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1 Cil metodiky

Jednim z cili projektu ,,Komplexni strategie pro efektivni odhalovani falSovani potravin
Vv fetézci  (prvo)vyroba-spotiebitel (NAZV QJ1530272) podporovaného Ministerstvem
zem&délstvi je zvySeni prukaznosti laboratornich analyz pii kontrole dodrzovani zasad
ekologického zemédé€lstvi. Zhodnoceni ptitomnosti rezidui/metabolitd pesticidi nalezenych
pti kontrole a certifikaci bioprodukce by mélo vychazet z multirezidualni metody stanoveni
nejen pesticidi, ale téZ jejich metabolitti a degradacnich produkti, které spolehlivé prokazuji
aplikaci ptipravku na ochranu rostlin (POR) i po uplynuti del$i doby, kdy piivodni Gi¢inna latka
jiz podlehla degradaci. Za tim ucelem byla navrzena a validovana multirezidualni metoda
umoznujici stanoveni biologicky aktivnich slozek pesticidnich ptipravki na hladinach fadoveé
10 pg kg a méné. Cilova analyza pesticidi a screening metabolitdl vybranych u¢innych latek
se provadi metodou ultrau¢inné kapalinové chromatografie ve spojeni s vysokorozliSovaci
tandemovou hmotnostni spektrometrii.

Validovana metodika bude preddna K vyuziti pracovnikim laboratoii Ustfedniho
kontrolniho a zkuSebniho ustavu zemédélského v Brné¢ (UKZUZ) a Statni zemédélské
a potravinaiské inspekci (SZPI) pro mozné vyuziti pti kontrole ekologické produkce. Metodika
je plné vyuzitelna také pro kontrolu ovoce a zeleniny produkované Vv integrovaném systému

péstovani.



2 TEORETICKY UVOD

Pesticidy predstavuji Siroké spektrum chemickych latek, které jsou bézné pouzivané
pfi péstovani rostlin K jejich ochrané pied Skodami na produktech zptisobenymi c¢innosti
hmyzu, plisni, plevelii a dal§ich $kodlivych organismii. Radi se mezi vysoce sledované cizorodé
latky bézn¢ ptitomné v zemédélskych plodinach, nebot” mohou pro spotiebitele piedstavovat
zdravotni riziko. Jejich mnozstvi v potravinach jsou regulovana nafizenim Evropského
parlamentu a Rady (ES) ¢. 396/2005 ve znéni pozdéjsich predpist. Reziduum je v tomto
nafizeni definovano jako jedna nebo vice latek (véetné metabolitl a produktli vznikajicich
pii jejich rozkladu nebo reakci), které jsou v disledku pouzivani ptipravki na ochranu rostlin,
ptitomny v rostlinach, rostlinnych produktech, pfip. na jejich povrchu. Soucasti tohoto natizeni
jsou maximalni limity rezidui (MLR) v potravinach rostlinného a Zzivo¢isného ptvodu
pro jednotlivé kombinace pesticid-komodita.

Zvlastni pozadavky pro pouziti pesticidi jsou stanoveny pro ekologickou produkci.
V ekologické zemédélské produkci by mélo byt omezeno pouzivani pesticidi, zejména
pesticidi  syntetickych. V ochrané pied sktdci, chorobami a plevely se upiednostiiuje
preventivni piistup, ktery zahrnuje volbu vhodnych druhti a odriid, vhodné stfidani plodin,
ochranu ptirozenych nepiatel skiidcti nebo fyzikalni a mechanické zplisoby ochrany. Ptipravky
na ochranu rostlin je mozné pouzit, ovSem V ptipad€, ze nemohou byt plodiny nalezité
chranény, a za ptedpokladu, ze byly pro pouziti v ekologické produkci povoleny nafizenim
Komise (ES) ¢.889/2008, ve znéni pozdéjsich predpist.

Vstup pesticidt do prostiedi je dusledkem jejich tmysIné aplikace, ktera by méla probihat
vzdy V souladu se zasadami spravné zemédélské praxe (GAP), resp. s pokyny na etiketé
registrovaného piipravku. Na pesticidy, které pronikly do slozek zivotniho prostfedi mize
pusobit fada vlivii a dochazi k jejich transformaci a degradaci, coz piedstavuje hlavni cesty
eliminace téchto sloucenin z prostiedi. VétSinou je v dusledku transformaéniho procesu
puvodni (matefska) sloucenina prevedena na méné toxické produkty. Metabolické drahy
probihajici pii transformaci pesticidii (biodegradaci) v exponovanych cilovych i necilovych
rostlinach jsou velmi komplexni, viz Obr. 1. Vznikajicimi slou¢eninami jsou naptiklad
metabolity vznikajici oxida¢né-redukénimi a hydrolytickymi reakcemi, dale konjugované

pesticidy ¢i jejich metabolity (napf. konjugaty s B-D-glukosou) nebo tzv. vazana rezidua
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(,,bound residues “), ktera vznikaji zapouzdienim rezidui do biologickych makromolekul nebo

jsou na makromolekuly navazana kovalentni vazbou.

Enzymov¢ katalyzované
reakce (oxidac¢né-redukéni reakce,
hydrolyza.,..)

Tvorba

vazanych rezidui | Pesticid SN
(,,bound residues)

Konjugace
(sacharidy,...)

Zdroj energie ¢i stavebniho
materialu pro rostlinu

Obrazek 1: Biotransformace pesticidi v rostlinach

Pro analyzu rezidui pesticidi v potravindch se v souCasné dobé nejCastéji vyuziva
extrakéni metoda QUEChERS (z angl. Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe).
Analyticka koncovka mize byt provedena technikami kapalinové nebo plynové chromatografie
ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (LC-MS; GC-MS). Analyza degradacnich produkti
a metabolitd v rdmci konvencnich metod miize byt ¢asto problematicka, zvlasté v ptipadé, ze
stanovované analyty vykazuji vyznamné odlisné fyzikaln&-chemické vlastnosti nez matefské
latky. Obvykle byvaji tyto slouceniny podstatné polarnéjsi a méné tékavé nez mateiské
slouceniny a vyznamnéji se proto uplatiuje technika LC—MS. Stanoveni degrada¢nich produktii
rezidui pesticidi je v fadé piipadl téz obtizné i proto, ze tyto latky jsou obvykle pfitomny
ve vzorcich ve velmi nizkych koncentracich (f4dové na hladinach jednotek pg kg a nizsich).
Metabolity pesticidi mohou byt teoreticky detekovany v plodech, ale téZ v ostatnich ¢astech
rostlin (listy) i poté, co mateiska latka jiz podlehla uplné degradaci. Pfitomnost téchto latek
tedy muze i po delsi dobé¢ indikovat umyslné pouziti pesticidniho pfipravku pro osetieni plodin
a kontrolni analyza téchto latek muze predstavovat jeden z kli¢ovych dikaznich nastroji

pti kontrole dodrzovani pravidel v systému ekologické produkce.
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3 VLASTNIi POPIS METODIKY

3.1 Pouzitelnost metody

Metoda je obecné vhodna pro analyzu rezidui pesticidi a metaboliti pesticida v listech,
plodech, vin¢ a v ovocnych napojich. Optimalizovana a validovana byla piedevsim pro kontrolu
hroznt révy vinné a dale produktli zpracovani hroznti (mostd, zkvaSenych mosta a vina), viz
Tab. I. Metoda byla validovana pro vybrané pesticidy s fungicidnim a insekticidnim uc¢inkem,
které jsou pii oSetieni vinic nejéastéji pouzivany, nicméné metoda muze byt genericky rozsifena

o dalsi aktivni slozky pfipravkt na ochranu rostlin.

3.2 Princip metody

Pesticidy a jejich metabolity jsou ze vzorku extrahovany, acetonitrilem za intenzivniho
ttepani v centrifugaéni kyveté. Acetonitril je ze smési s vodou oddélen po ptidavku chloridu
sodného a siranu hofe¢natého. Analyza extraktd vzorkd se provadi metodou ultratcinné
kapalinové chromatografie s vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrii za ionizace
elektrosprejem, UHPLC-HRMS/MS(ESI).

