extrakce mohou byt provadény na pid¢ a rizné latky mohou byt
separovany. Vysledkem je profil pudy. Latky ve smési nejsou identifikovany, ale profil je
uziteCnym zpusobem, jak urcit, zda by puda nalezend na mist¢ ¢inu mohla pochéazet z

konkrétniho mista.

Vybusniny: Miize byt bezpecné provozovat vybusné extrakty pomoci GC kvili

vysokému teplu, ale HPLC je idealni metoda pro separaci vybusnych zbytkd.

Inkousty a barviva: Stanoveni viditelnych a UV spekter inkoustli je uzitecné pfti
porovnani psaciho nastroje a psani na dokument. HPLC miize byt také pouzita ke sledovani
starnuti inkoustu, protoze zasycha a degraduje Barviva mohou byt extrahovana z vldken a také

separovana pomoci HPLC. [26]
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Obrazek 5: Priklad chromatogramu [29]
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Obrazek 6: Technické usporaddani HPLC [28]

3.7 SPE

Extrakce na pevné fazi (SPE) je metoda extrakce, kterd pouziva pevné faze a kapalné
faze pro izolaci jednoho analytu z roztoku. Obvykle se pouziva k vyc€isténi vzorku pied
pouzitim chromatografické nebo jiné analytické metody pro kvantifikaci mnozstvi analytu
(analytl) ve vzorku.

Obecnym postupem je naplnéni roztoku do faze SPE, smyti nezddoucich slozek a poté
vyplaveni pozadovanych analytt dal§im rozpoustédlem do sbérné zkumavky. Extrakce v pevné
fazi pouzivaji stejny typ staciondrnich fazi, jaké se pouZzivaji ve sloupcich kapalinové
chromatografie. Stacionarni faze je obsaZena ve sklenéné nebo plastové koloné nad fritou nebo
sklenénou vlnou. Sloupec milize mit fritu na horni ¢asti stacionarni faze a moho a také uzaviraci
kohout pro fizeni toku rozpoustédla pies sloupec. Komeréni kazety SPE maji kapacitu 1-10 ml
a jsou po pouziti zlikvidovany. Obvykle se pouzivaji k vycisténi vzorku pied pouZzitim
chromatografické nebo jiné analytické metody pro kvantifikaci mnozstvi analytu (analyti) ve

vzorku.
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Postupy extrakce na pevné fazi se pouzivaji nejen k extrakci stop organickych slou¢enin
ze vzorkl zivotniho prostiedi, ale také k odstranéni ruSivych slozek komplexnich matric za
ucelem ziskdni CistSiho extraktu obsahujiciho pozadované analyty. SPE technika je Siroce

pouzivana pro izolaci analytd z kapalné matrice a vycisténych extraktd. [27]

1. conditioning 2. loading 3. washing 4. elution
—conditioning — sample — washing —eluent
solvent solution solvent
— | = — — *‘ - *|~ =
=1 olyme <X u"“ —
I Rt Y 4 -
Il I ] ]

L) A A A

N

e, final analyte
.« interfering components solution

\ ]
v ;' analyte molecules

Obrazek 1: Zndzornéni metody SPE [30]

3.8 Detekce pesticidii a herbicida

Pro detekci pesticidll a herbicidd jsou nejcastéji pouzivany vysokoucinna kapalinova
chromatografie (HPLC) spojena standemovou hmotnostni spektrometrii. Kapalinova
chromatografie 1ze modifikovat na velmi vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (UPLC),
pouzivanou jako vylepSeni pfedchozi metody HPLC. Dalsi pouzivanou metodou je metoda
zvana QUEChERS. Bé&Zna je i kombinace vice metod pro zajiSténi snadnéjsi a efektivnéjsi
detekce.

Pritomnost pesticidll v ekosystému, to znamena v pidé, v biologickém materidlu nebo

V podzemnich vodach, pfipadné v samotnych potravinach je v souc¢asné dobé velmi feSenou
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problematikou. Pravé jejich vyskyt v ekosystému a v samotnych potravinach, jako napiiklad
V ovoci ¢i zelening je bran jako potencidlni riziko pro zdravi konzumentt.