Tabulka 1: Piehled u¢innych latek a jejich metaboliti a obchodni ndzvy registrovanych

pripravkl, které danou ucinnou latku obsahuji (systematicky nazev a strukturni vzorec, viz
Ptiloha).

# Analyt (i¢inna latka / metabolit) CAS# Obchodni nazvy registrovanych pripravki
1 | Cyflufenamid [180409-60-3] DYNALI
la | Cyflufenamid (E-isomer)* -
1b | Cyflufenamid-decyclopropyl glycoside -
1c | Hydroxy-cyflufenamid -
2 | Difenoconazole [119446-68-3] DYNALI
2a |1,2,4-triazole [288-88-0]
2b | Difenoconazole CGA 189138 -
2c | Difenoconazole CGA 205374 -
2d | Difenoconazole CGA 205375 -
3 | Dimethomorph [110488-70-5] Acrobat MZ WG, ArSet\;?, C(Z)or\r?ekg(,) Forum Gold, Forum
3a | Dimethomorph-demethyl -
3b | Dimethomorph-demethyl glycoside -
3c | Dimethomorph-Z7 -
3d | Dimethomorph-Z37 -
4 | Fenhexamid [126833-17-8] TELDOR 500 SC
4a | Fenhexamid-glycoside -
4b | Hydroxy-fenhexamid -
4c | Hydroxy-fenhexamid glycoside -
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http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=180409-60-3&interface=CAS%20No.&N=0&mode=partialmax&lang=en&region=CZ&focus=product

# Analyt (i¢inna latka / metabolit) CAS# Obchodni nazvy registrovanych pripravki
Areva Combi, Cassiopee 79 WG, Fanatic F, Follow
5 |Folper [135-07:3] | 65’3\ Momentum, Pegaso . pergaco F. Ridom
Gold Combi Pepite, Videryo F, Vincare, Vincya F
5a [Phthalimide -
5b [Phthalic acid -
6 | lprodione [36734-19-7] Rovral Aquaflo
6a | Iprodione-desisopropyl -
7 | Iprovalicarb [140923-17-7] Cassiopee 79 WG, Melody Combi 65,3 WG
7a | Hydroxy-iprovalicarb -
7b | Hydroxy-iprovalicarb glycoside -
8 | Metrafenone [220899-03-6] Vivando
8a | Metrafenone CL 1500836 -
8b | Metrafenone CL 379395 -
8c | Metrafenone CL 300402 -
8d | Metrafenone CL 197675 -
9 | Meptyldinocap [131-72-6] Karathane New
9a |2,4-DNOP -
10 |Pyraclostrobin [175013-18-0] Cabrio Top
10a | Hydroxy-pyraclostrobin -
10b | Pyraclostrobin-desmethoxy -
10c | Hydroxy-pyraclostrobin glycoside -
11 |Quinoxyfen [124495-18-7] IQ Crystal
11a | 3-hydroxy-quinoxyfen -
12 [ Spiroxamine [118134-30-8] | Falcon 460 EC, Impulse Super, Prosper, Rombus Trio
12a | Spiroxamine-N-oxid -
12b | Spiroxamine-N-desethy!l -
12c | Spiroxamine-N-despropyl -
12d | Spiroxamine-cyclohexanol -
12e | Spiroxamine-cyclohexanol glycoside -
12f | Spiroxamine-diol -
12g | Spiroxamine-diol glycoside -
13 | Tebuconazole [107534-96-3] Falcon 460 EC, ImFE):rLfguSSu_?fir(), Luna Experience,
13a | Hydroxy-tebuconazole -
13b | Hydroxy-tebuconazole glycoside -
14 | Tebufenpyrad [119168-77-3] Masai
15 | Triadimenol [55219-65-3] Falcon 460 EC, Impulse Super, Rombus Trio
15a | Triadimenol glycoside -
15b | Hydroxy-triadimenol -
15c¢ | Hydroxy-triadimenol glycoside -
16 | Trifloxystrobin [141517-21-7] Zato 50 WG
16a | Trifloxystrobin CGA321113 -

*  latky oznacené kurzivou jsou metabolity uvedené literatufe, ve vzorcich vSak nebyly detekovany
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3.3 Chemikalie a spotirebni material

e certifikované individualni standardy pesticidt, Dr. Ehrenstorfer (SRN), Sigma-Aldrich
(USA) a Fluka Analytical (USA).

e methanol — LiChrosolv, gradient grade, Merck (SRN)

e acetonitril — Chromasolv, gradient grade, Sigma-Aldrich (USA)

e aceton —p.a., Penta (CR)

e siran hofe¢naty, > 98 %, Fluka (USA)

e chlorid sodny, Penta (CR)

e mravencan amonny, 99,999 % , Sigma-Aldrich (USA)

e Octan amonny, p.a. pro HPLC, Sigma-Aldrich (USA)

e Kkyselina mravenci pro MS, Sigma-Aldrich (USA)

e trifenylfosfat: vnitini standard Sigma-Aldrich (USA)

e nicarbazin: vnitini standard Sigma-Aldrich (USA)

e referencni roztok, (G1969-85001); Agilent Technologies (USA)

e ladici roztok, (G1969-85000); Agilent Technologies (USA)

e pipetovaci $picky Combitip Advanced EPPENDORF 0,1 ml, 0,5 ml, 1 ml, 5 ml

e centrifugaéni plastové zkumavky (kyvety), objem 15 ml, 50 ml, napt. GOSSELIN; (FR)

Poznamka: chemikalie a materialy uvedenych specifikaci a dodavatelii byly pouzity pri vyvoji a validaci
této metody, lze ale pouzit polozky od alternativnich dodavatelii, pokud vykazuji stejné nebo lepsi
specifikace cistoty.

3.4 Pristroje a zafizeni

e homogenizator: na velké objemy vzorkii Foss Tecator 2094 (Svédsko), pro mensi mnozstvi
Grindomix GM200 Retsch (SRN)
e zafizeni pro ptipravu deionizované vody Millipore Milli Q Integral 3, Millipore (FR)
e Centrifuga Hettich Rotina 35 R nebo 38 R, Hettich (SRN) s 15 ml a 50 ml kyvetami
e pipeta EFPPENDORF MULTIPETTE Stream 1 pl — 50 ml
e B¢&Zné laboratorni sklo a vybaveni
e LC-MS systém:
- Kapalinovy chromatograf Infinity 1290 LC, Agilent Technologies (USA)
- Analytické kolona Acquity HSS T3, 100 x 2,1 mm; 1,8 um, Waters (USA)
- Hmotnostni spektrometr Agilent lon-Mobility Q-TOF 6560 (USA)
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3.5 Pracovni postup

3.5.1 Odbér a uchovani vzorku

Odbér vzorkt pro stanoveni pesticidl se provede podle platnych metodik uiedni kontroly
pfi dodrzeni zasad CSN 56 0253. Zkusebni vzorky musi byt v laboratofi uchovavany
pted analyzou pii teploté¢ -18°C v mrazicim zafizeni a pfipraveny pro analyzu v souladu
s nafizenim Evropského Parlamentu a Rady (ES) ¢. 396/2005, Priloha 1, cast A, a normou
CSN EN 15 662.

3.5.2 Priprava zasobnich roztoka standardt

Certifikované standardy pesticidi se skladuji v origindlnim baleni v mrazicim zafizeni
pii teploté —18 °C nebo nizsi. Z nich se pfipravuji zasobni roztoky pesticidi nejcastéji do 10 ml
odmérnych banék, optimalni navazka standardu je 10 — 50 mg, viz Tab. Il. Banky se dopliuji
na piislusny objem zvolenym rozpoustédlem (vhodné je pouziti 1% roztoku kyseliny

mravenci).

Tabulka I1: Seznam pouzitych standardi pesticidt

# Analyt Rozpoustédlo C;f;:]ta Dodavatel standardu
1 Difenoconazole MeOH 97,2 Fluka Analytical
2 Dimethomorph MeOH 99,0 Fluka Analytical
3 Fenhexamid MeCN/MeOH | 99,7 Fluka Analytical
4 Iprovalicarb MeOH 98,7 Fluka Analytical
5 Meptyldinocap MeOH 93,0 | Dr. Ehrenstorfer GmbH
6 Metrafenone Aceton 99,9 Fluka Analytical
7 Pyraclostrobin MeCN 99,9 Sigma-Aldrich
8 | Quinoxyfen Aceton 99,9 Sigma-Aldrich
9 | Spiroxamin MeCN 98,5 Fluka Analytical
10 | Tebuconazole MeCN 99,5 Sigma-Aldrich
11 | Tebufenpyrad MeOH 99,9 Fluka Analytical
12 | Triadimenol MeOH 98,0 | Dr. Ehrenstorfer GmbH
13 | Trifloxystrobin MeCN 99,5 Fluka Analytical

Zasobni roztoky jsou uchovavany pii teplot¢ —18 °C s uzavéry zajisténymi proti Uniku
roztoku parafilmem. Ze zasobnich roztoki pesticidii se postupnym fedénim pfipravi primarni
smésné roztoky Vv acetonitrilu o koncentraci 50 pg ml™ do 10 ml odmérnych banék. Pro vypodet
koncentrace je nezbytné koncentraci korigovat na Cistotu standardu uvedenou v certifikatu
dodaného vyrobcem. Jejich dal§im smisenim ve 10 ml bance vznikne pracovni roztok

o koncentraci 5 ug ml™?, ktery je pouzit pro ptipravu kalibragnich roztokd, viz Tab. H1.
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Tabulka I11: Ptiprava zfedénych smésnych standardi v acetonitrilu pro pfipravu matri¢nich

standardt
Pracovni roztok Vysledny e Pipetovany
Kalibra¢ni roztok . ystecny roztok pro petovany Pipetovany
oy . pro piipravu objem y objem .
(matri¢ni o , pFipravu . q objem
matri¢niho pracovniho 5 zasobniho
standard) pracovniho MeCN
standardu roztoku roztoku
roztoku
[ng mlI*4] [ng mI*4] [mI] [ng mlI*] [mI] [mI]
100 2000 1 5000 0,40 0,60
50 1000 1 5000 0,20 0,80
20 400 2 5000 0,16 1,84
10 200 1 400 0,50 0,50
5 100 1 400 0,25 0,75
2 40 1 400 0,10 0,90
1 20 1 400 0,05 0,95

Kalibra¢ni roztoky matri¢nich standardu jsou pripravovany ptidavkem pracovniho roztoku
standardu v ¢istém rozpoustédle o vyssi koncentraci do extraktu matrice neobsahujici rezidua
sledovanych latek (pfip. do extraktu matrice nafedéného odpovidajicim zptisobem). Kalibraéni
roztoky matri¢nich standardd jsou piipraveny nasledovné: piimo do vialky s 0,9 ml extraktu
matrice se prida 0,05 ml pracovniho roztoku standardu smési pesticidi a 0,05 ml vnitiniho
standardu, tj. smés TPP (trifenylfosfat) a nicarbazinu o koncentraci 1 ug ml. Po uzavieni se
obsah tiepanim promicha. Takto pfipravené roztoky je mozno skladovat pii 5 °C az 1 mésic.

Pro LC-MS je obvykle volen kalibraéni rozsah vrozmezi 1 — 100 ng mI* a pokud
koncentrace analytu ve vzorku tento rozsah ptesahuje, je zapotiebi vzorek odpovidajicim

zpiisobem naredit a méfeni zopakovat.

3.5.3 Extrakce vzorku

Homogenizace vzorki se provadi ve vyse uvedenych zafizenich. V piipadé analyzy hroznt
je dle natizeni Evropského Parlamentu a Rady (ES) ¢. 396/2005 (Pfiloha 1, ¢ast A) urCena
k analyze pouze ¢ast vzorku po odstranéni stopek.

Extrak¢ni postup pro stanoveni rezidui pesticidii a metabolitii pesticidii je spole¢ny. 10 g
homogenatu hroznd, resp. 10 g vina nebo mos$tu se navazi s piesnosti na 0,01 g do 50 ml
centrifugaéni kyvety, pfida se 10 ml acetonitrilu, kyveta se pevné uzavie a 2 min se obsah
intenzivn€ promichava tfepanim. Do kyvety se piida predvazeny siran hotecnaty (4 g) a chlorid
sodny (1 g). Kyveta se rychle uzavie a 1 min intenzivng tiepe, aby ze siranu nevznikly hrudky.
Béhem tiepani se kyveta zahtiva, protoZze reakce vody se siranem hofecnatym je exotermni.
Nasledn& se ptida 100 ul smésného roztoku vnitiniho standardu o koncentraci 5 pg ml?

a po dikladném protiepani se kyveta odstfedi pii 10 000 min™ po dobu 5 min. Z horni vrstvy
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se odebere supernatant pomoci pasteurovy pipety do vialky. Vysledny obsah matrice v extraktu
je 1 g mlt a koncentrace vnitiniho standardu 50 ng ml™.,

V piipadé analyzy listii révy vinné se navazi 2,5 g vzorku a do centrifugacni kyvety se prida
10 ml vody s 1 % kyseliny mravenci (v/v). Zbytek extrakce je totozny, jak bylo popsano vyse,
ekvivalent obsahu matrice je v tomto piipadé 0,25 g ml™.

V ptipad¢ analyzy vzorku obsahujici ethanol (zkvaSené mosty, vino) dochazi pii extrakci
po piidavku anorganickych soli ke smiseni pfitomného ethanolu s extrakénim rozpoustédlem —
acetonitrilem. V dusledku je vysledny objem extraktu vyssi nez 10 ml, variabilitu v objemu

extraktu je mozné kompenzovat pouzitim vnitiniho standardu.

3.5.4 Identifikace a kvantifikace

Pro analyzu vzorkli pomoci ultraucinné kapalinové chromatografie se pouzije vhodny
chromatograficky systém ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem s vysokorozliSovacim
hmotnostnim analyzatorem a ionizaci elektrosprejem. Zakladni parametry LC-HRMS/MS
metody pouZité pfi stanoveni analytd jsou uvedeny v Tab. IV a Tab. V.

Identifikace a kvantifikace rezidui pesticidi byla realizovana na zakladé porovnani
retencnich Casti produktového spektra analyt ve vzorku s piisluSnymi standardy.

Metabolity pesticidi byly sledovany screeningové a jejich identifikace byla realizovana
na zakladé sledovani piesné hmoty pseudomolekulovych iontd (m/z), shody isotopového
profilu adle produktového spektra slouceniny. Konfirmace identity metabolitd pfimym
srovnanim se standardem latky nebyla pouZita, nebot’ pro vétSinu sledovanych metabolith

nejsou analytické standardy dostupné.

strana 12 ze 27



Tabulka 1V: Podminky analyzy LC-HRMS/MS (ESI+)

UHPLC
) A: voda + 5mM mraven¢an amonny + 0,1% kyselina mravenci
Mobilni faze . , . o
B: methanol + 5mM mravenéan amonny + 0,1% kyselina mravenci
Kolona Acquity UPLC HSS T3 (100 mm x 2,1 mm x 1,8 pm)
Objem nastfikovaného vzorku 4 nl
Gradient Cas Priitok Charakter zmén
[min] [ml min?] A%l | B[] gradientu ’
0 0,2 95 5
10,0 0,3 1 99 Linearni
12,0 0,4 1 99 Linearni
12,1 0,4 95 5 Linearni
14,0 0,4 95 5 Skokové
Teplota kolony 40 °C
Teplota autosampleru 5°C
Oplach 50% methanol
MS
lonizace API —typ ESI (Dual-Spray AJS)
Akviziéni mod Q-TOF Only
Reference m/z 121,0509 (C5H4N4)
m/z 922,0098 (C15H1506N3P3F24)
Hmotnostni rozsah 100-1100 m/z
Napéti vlozené na konec
sprejovaci kapilary 300V
(;,Nozzle voltage*)
Pomocny plyn (,,Sheath gas*) 380 °C; priitok: 12,0 I mint
Nebulizér 40 psi (276 kPa)
Napéti na kapilafe (,,Vcap™) 3000 V
Fragmentor 380 V
Susici plyn Ng; prittok: 10,0 | min?
Teplota susiciho plynu 180 °C
Typ hmotnostniho analyzatoru hybridni analyzator: kvadrupdl-analyzator doby letu (Q-TOF)
MS/MS
Kolizni energie 10 — 25 V (kolizni cela — oktapol)
Kolizni plyn N>
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Tabulka V: Podminky analyzy LC-HRMS/MS (ESI-)