Jednou ze studii zabyvajici se touto problematikou je studie publikovana v roce 2015
Zhaoem a kolektivem védci. Studie se zabyva detekci tfi rezidui herbicidd a to konkrétné
florasulamu, fluroxypyru, and halauxifen-methylu. Pro detekci bylo pouzita vysokoucinna
kapalinova chromatografie ndsledovana tandemovou hmotnostni spektrometrii. Vzorky byly
extrahovany smési acetonitrilu a vody, ndsledované disperznim c¢isténim v pevné fazi a
samotnou detekci. Cilové analyty byly detekovany v pétiminutovych cyklech pomoci
vysokouc¢inné kapalinové chromatografie vybavenou velmi pevnou kiemikovou kolonou
ptipojenou ke zdroji elektronové ionizace v pozitivnim rezimu. Jako mobilni faze byla pouzita
smes acetonitrilu o koncentraci 0,2 % obj. a vody, kterd byla pumpou Cerpéna pritokovou
rychlosti 200 pL/min. Béhem detekce byla teplota kolony udrzovéna pti 40 °C z divodu snizeni
viskozity vzorku. Teplota vzorkt byla nastavena na 10 °C. Nasledny objem nastiiku ¢inil 3 pL.
Vsechny tii herbicidy byly eluovany v Casovém rozmezi péti minut. Pro analyzu byl pouzit
hmotnostni spektrometr s trojnasobnym kvadrupdlem ptipojenym ke zdroji elektronova
ionizace. Jako nebuliza¢ni plyn byl pouzit dusik, koliznim plynem byl argon. Typickymi
podminkami tandemové hmotnostni spektrometrie bylo kapilarni napéti o hodnoté 3,0 kV;
teplota zdroje 150 °C a teplota desolvatace 350 °C. Pied samotnou analyzou byly vzorky
podrobeny homogenizaci. Vzorky o hmotnosti 10 g pSeni¢ného zrna, 10 g pudy a 5 g slamy
byly navazeny do 50 mL teflonovych centrifuga¢nich zkumavek. Do kazdé matrice byl
naspikovan standard. Pro ucely porovnani byl pouzit blank, ktery byl podroben totoznému
procesnimu postupu, nicméné bez piidani standardu. Poté byly zkumavky umistény do vortexu
na 3 minuty a dale ponechany 2 hodiny pfi pokojové teploté pro dosazeni rovnomérné distribuce
pesticidi. Nasledné byly do kazdé zkumavky pfidany 10 mL acetonitrilu a 10 mL destilované
vody a opetovné umistény do vortexu. Poté doslo k pfidani 5 g NaCl. Proces vortexovani byl
nasledn¢ nékolikrat opakovan az po dosazeni vysledného supernatantu, ktery byl dale
prefiltrovan ptes 0,22 pm nylonovy filtr. VSechny vialky byly pfed samotnou analyzou
protfepany a umistény do autosampleru pro provedeni analyzy. [18]

Vyse popsand metoda vykazovala velmi dobrou piesnost a spravnost. Vytéznost u vech
tii herbicidl se pohybovala v rozmezi 75,8 a 114,6 %, s relativni standardni odchylkou uvniti
dne mensi nez 6,01 % a mezi denni relativni standardni odchylkou mensi nez 4,02 %. Meze

kvantifikace se pohybovaly mezi 0,14 a 7,68 ng/kg pro kazdy herbicid. [18]
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Obrazek 8: Grafické zndzornéni analyzy s vyuZitim metody QuEChERS [19]

Dalsi studie popisujici feSenou problematiku byla publikovana v roce 2016 Zhangem a
kolektivem védci. Zminéna studie popisuje pouziti metody QUEChERS spolu s kapalinovou
chromatografii a tandemovou hmotnostni spektrometrii uréenou s cilem provést multiresidualni
analyzu pesticidl a pSeni¢né a ryzové slame. Uvedena zvalidovana metoda slouzila k rychlému
stanoveni 69 pesticidi v riznych trovnich koncentrace. V kvantitativni analyze se vytéznosti
pohybovaly v rozmezi od 70 do 120 % a u vétSiny stanovovanych analyt byla dosazena
relativni smérodatnd odchylka mensi nez 20 %. Dale vétSina analyti dosahovala podobné
linearity a to konkrétné R2 vétsi nez 0,98. Pfidani 0,1 % kyseliny mravenci do vzorkll nebo
nikoliv pii1 extrakce acetonitrilem vedlo k podobnym vysledkiim, pouze s rozdilem pouziti
jiného sorbentu v disperzni extrakci na pevné fazi. Pfi porovnani autoii studie dospé¢li k nazoru,
7e ob¢

metody jsou efektivni a u€¢inné pro multiresidualni analyzu stanovovanych pesticidl ve

vzorcich pSeni¢né a ryzové slamy. [19]
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Tabulka 1: Podminky pro chromatografické gradienty pii LC-MS/MS analyzy [19]

Cas (min) Acetonitril (%) Roztok 0,1 % kyseliny
mravendi s vodou
0 1 99
0,5 1 99
2 30 70
4 30 70
8 70 30
10 70 30
11 99 1
16 99 1
17,5 1 99
25 1 99
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Obrdzek 9: Graf vytéznosti jednotlivych 69 pesticidii v zavislosti na retencnim case v pSenicné a
ryzové slamé [19]

Studie problematiky pesticidi se zabyvala také studie vydana v roce 2016 Pangem a
kolektivem védctl. Pro stanoveni ¢tyt herbicidll v piid€, pSenici a pSenicné slamé byla pouZita

metoda QUEChERS spolu s kapalinovou chromatografii nasledovanou tandemovou hmotnostni
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spektrometrii. Byly stanovovany ¢tyii herbicidy a to konkrétné florasulam, carfentrazone-ethyl,
fluroxypyr-meptyl, and fluroxypyr. Upravou mnozstvi grafitizované saze lze dosahnout
vytéznosti v rozmezi 80 az 110 %. Kinetika rozptyleni uvedenych ctyt herbicidi v pade,
pSeni¢né slamé a v pSenici se lisila. Naptiklad zbytkové koncentrace po uplynuti dvou hodin
po osetieni byly vyssi v pSeni¢né slame nez v piid¢€ a dale ve slamé nastala rychlejsi degradace
herbicidi v porovnani s piidou a pSeni¢nym zrnem. Stanovena rezidua v pudé€, pSeni¢né slamé
a Vv psSenitném zrnu byly vSechna pod hranici maximalnich residudlnich limitd (MRL)
stanovenych legislativou. PouZzitd metoda stanoveni byla souhrnné oznacena jako univerzalni a
snadna na provedeni. [20]

Studie vydana v roce publikovana v roce 2012 Tianem a kolektivem védci sledovala
stanoveni rezidui aminopyralidu, clopyralidu a picloramu v zeleniné a v ovoci. Konkrétné se
jednalo o vzorky lilkt, okurek a rajcat. Z ovoce 0 vzorky jablek a hroznti. Ke stanoveni byla
pouzita ultra vysokouc¢inna kapalinova chromatografie s pouzitim tandemové hmotnostni
spektrometrie. PouZzitd metoda zahrnuje extrakci smési 1% kyseliny mravenci a acetonitrilu,
kterd vykazovala vysokou extrakéni uc€innost. Poté nasledovalo ptecisténi vzorku 50 mg
karbonové saze. Chromatograficka separace byla provedena na kolon¢ C18 pouzitim eluce
binarnim gradientem, ktery obsahoval methanol a 0,2 % kyselinu mravenc¢i v destilované vodé.
K stanoveni sloucenin bylo zapotiebi tfi minut. Pii pouziti ¢tyf koncentrac¢nich stupin, a to
0,05; 0,1; 0,5 a 1,0 mg/kg, se jednotlivé primérné vytéznosti pohybovaly v rozmezi od 66,5 %
do 109,4 % s relativni smérodatnou odchylkou v rozpéti od 1,1 do 19,7 % pro vSechny analyty.
Limity detekce (LOD) byly pod hranici 0,010 mg/kg a limity kvantifikace (LOQ) nepiesahly
hodnotu 0,036 mg/kg, coz jsou hodnoty niz§i nezZ maximalni residualni limity (MRL), které
jsou v rozmezi 0,5 az 5,0 mg/kg. Pouzita metoda poskytla dobré limity detekce a limity
kvantifikace u zeleninovych a ovocnych vzorki, s vyjimkou vzorku lilku. Souhrnem lze fici,
ze metoda poskytla velmi kvalitni vysledky pro vSechny tii pesticidy ve vzorcich ovoce a

zeleniny. [21]
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4 Metodika
4.1 Priprava vzorki pSeni¢né slamy

Jednotlivé vzorky pSeni¢né slamy byly navazeny na hmotnost 5 g + 0,1 g. Tyto vzorky
byly dale extrahovany na automatickém extraktoru s pouzitim methanolu jako rozpoustédla.
Nasledujici tabulka piehledné shrnuje jednotlivé vzorky pseni¢né slamy, velikost jejich frakci
a také jejich pracovni oznaceni.