UHPLC
Mobilni faze A: voda + 5mM octan amonny
B: methanol
Kolona Acquity UPLC HSS T3 (100 mm x 2,1 mm x 1,8 pm)
Objem nastfikovaného vzorku 4 nl
Gradient Cas Priitok Charakter zmén:
[min] [ml min?] A%l | B[] gradientu ’
0 0,2 95 5
10,0 0,3 1 99 Linearni
12,0 0,4 1 99 Linearni
12,1 0,4 95 5 Linearni
14,0 0,4 95 5 Skokové
Teplota kolony 40 °C
Teplota autosampleru 5°C
Oplach 50% methanol
MS
lonizace API —typ ESI (Dual-Spray AJS)
Akviziéni méd Q-TOF Only
m/z 119,0360 (C5H4N4)
Reference M/z 966,0007 (C1H1sF2sN306P3)
Hmotnostni rozsah 100-1100 m/z
Napéti vlozené na konec
sprejovaci kapilary 300V
(;,Nozzle voltage*)
Pomocny plyn (,,Sheath gas*) 380 °C; priitok: 12,0 I mint
Nebulizér 40 psi (276 kPa)
Napéti na kapilafe (,,Vcap™) 3000 V
Fragmentor 380 V
Susici plyn Ng; prittok: 10,0 | min?
Teplota susiciho plynu 180 °C
Typ hmotnostniho analyzatoru hybridni analyzator: kvadrupdl-analyzator doby letu (Q-TOF)
MS/MS
Kolizni energie 10 — 20 V (kolizni cela — oktapdl)
Kolizni plyn N>
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3.5.4.1 Identifikace metaboliti pesticidi - Interpretace dat z HRMS

Pro identifikaci metabolitli pesticidl byl aplikovan nize popsany postup.

Extrakty vzorki jsou nejprve zméfeny s vyuzitim vysokorozliSovaci MS s plnou akvizici
spekter, méfeno v hmotnostnim rozsahu 100-1100 m/z. K vyhodnoceni namétfenych dat se
vyuziva software Agilent MassHunter Workstation. Pro vyhledavani metabolitd v datech jsou
vyuzity literarni zdroje, dale jsou uvazovany slouceniny, které potencialné mohou vznikat
biotransformacnimi reakcemi (oxidace, glykosylace, dealkylace apod.) a ptipadné je mozné
data zpracovat pomoci softwaru pro predikci metabolitd (napt. Agilent Metabolite ID).
Z vybranych latek, charakterizovanych retencnim ¢asem, pfesnou hmotou a biotransformacni
reakci, je vytvofen seznam potencidlnich metabolitl, pro které jsou naméfena produktova
spektra v rezimu HRMS/MS. Zméfena MS/MS spektra jsou vyuzita pro potvrzeni identity
(popt. struktury) navrzenych metabolitd. Produktova spektra mohou byt zpracovana softwarem
Agilent MSC, ktery pomaha pii prukazu korelace mezi strukturnim vzorcem a piesnou hmotou
fragmenti v MS/MS spektru.

Potvrzeni identity metabolita je tedy provedeno na zaklad¢ ptesné monoisotopické hmoty,
pom¢éru isotopt, vzdalenosti isotopt a ptesné hmoty jednotlivych fragmenti z MS/MS spektra.
Odchylka namétené piresné hmoty od vypoctené hmoty ze sumarniho vzorce je vyjadfovana
jako chyba hmoty v jednotkach ppm, jejiz hodnota by neméla piekro€it = 5 ppm. Retencni Casy
a presné hmoty (m/z) pseudomolekulovych iontd sledovanych analyti avyznamnych
fragmentovych iontli v daném systému jsou uvedeny v Tab. VI. V Tab. VII. jsou uvedeny
sumarni vzorce a presné hmoty metabolitl, které jsou uvedeny v literatufe jako produkty

metabolismu pesticidi v révé vinné, ale ve vzorcich nebyly detekovany.
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Tabulka VI: Sledované piesné hmoty pseudomolekulovych iontd [M+H]*, resp. [M-H]
sledovanych analytl (rezidui pesticidi i metabolitd) a fragmenti a retencni ¢asy
= 3 =< :E: g = l = S
] = & - - -
=D g . SElS = : 5 S | % =
>=73 > & E X g BHE BE =hE 5 i=
(6~&% = i ;523 N @ ;gw o =z = \E/
cCES E c g8 g E s E s E o
<EB® = S ZEG zo =) =) = =
5 E £ - )8-83 >29 )22 >EE N o
S Z A SE (T = (T =
3.2 ~
o
Difenoconazole C19H17CI2N303 ESI+ 406,0720 337,0398 251,0020 291,0323 10 9,8+10,06
Dimethomorph C21H22CINO4 ESI+ 388,1310 301,0650 165,0541 114,0546 10 8,89+9,07
Dimethomorph-demethyl C20H20CINO4 ESI+ 374,1154 | 287,0480 | - - 10 8,74
Dimethomorph-demethyl glycoside | C2sH30CINOg ESI+ | 536,1682 | 374,1154 | 287,0480 | - 10 7,69
. ESI+ | 302,0709 | 97,1008 55,0525 - 20 9,35
Fenhexamid C14H17CI2NO2
ESI- 300,0564 | 264,0796 | 249,0558 | - 20 9,27
Fenhexamid-glykosid C20H27CI2NO7 ESI+ | 464,1237 | 302,0702 | 97,1008 - 10 8,70
. ESI+ | 318,0658 | 300,0549 | 113,0961 | 97,1008 10 8,56
Hydroxy-fenhexamid C14H17CI2NOs
ESI- 316,0513 | 280,0730 20 8,5
Hydroxy-fenhexamid glycoside C20H27CI2NOsg ESI+ 480,1187 318,0658 300,0547 97,1008 10 7,58
. ESI+ | 321,2173 | 119,0852 | 116,0700 | 144,0644 | 10 9,37
Iprovalicarb C18H2sN203
ESI- 319,2027 259,1470 216,0911 20 9,35
Hydroxy-iprovalicarb C18H2sN204 ESI+ | 337,2122 | 135,0800 | 116,0696 | 144,0644 | 10 7,9+8,05
Hydroxy-iprovalicarb glycoside C24H3sN209 ESI+ | 499,2650 | 337,2099 | 135,0800 | 116,0696 | 10 7,25+7,45
Metrafenone C19H21BrOs ESI+ | 409,0645 | 209,0808 | 226,9706 | - 10 10,06
Metrafenone CL 1500836 C19H2006 ESI+ | 345,1333 | 163,0387 | 165,0545 | 181,0849 | 15 8,5
Metrafenone CL 379395 Ci19H19BrOs ESI+ 423,0438 240,9500 242,9640 - 15 9,7
Metrafenone CL 300402 Ci19H19BrOs ESI+ 423,0438 225,0758 223,0596 212,9923 15 8,9
Pyraclostrobin C19H18CIN3O4 ESI+ 388,1059 163,0628 194,0811 296,0585 15 9,89
Hydroxy-pyraclostrobin C19H18CIN3Os ESI+ 404,1008 194,0811 163,0628 132,0434 20 9,85
Pyraclostrobin-desmethoxy C18H16CIN3O3 ESI+ 358,0953 164,0704 132,0434 326,0677 20 9,88
Quinoxyfen Ci1sHsCI2FNO ESI+ 308,0040 196,9789 272,0274 213,9820 25 10,64
Spiroxamine C18H3sNO2 ESI+ 298,2741 144,1345 100,1083 - 20 8,87
Spiroxamine-N-oxid C18H3sNO3 ESI+ | 314,2690 | 160,1328 | 130,1218 | 100,1112 | 20 9,0+9,15+9,3
Spiroxamine-N-desethyl Ci16H31NO2 ESI+ | 270,2428 | 116,1066 | 72,0810 - 20 8,7
Spiroxamine-N-despropyl Ci15H20NO2 ESI+ | 256,2271 | 102,0909 | 57,9750 - 20 8,4
Tebuconazole C16H22CIN30O ESI+ | 308,1524 | 70,0390 125,0147 | - 20 9,76
Hydroxy-tebuconazole C16H22CIN302 ESI+ | 324,1473 | 70,0390 125,0147 | 141,0078 | 20 9,36+9,66
Hydroxy-tebuconazole glycoside C22H32CIN3O7 ESI+ 486,2002 324,1481 70,0390 - 20 8,37
Tebufenpyrad C18H24CIN3O ESI+ 334,1681 145,0526 147,1169 171,0311 20 10,42
Triadimenol C14H18CIN30O2 ESI+ 296,1160 70,0405 99,0812 - 10 9,28
Trifloxystrobin C20H19F3N204 ESI+ 409,1370 186,0524 206,0811 116,0492 10 10,13
TPP (ISTD) Ci18H1502P ESI+ 327,0781 77,0376 215,0250 233,0356 10 9,8
Nicarbazin (ISTD) Ci19H18N6Os ESI- 301,0578 137,0354 107,0372 - 20 9,2
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Tabulka VII: Sumarni vzorce a pfesné hmoty metabolitt, které jsou uvedené literatuie,
ve vzorcich nedetekovany