Tabulka 2: Seznam vzorkl pSeni¢né slamy

Vzorky Frakce (mm) Oznaceni
PSenice Cista 0,5 1A
PSenice Cista 1,0 1B
Psenice Cista 1,5 1C

1 rok han¢ 0,5 3A
1 rok hanc¢ 1,0 3B
1 rok hanc¢ 15 3C
2 roky han¢ 0,5 4A
2 roky han¢ 1,0 4B
2 roky han¢ 1,5 4C
Cerstvéa hant 0,5 5A
Cerstvéa hant 1,0 5B
Cerstva hant 1,5 5C
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Do extrakénich zkumavek byly vlozeny jednotlivé vzorky slamy a kousky vaty pro
zlepSeni izolace. Pfed samotnou extrakci byla ¢ast vzorkd naspikovdna aminopyralidem a

pyroxsulamem z divodu zjisténi tepelné stability jednotlivych herbicidd pii ptisobeni zvysené

extrakeni teploty a také z diivodu dalsiho stanoveni v ramci experimentu. Extrakce probihala

Obrdazek 10 Automaticky extraktor od spolecnosti Velp Scientifica

pti teploté 210 °C ve tfech fazich: imersion, washing recovery.

Po provedeni extrakce se k vypafenym naspikovanym i1 nenaspikovanym vzorkim
ptidalo 1,5 mL methanolu. Pro dosaZeni opétovného rozpusténi vzorki byly vzorky umistény
do ultrazvukové ldzné. Obsah byl ptepipetovan do ependorfek a umistén do centrifugy na 10
minut pii 17000 otaCkach/s. Poté byla provedena extrakce na pevnou fazi, tzv. SPE extrakce.
Jeji princip spociva ve stiidavém promivani vzorki polarnim a nepolarnim rozpoustédlem,
V naSem piipadé se jedna o destilovanou vodu a methanol. Cely proces se sklada z péti krokd.
Nejprve dojde k proliti vzorku 5 ml methanolu, ve druhém kroku potom 5 ml destilované vody.
Ve tretim kroku dojde k zachyceni vzorku na silikagelu, ktery je soucasti SPE patrony. Ve
ctvrtém kroku dojde znovu k proliti vzorkl destilovanou vodou a tim k vyplaveni polarnich

latek ze vzorkd. V poslednim kroku dojde k proliti vzort methanolem, ktery zapfi¢ini vyplaveni
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méné polarnich az nepoldrnich latek ze vzorkl, jimiz jsou v naSem piipad¢ stanovované
pesticidy.

Od kazdého vzorku byly ptipraveny dvé vialky. Jedna vialka pfislusného vzorku
obsahovala 1 mL destilované vody jako rozpoustédla a druha vialka ptislusného vzorku
obsahovala 1 mL methanolu jako rozpoustédla. Takto pfipravené vzorky déle putovaly k findlni
analyze pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie HPLC. VysSe popsany postup byl
vzhledem Kk nepouzitelnosti namétenych vysledkl nahrazen postupem uvedenym v nasledujici

kapitole.

4.2 Priprava vzorki a extrakce

Prvnim krokem bylo navazeni 10 g dukladn¢ zhomogenizovaného vzorku pSeni¢né
slamy. Pro cely validace byl ke vzorkiim pfiddn pyroxsulam o koncentracich 0,01; 1,00 a 10,0
ppb. Naspikované vzorky byly poté ustaleny po dobu 2 hodin pied provedenim extrakce.
V dal§im kroku byly vzorky extrahovany za pfidani 50 ml acetonitrilu a umisténi do
mechanické tiepacky po dobu 40 minut pii pokojové teploté. Poté byly vzorky centrifugovany
po dobu 5 minut pii otackadch 3500 RCF. Dale bylo 25 ml supernatantu zkoncentrovano pro
ucely vysuSeni za pouziti rotacniho evaporatoru. (30 °C, 0,09 MPa). Ziskana smés byla

rozpusténa ve 2,5 mL methanolu pro nésledujici proces precisténi. [22]