P g Sz | .

IEE : E2 | §

gt s 8| E

wn

Cyflufenamid (E-isomer) CaoH17FsN202 412,1210 | [11]
Cyflufenamid-decyclopropyl glycoside C22H21FsN20s 536,1218 | [11]
Hydroxy-cyflufenamid Ca0H17FsN203 428,1159 | [11]
1,2,4-triazole C2HsNs3 69,0327 [12]
Difenoconazole CGA 189138 C13HsCl203 281,9851 | [12]
Difenoconazole CGA 205374 C16H11Cl2N3O; 347,0228 | [12]
Difenoconazole CGA 205375 C16H13Cl2N30; 349,0385 | [12]
Dimethomorph-Z7 C1sH13CINOs 276,0553 | [13]
Dimethomorph-Z37 C21H20CINOs 401,030 | [13]
Phthalimide CsHsNO: 147,0320 | [14]
Phthalic acid CsHsOx 166,0266 | [14]
Iprodione-desisopropyl C10H7CI2N303 286,9865 | [15]
Metrafenone CL 197675 Ci9H19BrO7 438,0314 | [16]
2,4-DNOP C14H20N205 296,1372 | [17]
Hydroxy-pyraclostrobin glycoside C25H2sCIN3O10 565,1463 | [18]
3-hydroxy-quinoxyfen C1sHsCl.FNO: 322,9916 | [19]
Spiroxamine-cyclohexanol C10H200 156,1514 | [20]
Spiroxamine-cyclohexanol glycoside C16H3006 318,2042 | [20]
Spiroxamine-diol Ci10H2002 172,1463 | [20]
Spiroxamine-diol glycoside C16H3007 334,1992 | [20]
Triadimenol glycoside CaoH2sCIN3O7 457,1616 | [21]
Hydroxy-triadimenol C14H18CIN3O3 311,1037 | [21]
Hydroxy-triadimenol glycoside C20H28CIN3Os 4731565 | [21]
Trifloxystrobin CGA321113 C1oH17F3N204 394,1140 | [22]

Priklad identifikace metabolitu iprovalicarb-hydroxy

V reten¢nim case 7,9 min byl detekovan pseudomolekulovy ion m/z 337,2123, pro ktery
byl navrzen sumarni vzorec CigH2sN2O4 (teoreticka hmota 336,2049 Da, chyba urceni
hmoty -2,2 ppm). V produktovém spektru této latky (viz Obr.2) bylo detekovano
6 fragmentovych iontt — m/z203,1380; m/z 186,1116; m/z 144,0640; m/z 135,0800;
m/z 116,0705 a m/z 98,0605, které byly vyuzity pii identifikaci metabolitu. Uvedené fragmenty
byly detekovany téz v produktovém spektru fungicidu iprovalicarb, vyjimkou je fragment
m/z 135,0800, jehoz presna hmota odpovida fragmentu m/z 119,0853 (detekovan v MS/MS
spektru iprovalicarb), ktera je navySena o hmotu atomu kysliku, ktery byl do struktury molekuly
vnesen biotransformacni reakci. Pii zohlednéni méfenych dat a idaji uvedenych v literarnich

zdrojich [9] byla tato sloucenina identifikovana jako iprovalicarb-hydroxy. V produktovém
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spektru jsou znazornény téz navrhy pravdépodobnych strukturnich vzorci fragmentd, které
byly vytvofeny S vyuzitim softwaru Agilent MSC a znazornuji tu ¢ast molekuly prekurzoru,

ktera se pfi fragmentaci odstépi a nese naboj.
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Obr. 2 Produktové spektrum metabolitu iprovalicarb-hydroxy, retenéni ¢as 7,9 min

3.5.4.2 Kvantifikace rezidui pesticida

Kalibrace, korekce na wvnitini standard a dal§i vyhodnoceni namétfenych dat je
zpracovavano pomoci softwarového vybaveni LC-HRMS/MS ptistroje (Agilent MassHunter
Quantitative Analysis) ptipadné je jako alternativu mozno pouzit program Microsoft Excel,
pfi¢emz je kontrolovéana linearita kalibra¢ni kiivky pomoci koeficientu determinace (R?).

Vypocet koncentrace analytu ve vzorku metodou externi kalibrace s korekci na vnitini

standard se provadi podle nasledujiciho vztahu:

A, = A
AIS

tyto hodnoty jsou nasledné vynaseny do zavislosti na koncentraci analytu (v ng ml?).
Z kalibra¢ni zavislosti Ize tedy vypocitat koncentraci analytu ve vzorku (v ng mlt). Piepocet

koncentrace analytu ve vzorku (pg kgt) metodou externi kalibrace se provadi nasledovné:

C,=C,f

vz
f — Vextrakt
m

cal
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AN korigovana plocha

Aa plocha analytu

Ais plocha vnitiniho standardu

Cvz koncentrace analytu ve vzorku (ug kg?)

Ceal koncentrace analytu vypogitana z kalibraéni zavislosti (ug mi™t)
Vextrakt objem extraktu (ml)

m navazka vzorku (KQ)

f prepocitavaci faktor (obsah matrice v extraktu)

3.5.5 Pracovni charakteristiky

Pracovni charakteristiky metody byly zjistovany pro pesticidy (matetské slouceniny)
ve vzorcich vina, hroznt alisti révy vinné na zékladé ptidavku standardi ke vzorkim
neobsahujici cilové latky. Po ptidavku roztoku se vzorek promicha a necha minimalné 20 min
stat zakryty pti laboratorni teploté. Nésledné se extrahuje vyse popsanym extrakénim postupem,
viz kapitola 3.5.3. Vytéznost a opakovatelnost postupu byla dokumentovana na dvou
koncentra¢nich hladinach. Ziskané pracovni charakteristiky metody pro jednotlivé matrice jsou
uvedeny v Tab. VIII a Tab. IX. Aktualni meze stanovitelnosti jsou vzdy ponékud zavislé
na stavu analytického systému a je proto tieba, aby byly zahrnuty do pravidelné verifikace
metody (spolu s kontrolou vytéznosti).