4.3 Proces precisténi

Ziskana smés byla purifikovana za pouziti C18 SPE patrony. SPE patrona byla nejprve
kondiciovana 5 mL vody. Dale byly 2 mL smési pfevedeny do patrony. Nasledna eluce byla
provedena za pouziti 5 ml smési methanol:voda v poméru 10:1. Tento krok byl opakovan
tiikrat. Rozpustény eluat byl poté zkoncentrovan az do Gplné suchosti. Ziskané residuum bylo
nakonec znovu rozpusténo ve 2 ml methanolu, ptefiltrovano a za pomoci nylonové stiikacky o

praméru 0,22 pm injekovéno pro findlni chromatografickou analyzu. [22]

4.4 Optimalizace sloZeni rozpousStédel ve finalnich vzorcich

Supernatant ziskany v ptedchozich krocich byl za tcelem vycisténi extrahovanych
vzorkll rozdélen na dvé casti. Pied fazi precisténi vzorku byl 1 mL ¢irého supernatantu odebran
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do lahvicky a nasledné pfimo analyzovan. Alikvot 1 mL supernatantu byl také pfenesen do
mikrocentrifuga¢ni zkumavky a acetonitril byl odpafen za pomoci proudu dusiku N2. Zbytek
byl obnoven stejnym objemem smési chromatografické mobilni faze v pomérovém slozeni 1:1
obsahujici 2mM amonné soli, 0,1 % kyselinu mravenci s ptidavkem vody a methanolu. Tato
smés byla pfevedena do zkumavek a umisténa do ultrazvukové lazn€¢ na dobu 10 minut.
Mikrocentrifuga¢ni zkumavky byly centrifugovany pii 15000 RCF pfi teploté 4 °C po dobu 5

minut a ziskany supernatant byl pfenesen do chromatografickych lahvicek.

Ciry extrakt v

acetonitrilu
| Bez pretisténi PFetisténi
vzorkd vzorkd
| (2 mL) | (3 mL)
N vy o _
Vzore_k i Vzorek ve Vzorek v Vzorek ve
acetonitrilu smési mobilni acetonitrilu smési mobilni
(1 mL) faze (1 mL) (1 mL) faze (1 mL)

Obrdzek 11 Optimalizace a vybér rozpoustédla ve findlnich vzorcich

Pro pfecisténi vzorka byl pouzita stejna metodika popsana vyse.

4.5 Kalibra¢ni standardy

Pro kvantifikaci zbytkt pyroxsulamu ve vzorcich byly pfipraveny dvé rizné kalibraéni
kiivky ve smési mobilni faze:

» Externi kalibra¢ni kiivka

» Matrix-uzaviena kalibra¢ni kiivka

Oba rozsahy koncentraci kalibra¢nich standardi byly mezi 0,03-33,3 ng / ml, signalni
odezva byla shromazdéna v 5 datovych bodech, které vykazuji vysokou linearitu a regresni
soucinnost vy$si nez 0,99. Kalibraéni kiivky C byly vytvofeny s pouZitim ploSnych hodnot
slozeného signalu a vazeni 1/ X

Skupina 1-B byla vybrana jako slepy vzorek.
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Skupina 1-B byla extrahovéana za stejnych analytickych podminek, ale bez ptidani
vnitiniho standardu. Alikvotni ¢ast 6 ml bez ¢isténi extraktu vzorku byla ptenesena do sklenéné
vzorkové nadoby a acetonitril se odpafil do celkového sucha pod N 2 proudem a suchy extrakt
se rozpustil ve stejném objemu mobilni faze smési, byl vystaven pusobeni ultrazvuku,
odstfedén a ziskan konecny Ciry extrakt, ktery byl pouzit pro kalibraci odpovidajici matice, aby
se minimalizoval maticovy efekt.

Maticovy efekt byl také vypoCten v ramci pozadavku na validaci metody podle

nasledujici rovnice [23]:

Slope of Matrix — Matched cal. curve

Matrix ef fect % = [( ) —1] %100

Slope of external cal.curve

Pouze pokud je maticovy efekt mensi nez 20 % maticového efektu (bude pocitan podle
srovnani externich standardll), budou pouzity kalibra¢ni standardy v rozpoustédle (externi

standard) (SANCO / 825/00 rev.8.1, 2010).

4.6 Validace metody

Metoda extrakce a kvantifikace byla validovana z hlediska citlivosti / linearity,
maticového efektu, LOQ (limit kvantifikace), specifi¢nosti, piesnosti (zkresleni), piesnosti,
iontového poméru a reten¢niho Casu.

v Linearita byla zkontrolovana z 5 turovni kalibrace (odchylka zpétné vypodtené
koncentrace od skutecné koncentrace (<= 20 %)).