Pro vSechny pesticidy uvedené v Tab. VIII a Tab. IX umoziuje tato metoda s velmi
dobrou ptesnosti — tj. opakovatelnosti a vytéznosti — méfit rezidua Vv hroznech a vinech
na koncentraénich hladindch rovno nebo mensich nez 10 ug kg™. Tato hodnota predstavuje
smérnou hodnotu pro posuzovani potravin pochazejicich z ekologického zeméd€lstvi. Zaroven
tato metoda poskytuje velmi dobré a stabilni pracovni charakteristiky, které zcela spliiuji

pozadavky dokumentu SANTE 11945/2015 zavazného pro ufedni kontrolu rezidui pesticidu.
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Tabulka VIII: Vytéznosti a opakovatelnosti dosazené pii validaci (N=6)

Hrozny Vino Listy
Analyt 2pg kg™ 20 pg kg™ 2 pg kg 20 pg kg 8 pg kg 80 g kg
vytéznost | RSD | vytéZnost | RSD | vytéZnost | RSD | vytéZnost | RSD | vytéZnost | RSD | vytéZznost | RSD
[%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%0] [%0] [%0]
Difenoconazole 87 5 97 4 94 2 96 1 88 4 89 1
Dimethomorph 93 2 92 1 96 2 91 4 95 3 93 4
Fenhexamid 88 3 89 4 98 3 94 2 89 3 88 2
Iprovalicarb 90 2 94 5 94 16 93 2 90 11 90 2
Metrafenone 84 6 97 3 94 2 95 1 88 2 93 2
Pyraclostrobin 90 2 89 1 89 2 88 1 89 1 88 1
Quinoxyfen 83 4 85 2 88 3 90 1 81 4 82 3
Spiroxamine 94 1 90 2 91 1 84 9 92 2 93 3
Tebuconazole 87 3 92 2 92 2 95 1 91 2 88 2
Tebufenpyrad 92 3 87 1 89 2 92 2 89 3 85 1
Triadimenol <LOQ 92 4 <LOQ 9% 5 <LOQ 83 7
Trifloxystrobin 89 1 94 1 91 1 92 2 90 2 85 2
Meptyldinocap <LOQ 85 3 <LOQ 94 4 <LOQ 79 6

Tabulka IX: Meze kvantifikace a linearni rozsah pro jednotlivé analyty (mg kg™)

LOQ (mg kg™) + linedrni rozsah

Analyt Hrozny Vino Listy
navazka 10 g navazka 10 g navazka 2,5 g
Difenoconazole 0,001 | - 0,05 | 0,001 | - 0,02 | 0,004 | - 0,4
Dimethomorph 0,001 | - 0,02 | 0001 | - 01| 0,004 | - 0,2
Fenhexamid 0,001 | - 0,02 | 0001 | - 0,02 | 0,008 | - 0,08
Iprovalicarb 0,001 | - 0,05 | 0001 | - 0,05 | 0004 | - 0,2
Metrafenone 0,001 | - 01| 0001 | - 0,02 | 0,004 | - 04
Pyraclostrobin 0,001 | - 0,05 | 0,001 | - 0,05 | 0,004 | - 0,2
Quinoxyfen 0,001 | - 0,02 | 0001 | - 0,02 | 0004 | - 0,08
Spiroxamine 0,001 | - 0,02 | 0,001 | - 0,02 | 0,004 | - 0,08
Tebuconazole 0,001 | - 0,05 | 0001 | - 01| 0,004 | - 0,2
Tebufenpyrad 0,001 | - 0,05 | 0,001 | - 0,1 | 0,004 | - 0,2
Triadimenol 0,01 |- 01| 001 |- 0,05 | 004 |- 04
Trifloxystrobin 0,001 | - 0,02 | 0001 | - 0,02 | 0004 | - 0,2
Meptyldinocap 0,005 | - 0,1 | 0,005 | - 0,1 0,02 - 0,4

Stanoveni validacnich parametri metabolitl, resp. degradacnich produkti pomoci

ptidavku roztoku standardu latky nebylo realizovano, nebot’ pro sledované metabolity nebyly

analytické standardy dostupné. Z opakovanych analyz vzorku (extrakéniho postupu), ktery

ptirozené obsahuje metabolity pesticidu, byla stanovena relativni smérodatna odchylka odezvy

analyti, kterou byla charakterizovana opakovatelnost metody (viz Tab. X).
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Tabulka X: Opakovatelnost metody pro stanoveni metaboliti pesticidu v listech révy vinné
(n=6)

Metabolit/degradaéni produkt | RSD [%)]

Dimethomorph-demethyl 13
Fenhexamid glycoside 8
Fenhexamid-hydroxy 12
Fenhexamid-hydroxy glycoside 5
Iprovalicarb-hydroxy 14
Iprovalicarb-hydroxy glycoside 13
Metrafenone-CL 1500836 6
Metrafenone-CL 379395 6
Metrafenone-CL 3000402 4
Pyraclostrobin-desmethoxy 6
Pyraclostrobin-hydroxy 3
Spiroxamine-N-desethyl 14
Spiroxamine-N-despropy! 10
Spiroxamine-N-oxide 2
Tebuconazole-hydroxy 9
Tebuconazole-hydroxy glycoside 8

4 SROVNANi NOVOSTI POSTUPU

V ekologické produkei je velmi omezeno pouziti pesticidll, povolené jsou jen urcité latky
a k jejich aplikaci by mélo byt piistoupeno az v okamziku, kdy nelze rostliny nalezitym
zpuisobem ochranit pomoci nechemickych postupti (pfirozeni neptatelé sktidcti apod.). Prikaz
pfitomnosti rezidui nepovolenych u¢innych latek ptipravki na ochranu rostlin v soucasné dobé
predstavuje jeden z dilezity nastroji pro kontrolu potravin vyprodukovanych v ekologickém
zemédélstvi. V dusledku (bio)degradace pesticidi mutze dojit k transformaci a vzniklé
metabolity mohou poté slouzit jako marker pouziti ptipravku i poté, co rezidua matefské uéinné
latky jiz nelze detekovat.

Popisovana metoda je zalozena na extrakci pomoci multirezidualni metody QUEChERS
(viz t¢z CSN EN 15 662). V odborné literatufe bylo popsano, Ze tato extrakéni metoda je
vhodna pro stanoveni nékolika stovek rezidui pesticidii. Experimentalné bylo zjisténo, Ze
metoda QUEChERS téZz poskytuje dostateCnou extrakéni Géinnost metabolitd pesticidd
zatfazenych v dosavadnim rozsahu sledovanych analytd v porovnani s jinymi metodami
ptipravy vzorku. Tato skute¢nost umoznuje simultanni stanoveni obou skupin latek — rezidui
pesticidii i jejich metaboliti — v acetonitrilovém extraktu v ramci jedné analyzy s vyuzitim
techniky UHPLC-HRMS/MS.

Pracovni charakteristiky popisované metody pro stanoveni vybranych rezidui pesticidi

ve vzorcich vina a v listd a hroznil révy vinné byly validovany. Pfi stanoveni rezidui pesticidl
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ve vzorcich hroznli a vina jsou dosahovéany limity kvantifikace pod 10 pg kg™, tudiz touto
metodou je mozné monitorovat hladiny rezidui pfi kontrole dodrzeni pravidel pro ekologickou
produkci. Rozsiteni multirezidualni metody na dosud nesledované metabolity G¢innych latek
pii snizeni mezi stanovitelnosti vSech analytl je podstatnou inovaci v laboratorni kontrole s tim,
ze na tomto zakladé lze implementovat zcela novou kontrolni strategii pfi prokazovani

nedodrzovani zésad ekologického zeméedélstvi.

5 POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

Popisovana metoda poskytuje rychlou a piesnou informaci 0 mnozstvi rezidui pesticidi
ve vzorku a lze ji pouzit pro kontrolu rezidui pesticidd nejen v produktech ekologického
zemédélstvi, ale také v rostlinném materidlu odebraném ptimo v terénu u kontrolovaného
subjektu. Parametry a pracovni charakteristiky analytické metody zaloZené na principu
UHPLC-HRMS/MS jsou pro sledovana rezidua pesticidu v souladu s pozadavky uvedenych
v zavazném dokumentu SANTE 11945/2015. Soucasné tato metoda poskytne informaci
0 pritomnosti transformacénich produktd pesticida.

Metoda byla primarné vyvinuta pro analyzy V laboratofich Ustiedniho zku$ebniho
a kontrolniho tstavu zemédélského (UKZUZ), Statni zemé&délské a potravinaiské inspekce
(SZPI), ptipadné dalsich, za ucelem prikazu falSovani produkti z ekologické produkce.
Metodu lze genericky aplikovat také na dalsi pesticidy a jejich metabolity.

6 EKONOMICKE ASPEKTY

Vyuziti metodiky kontrolnimi laboratofemi umozni zvysit efektivitu kontroly produkti
ekologického zemédé@lstvi, zvysi garanci plivodu produktu a jeho chemické bezpecnosti
a projevi se na kvalité produkt nabizenych spotiebiteltim.

Zhodnoceni z hlediska ekonomickych aspekti bylo provedeno za ptedpokladu, Ze
laboratof, ktera chce uvedenou metodu zavést, jiz ma zkuSenosti s LC-MS analyzou a vlastni
tak kapalinovy chromatograf s vysokorozliSovacim hmotnostnim spektrometrem. K realizaci
analyz je tedy pak potiebné jen bézné vybaveni laboratofe, viz kapitola 3.4, dal$i investice
nejsou potiebné.

Implementace metody zahrnuje zjiSténi aktudlnich pracovnich charakteristik, zejména
ovéteni dostatecnosti limith kvantifikace, linearity, ale také verifikaci metody pomoci ptidavku
pesticidl na predem znamou hladinu a zjisténi vytéznosti, ptipadné i opakovatelnosti metody

Vv podminkach konkrétni laboratoie. Za ptedpokladu, ze by bylo provedeno 20 verifikacnich
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a kontrolnich analyz, pficemz provozni ndklady na jednu analyzu by byly 3200 K¢, celkové
naklady na implementaci by se rovnaly 64 tis. K¢.

Ekonomicky vyznamnym piinosem je podstatné zvySeni Ucinnosti kontroly dodrzovani
pravidel ekologického zemédélstvi a snizeni ztrat zplsobenych mimo jiné decertifikaci
biopotravin v disledku nespravného pouziti nepovolenych pesticidd. Dal§im piinosem je
zvysSeni duvéry vetejnosti k produktim ekologického zemédélstvi, coz v konecném diisledku
pfinese i zvySeni jejich spotfeby. Ekonomické piinosy ocekavané Vv této oblasti nelze vsak

presné kvantifikovat.
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9 SEZNAM ZKRATEK

EFSA Evropsky ufad pro bezpecnost potravin

ESI v MS: ionizace elektrosprejem

GAP Spravna zemé&délska praxe

GC Plynova chromatografie

ISTD Vnitini standard

LC Kapalinova chromatografie; UHPLC: ultrauc¢inna kapalinova chromatografie

LOQ Mez stanovitelnosti, kvantifikace (Limit of quantification)

MeCN Acetonitril

MeOH Methanol

MLR Maximalni limit rezidui

MRM Multirezidualni metoda

MS Hmotnostni spektrometrie (MS/MS: tandemova hmotnostni spektrometrie;
HRMS: vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrie)

POR Ptipravek na ochranu rostlin

QUEChERS | Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe

RSD Relativni smérodatna odchylka (zde za podminek opakovatelnosti)

SZPI Statni zemedélska a potravinaiska inspekce

UKzUZ Ustiedni kontrolni a zkusebni ustav zemédélsky
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Priloha:

Trivialni nazev, prip. kédové
oznacdeni pesticidu/metabolitu

Systematicky nazev

Strukturni vzorec

Cyflufenamid
(¢inna latka)

N-{(2)-[(cyclopropylmethoxy)amino][2,3-
difluor-6-(trifluormethyl)phenyl]methylen} -
2-phenylacetamide

Cyflufenamid (E-isomer)

N-{(E)-[(cyclopropylmethoxy)amino] [2,3-
difluor-6-(trifluormethyl)phenyl]methylen} -
2-phenylacetamide

Cyflufenamid-decyclopropyl glycoside

N-{(2)-[2,3-difluoro-6-trifluoromethyl-
(glucopyranosylimino)benzyl]}-2-
phenylacetamide

N-{(2)-[(cyclopropylmethoxy)imino][2,3-

Hydroxy-cyflufenamid difluoro-6-(trifluoromethyl)phenylmethyl}- [
2-hydroxy-2-phenylacetamide NH
F OH
F
F

CHs
/XN )w

N | O
S

Difenoconazole
(G¢inna latka)

3-chloro-4-[-4-methyl-2-(1H-1,2,4-triazol-
1-yImethyl)-1,3-dioxolan-2-yl]phenyl 4-
chlorophenyl ether

1,2,4-triazole

1,2,4-triazole




Trivialni nazev, prip. kodové
oznacdeni pesticidu/metabolitu

Systematicky nazev

Strukturni vzorec

Difenoconazole CGA 189138

2-chloro-4-(4-chloro-phenoxy)-benzoic
acid

o OH
1 Cl

Difenoconazole CGA 205374
(Difenoconazole-ketone)

1-[2-chloro-4-(4-chloro-phenoxy)-
phenyl]-2-[1,2,4]triazol-1-yl-ethanone

Difenoconazole CGA 205375
(Difenoconazole-alcohol)

1-[2-[2-chloro-4-(4-chloro-phenoxy)-
phenyl]-2-1H-[1,2,4]triazol-yl]-ethanol

Dimethomorph
(E-isomer a Z-isomer)
(G¢inna latka)

(E,Z)-4-[3-(4-chlorophenyl)-3-(3,4-
dimethoxyphenyl) acryloylJmorpholine




Trivialni nazev, prip. kodové
oznacdeni pesticidu/metabolitu

Systematicky nazev

Strukturni vzorec

Dimethomorph-demethyl

4-[(p-chlorophenyl)-3-hydroxy-4-
methoxy-cinnamoyl]morpholine

Dimethomorph-demethyl glycoside

4-[(p-chlorophenyl)-3-(5-D-
glucopyranosyloxy)-4-methoxy-
cinnamoyl]morpholine

HO

HO

Dimethomorph-Z7

4-chloro-3’,4 -dimethoxy-benzophenone

Dimethomorph-Z37

4-[3-(4-chlorophenyl)-3-3,4-dimethoxy-
phenyl)-1-oxo-2-propenyl]-2-oxo-
morpholine

Fenhexamid
(G¢inna latka)

N-(2,3-Dichloro-4-hydroxyphenyl)-1-
methylcyclohexanecarboxamide




Trivialni nazev, prip. kodové
oznacdeni pesticidu/metabolitu

Systematicky nazev

Strukturni vzorec

HN Cl
2,3-dichloro-4-{[(1-methylcyclohexyl) N
Fenhexamid-glycoside carbonyl]amino}phenyl p-D-
glucopyranoside o
o
HO OH
HO OH
OH
N-(2,3-dichloro-4-hydroxyphenyl)-2-
2-hydroxy-fenhexamid hydroxy-1-methylcyclohexane-1- OH
carboxamide Hee” N—=o0
4-hydroxy-fenhexamid i HC /=0
N-(2,3-dichloro-4-hydroxyphenyl)-4- HN c
hydroxy-1-methylcyclohexane-1-
carboxamide cl c
OH
Cl OH
OH
HyC o
HN OH
2,3-dichloro-4-{[(2-hydroxy-1- C'Q \—on
methylcyclohexyl)carbonyl]Jamino}phenyl d o
2-hydroxy-fenhexamid glycoside [-D-glucopyranoside o OH
HO
4-hydroxy-fenhexamid glycoside 2,3-dichloro-4-{[(4-hydroxy-1-
methylcyclohexyl)carbonyl]Jamino}phenyl
S-D-glucopyranoside
HsC o
HN OH
CI/Q O
OH
Cl °©
Ho oM
/O cl 74(:'
Folpet . . - _J ~a
(Ginna latka) N-(trichloromethylthio)phthalimide @EgN s
\
o}
o)
4
Phthalimide 1H-isoindole-1,3(2H)-dione NH




Trivialni nazev, prip. kodové
oznacdeni pesticidu/metabolitu

Systematicky nazev

Strukturni vzorec

OH

No

Phthalic acid Phthalic acid °
2
OH

Cl
- . . o) CH3
Iprodione 3-(3,5-Dichlorophenyl)-N-isopropyl-2,4- I ’<
cl NN

(4¢inna latka)

dioxo-1-imidazolidinecarboxamide

Iprodione-desisopropyl

3-(3,5-dichlorophenyl)-2,4-
dioxoimidazolidine-1-carboxamide

Iprovalicarb
Diastereoisomer A (S,R) + B (S,S)
(G¢inna latka)

isopropyl [(1S)-2-methyl-1-{[(1R)-1-p-

tolylethyl]carbamoyl}propyl]carbamate

isopropyl [(1S)-2-methyl-1-{[(1S)-1-p-

tolylethyl]carbamoyl}propyl]carbamate

Hydroxy-iprovalicarb

isopropyl [(2S)-1-{[1-(3-hydroxy-4-

methylphenyl)ethyl]amino}-3-methyl-1-

oxobutan-2-yl]carbamate

Hydroxy-iprovalicarb glycoside

isopropyl[(2R)-1-({1-[3-(B-D-
glucopyranosyloxy)-4-methylphenyl]
ethyl}amino)-3-methyl-1-oxobutan-2-