Maticovy efekt byl vypocitan porovnanim odezvy od standarda pro rozpoustédla a
standardli odpovidajicich matici.

v" Limit kvantifikace (LOQ) je dan jako nejnizsi uroven $picek spliujici vykonnostni
kritéria metody pro pravdivost a presnost (SMRL-maximalni limit rezidui)

v" Specifi¢nost bude odezva v slepych vzorcich a slepych kontrolnich vzorcich v
hodnoté 30 % limitu)

v’ Spravnost, primérna vytéznost pro kazdou testovanou trovefi hrotu (piku) (70-120
%).

v Pfesnost, opakovatelnost pro kazdou testovanou tiroven hrotu (<20 %)

v Ton pomér (2 ionty, hmotnostni rozliSeni pro izolaci prekursoru iontd by méla byt

stejna nebo lepsi nez rozliSeni jednotky hmotnosti)
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v reten¢ni ¢as (+ 0,1 min)

Validace metody byla provedena za pouziti 2 hladin $picek (piki) (10 ng / ga 100 ng /

g) a 3 replikat kazdého vzorku stejné tak jako slepého vzorku.

4.7 Analytické podminky

Pied LC-MS analyzou, Fluoropyram d 4 a standardim pyroxsulamu piipravenych v

mobilni fazi na koncentraci 50 ppb byly piimo injekovany do MS k optimalizaci na

nasledujici podminky: (potencial (DP, V), vstupni potencial (EP, V), energie srazky (CE, volty)

a CXP (volty) a ziskané fragmenty Q1 a Q3 (tabulka 3).

Tabulka 3: Vysledky optimalizace slou¢enin

SloZzena

optimalizace

Hmotnost | Hmotnost Doba ID DP | EP | CE | CXP
Q1 (Da) Q3 (Da) | setrvani MMMV (V)
401,998 209 150 Fluoropyram | 26 | 10 | 29 10

d 4 -Quant
401,998 177,9 150 Fluoropyram | 26 | 10 | 37 0
d 4 -Qual
434,9 35 195 150 Pyroxsulam | 56 | 10 | 35 10
Quant
434,9 35 124 150 Pyroxsulam_ | 56 | 10 | 67 14
Qual-1

Analytické podminky LC byly upraveny tak, aby se minimalizovalo ukladani

pyroxsulamu v systému. Podminky LC jsou uvedeny v tabulce 4.

Tabulka 4: Podminky kapalinové chromatografie

Podminky
kapalinové

chromatografie

Mobilni faze A:
Mobilni faze B:

2 mM NH 4 - formiat, 0,1% kyseliny

mravenci ve vodé
Methanol

Program Gradient Flow
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Cas Pru?]li(n()ml/ A. Konc. (%) B. Konc. (%)
0 0,3 60 40
2 .00 0,3 10 90
90,00 0,3 10 90
9.10 0,3 40 60
135 0,3 40 60
14 0,3 60 40
15 0,3 100 0
Sloupové trouba 40°C
Vstiikovaci objem 2 ul
Sloupec C18
Celkovy ¢as:
Teplota autosampleru +18°C 1 4,000 min.

Podle fixnich reten¢nich ¢ast sloucenin byl vzorek smérovan ke zdroji nebo odpadu.
Podminky integrovaného ventilu jsou uvedeny v tabulce 5.

Tabulka 5: Integrované setfizeni ventilu

Celkovy ¢as (min) Pozice Smér
Integrovany ventil 0 B Zdroj
6.5 A Odpad

Podminky hmotnostni spektrometrie jsou uvedeny v tabulce 6.

Tabulka 6: Podminky hmotnostni spektrometrie (MS

Zalozni plyn (Cur) 40 1/ min
Kolizni plyn (CS) Stfedni
Podminky MS Napéti lonSpray (1S) 5500
Teplota (TEM) 550°C
Iontovy zdrojovy plyn (GS1) 40 1/ min
Iontovy zdrojovy plyn (GS2) 60 | / min
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5 Vysledky

5.1 Optimalizace aplikovaného rozpoustédla na finalni vzorek
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Obrdazek 12: Zména pozadi a intenzity podle pouzitého rozpoustédla ve stejném vzorku (A: mobilni faze,
B: acetonitril)
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Vysledky ukazaly, ze vzorky rozpusténé ve vod¢ a methanolu (50:50, obj./obj.) maji
nizsi pozadi, vyssi intenzitu signalu a ostfejsi tvar piku (obrazek A). V pfipadé acetonitrilu

(ACN) jako rozpoustédla byla signalni odezva snizena a tvar piku byl narusen (obrazek B).

5.2 Validace metody

5.2.1 Valida¢ni parametry

Preciznost-opakovatelnost (RSD%) byla vypoctena pro pyroxsulam na 2
urovnich stoupani (0,03 ng /g 1ng/ g).

Pfesnost-zotaveni byla stanovena ze studii obnovy, ve kterych byly vzorky Spicaté na
dvou trovnich koncentrace pyroxsulamu (0,03 ng/galng/g).

Mez kvantifikace, kvantifika¢ni limity (LOQ) byly stanoveny jako nejniz$i Groven
Spicky, pro kterou byla splnéna kritéria pfijatelnosti.

Kritéria pro ptijeti vysledki validace

» Aby byl pyroxsulam ptijat jako validovany, musela byt splnéna nasledujici kritéria
pro piesnost a spravnost:

v Relativni smérodatna odchylka opakovatelnosti by méla byt <20 %

v’ Primérna relativni vytéznost musi byt mezi 70-120 %.

Vysledky validace jsou uvedeny v tabulce 7.
Tabulka 7: Vysledky validace (kalibrace odpovidajici matici). Limit detekce byl stanovena

podle nejnizsi urovné Spicky, ktery splnil kritéria piijatelnosti.

Uroveii Detekované Sd. RSD% - Zjisté Vytéznost Maticovy LOQ
spikovani mnozstvi deviace + Presnost na %- efekt
(ng/g) urove Spravnost
il
Slepy 0 0,1431 0,05 37,43% 0 0 55,05% 0.03
vzorek ppb
Spikovani | 0.03 0,1750 0,00 2,42% | 0,0318 | 106,07%
0.03
Spikovani 1 1,0098 0,12 11,59% | 0,8666 | 86,66%
1

Po dokonceni validace metody byly vzorky riznych velikosti (0,5 cm, 1,0 cm a 1,5 cm)
extrahovany stejnou metodou validace vzorki a ziskané udaje jsou uvedeny v tabulce 8. Podle

ziskanych vysledkl 1ze vyvodit zavéru, ze velikost ¢astic siln€ ovliviiuje detekované hladiny
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rezidui ve vzorcich slamy. Vys$§i mnozstvi pyroxsulamu bylo detekovano v mensi velikosti
castic vzorkl slamy ptedstavujicich stejnou skupinu vzorki, rozdélenou v tabulce uvedené

vyse.

Tabulka 8: Rezidualni hodnoty pyroxsulamu ve vzorcich

Vzorek Reziduum (ng/g) Std. Dev.
1A 0,2701 0,01
1B 0,1239 0,04
1C 0,0397 0,01
3A 1,8424 0,26
3B 0,9298 0,02
3C 1,0500 0,07
4A 1.9885 0,64
4B 1,3460 0,41
4C 1,3223 0,19
5A 0,9895 0,01
oB 0,8323 0,10
5C 0,4922 0,00
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Rezidua (ng/g)

2,50

2,00

1,50

1,00

X I | I I

0,00 I - I
1A 1B 1C 3A 3B 3 4A 4B 4C  S5A 5B 5C

Obrdzek 13: Rezidudlni mnozstvi pyroxsulamu ve vzorcich, podle velikosti castic
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6 Diskuze

Vzorky byly pfipraveny podle valida¢ni zpravy EN 15662: 2008 28 [24].

Vzhledem k tomu, Ze v ramci vyzkumnych projektd existuji rizné piistupy, bylo
rozhodnuto, Ze oba vysledky budou (s pouzitim ¢isténi vzorki i bez néj) porovnany a zvazeni
téchto vysledkii by pomohlo optimalizaci a validaci dalsi metodiky. V dusledku toho bylo
rozhodnuto pokradovat v analyze bez kroku c¢isténi, protoze vytézky byly velmi nizké.
Dosahovaly hodnot pod 20 % a nejsou Vv praci uvedeny.