HO
o CH; O CH
o |
HO NH

=
yl]carbamate HiC \I/
H3CYO
CHy
Br
CHsG o
(3-bromo-6-methoxy-2-methylphenyl) TCH,
M?Fraffe nf)ne (2,3,4-trimethoxy-6-methylphenyl)-
(0¢inna latka) o
methanone \
o) O o CH
H3C/ \CH3 ’
0
| HaC
O~cH
. 3
Metrafenone CL 1500836 3-methoxy-2-(2,3,4-trimethoxy-6- O O
methylbenzoyl)benzaldehyde o
| \
o) o CHj




Trivialni nazev, prip. kodové
oznacdeni pesticidu/metabolitu

Systematicky nazev

Strukturni vzorec

Metrafenone CL 379395

2-(3-bromo-6-methoxy-2-methylbenzoyl)-
3,4,5-trimethoxybenzaldehyde

Metrafenone CL 300402

7-bromo-4-methoxy-3-(2,3,4-trimethoxy-
6-methylphenyl)-2-benzofuran-1(3H)-one

Metrafenone CL 197675

(3-bromo-6-methoxy-2-carboxyl)(2,3,4-
trimethoxy-6-methylphenyl)-methanone

Meptyldinocap
(G¢inna latka)

[2-4-dinitro -6-(2-octyl)phenyl crotonate]

2,4-DNOP (2,4-dinitro-6-(2-octyl)phenol)
HO
)
HSC\
o] CHy
Methyl-N-{2-[1-(4-chlorophenyl)-1H- yl\ /Cl)
Pyraclostrobin razol-3-ylJoxymethyl]phenyl}(N- © h ~
((&inna latka) Py ylloxymethytfpheny <. a
methoxy)carbamate o N
H,C

Hydroxy-pyraclostrobin

Methyl-N-{2-[1-(4-chlorophenyl)-1H-
pyrazol-3-ylJoxymethyl]phenyl}(N-
methoxy)carbamate




Trivialni nazev, prip. kodové
oznacdeni pesticidu/metabolitu

Systematicky nazev

Strukturni vzorec

H3C

o

Methyl N-(2{[1-(4-chlorophenyl)-1H- o%kNH _
Pyraclostrobin-desmethoxy pyrazol-3-ylJoxymethyl}phenyl) /(\N

carbamate o0 XV cl

OH
HO
OH
Methyl 2({[1-(4-chlorophenyl)-4- H3C\O o

Hydroxy-pyraclostrobin glycoside

(glucopyranosyloxy)-1H-pyrazol-3-
ylJoxy}methyl}-methoxy-phenyl
carbamate

OH

% o
o NH f\
N
o X \Q\C'
CH,O

/©/ F
Cl o

Quinoxyfen 5,7-dichloro-4-quinolyl-4-fluorophenyl
(G¢inna latka) ether N
=
cl N
o
. 5,7-dichloro-4-(4-fluorophenoxy)-3- ¢ o
3-hydroxy-quinoxyfen hydroxy-quinoline O
=
Cl N
CHj o CH,
Spiroxamine 8-tert-butyl-1,4-dioxaspiro[4.5]decan-2- H3C4'—<:>< [/
(0¢inna latka) ylmethyl(ethyl) (propyl)amine CHs o N~
CHj
CHg o <cn-|3
. N [(8-tert-butyl-1,4- dioxaspiro[4.5]dec-2- Hﬁﬂ
Spiroxamine-N-oxid yl)methyl]ethyl(propyl)amine oxide CH, o N\*/\/CHs
.
CH, o
. . N-[(8-tert-butyl-1,4- dioxaspiro[4.5]dec- H cw
Spiroxamine-N-desethyl : 3
2-yl) methyl]propan-1-amine o NH
CHs \/\CH3
N-[(8-tert-butyl-1,4- dioxaspiro[4.5]d il ° Hs
. . -[(8-tert-butyl-1,4- dioxaspiro[4.5]dec- HaC
Spiroxamine-N-despropyl 2-yl)methyl]ethanamine * “_<:><okNH
CH,4
CH,
Spiroxamine-cyclohexanol 4-tert-butylcyclohexanol HacA'—O*OH
CH,
OH
0
Spiroxamine-cyclohexanol glycoside 4-tert-butylcyclohexyl-glucopyranoside CHs OH
H3C4'—< —o0
CH, HO OH

Spiroxamine-diol

4-(1-hydroxy-2-methylpropan-2-yl)
cyclohexanol




Trivialni nazev, prip. kodové
oznacdeni pesticidu/metabolitu

Systematicky nazev

Strukturni vzorec

OH
o]
. . . . 4-(1-hydroxy-2-methylpropan-2-yl) CH, OH
Spiroxamine-diol glycoside cyclohexyl-glucopyranoside C 3
HO  ch, HO OH
H,;C CHsoH
Tebuconazole 1-p-chlorophenyl-4,4-dimethyl-3-(1H- HaC
(G¢inn4 latka) 1,2,4-triazol-1-ylmethyl)pentan-3-ol NN o
\
N\
H3C CHsoH
vl hc OH
2-chloro-5-[4-hydroxy-5,5-dimethyl-3- 3
Hydroxy-tebuconazole (1H-1,2,4-triazol-1-yl)hexyl] phenol N—n |
c
\
NS
HO OH
o OH
2-chloro-5-[4-hydroxy-5,5-dimethyl-3- CHy
. . HyC o) OH
Hydroxy-tebuconazole glycoside (1H-1,2,4-triazol-1-yl)hexyl] phenyl- on
glucopyranoside HsC
N—N cl
L)
N
Cl Ol
Tebufenpyrad N-(4-tert-butylbenzyl)-4-chloro-3-ethyl-1- Hscwh‘“
(0€inna latka) methylpyrazole-5-carboxamide N—N_ cH,
CHg CH
CH,
HC oy
cl HO °
Triadimenol 1-(4-chlorophenoxy)-3,3-dimethyl-1-(1H- CH,
(0¢inna latka) 1,2,4-triazol-1-yl)butan-2-ol o ’\\l /\\\N
N=/
HQ, OH
HO oH
O
- . 1-(4-chlorophenoxy)-3,3-dimethyl-1-(1H- H.C
Triadimenol glycoside 1,2,4-triazol-1-yl)butan-2-yl-glucoside H.C ’ o}
3
CHj N/\N
Cl@o \N;,
H3C
cl HO OH
- 4-(4-chlorophenoxy)-2,2-dimethyl-4-(1H- CHy
Hydroxy-triadimenol - .
1,2,4-triazol-1-yl)butane-1,3-diol o 'T/\N




Trivialni nazev, prip. kodové
oznacdeni pesticidu/metabolitu

Systematicky nazev

Strukturni vzorec

HsC

OH
4-(4-chlorophenoxy)-3-hydroxy-2,2- “ Ho ©
Hydroxy-triadimenol glycoside dimethyl-4-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)butyl CHs OH
glucoside 0 l\\l/\\\N
N=/
F
i o_ —~
Trifloxystrobin methyl (E)-methoxylmlno-{(E)-a-[l- N
(4ginna latka) (a,a,a-trifluoro-m-tolyl) o o
ethylideneaminooxy]-o-tolyl}acetate H,C”™ 7
o\
CH,
(E,E)-Methoxyimino-{2-[1-(3-trifluoro- o~ F
Trifloxystrobin CGA321113 methylphenyl)ethylideneaminooxymethyl]- N
phenyl}-acetic acid HSC/O\N/ _©
OH
TPP Triphenyl phosphate @
Nicarbazin 1,3-Bis(4-nitrophenyl)urea-4,6-dimethyl- 4<_/<N <j
\/

2(1H)-pyrimidinone (1:1)

ZQ