Extrahované vzorky byly nejprve analyzovany v LC QQQ podle EN 15662: 2008 -
Potraviny rostlinného ptivodu-Stanoveni rezidui pesticidi pomoci GC-MS a / nebo LC MS /
MS. Finalni analyze pfedchazela extrakce acetonitrilem a CiSténi  pomoci
disperzni metody QUEChERS.[24] Navrhované podminky kapalinové  chromatografie vSak
nepiinesly konzistentni vysledky. Z toho divodu byla metodika kapalinové chromatografie
zménéna, jak je uvedeno vyse.

Kalibrace externiho standardu byly nejprve pfipraveny v acetonitrilu, aby byla
zachovana uniformita s extrakty vzorkd, ale poté bylo rozpoustédlo zménéno z acetonitrilu na
smés vody a methanolu v poméru mobilnich fazi 50:50 v disledku prokazovani vyssi ionizacni
Podobné byla piipravena kalibra¢ni kiivka odpovidajici matici smési mobilni faze. Vzorky byly
také rozpusStény v mobilni fazi.

Byl zjistén maticovy efekt >20 % a vypocty byly provedeny podle kalibraéni kiivky
odpovidajici matici. Mez kvantifikace byla stanovena jako 0,03 ng/g jako nejnizsi Spickova
hladina, ktera spliiovala kritéria. Nizsi velikost ¢astic poskytla vy$§i mnozstvi pyroxsulamu.

Studie zminéné v literarni reSersi se zabyvali detekci jinych pesticidnich latek v razném
biologickém materialu. Tudiz nelze smérodatné porovnavat hodnoty ziskané v ramci tohoto
méteni s hodnotami ziskanymi ve zminénych studiich.

V pivodnim zadani figuroval i herbicid aminopyralid, ktery je uveden v literarni reSersi.
Nicméné¢ laboratorni prace a detekce tohoto herbicidu byla tak technicky a ¢asové ndro¢na, ze
nebylo mozné ho detekovat a pouzit namétené vysledky v této diplomové praci. Aminopyralid
se béhem laboratorniho méteni choval nepfedvidatelné, znec€istoval chromatografickou kolonu
a zatéZoval technické vybaveni kapalinové chromatografie. Udrzba kapalinového
chromatografu a jeho nasledné ¢isténi zabralo spoustu Casu a ve finale znemoznilo naméteni
pozadovanych dat. Kviili témto vzniklym problémim musel byt postup n€kolikrat obménovan

az do té doby, nez bylo dosazeno vysledkii.
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Rozsah namétenych dat byl také do velké miry ovlivnén situaci, ve které vznikal. Mam
na mysli situaci spojenou s uzavienim fakulty na n€kolik mésicli a nemoznost pokracovani
laboratorniho méteni.

Navzdory zminénym problémiim spojenych S praci na této diplomové praci byla
naplnéna stanovena hypotéza a to vypracovani a zvalidovani metody detekujici rezidua
pyroxsulamu v pseni¢né slamé a také jeho detekce a porovnani rezidualniho mnozstvi herbicidu
v zavislosti na jednotlivych velikostech frakci tohoto biologickém materialu.

Vysledek méteni ukazal, Ze frakce o velikosti 0,5 mm vykazuji vyssi koncentrace

rezidui pyroxsulamu, neZ frakce o vysSich velikostech.
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[ Zavér
Hypotéza této diplomové prace, ktera znéla zoptimalizovat a zvalidovat metodu
stanoveni rezidui pyroxsulamu v pSeni¢né slam¢ a stanovit koncentrace rezidui pyroxsulamu

v zavislosti na velikosti jednotlivych frakci pSeni¢né slamy.

Navzdory zminénym problémtim spojenych s laboratornim méteni na této diplomové
praci byla stanovena hypotéza naplnéna. Byla vypracovana a zvalidovana metoda detekujici
rezidua pyroxsulamu v pseni¢né slamé a také bylo detekovano a porovnano rezidualni mnozstvi
herbicidu v zavislosti na jednotlivych velikostech frakci tohoto biologickém materialu.

Vysledek méteni ukazal, ze frakce o velikosti 0,5 mm vykazuji vysSi koncentrace

rezidui pyroxsulamu, nez frakce o vysSich velikostech.
Vzhledem k aktualnosti problematiky pouzivani pesticidti v zeméd¢€lstvi je dané téma

hojné feSeno vradmci mnoha studii po celém svété a to zejména ve spojeni s moznym

negativnim dopadem nadmeérného pouzivani téchto latek na lidské zdravi a Zivotni prostiedi.
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