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1. Uvod

Prvni pisemné zminky o pouziti extrakti v boji proti choro-
bém a $kidcéim rostlin pochézeji z Ciny. Postupné dochézelo
k selekci rostlin, u kterych byl zaznamenan insekticidni a fungi-
cidni Gcinek. V pribéhu vyvoje zemédélstvi, zejména v 19. stol.
priSla na fadu chemicka ochrana, ktera méla za cil syntetizovat
analogy rostlinnych biologicky aktivnich latek. Vznikly tak prvni
syntetické pesticidy. Syntetické pripravky postupné vytlacily
botanické ptipravky nejen v Evropé€, ale v nékolika dalSich rozvi-
nutych zemich. Problémy s chemickymi pesticidy vedly ke strikt-
nimu zakazu pouZivani nékterych z nich. Ale predevSim vedly
k hledéani novych environmentéalné a zdravotné nezavadnych al-
ternativ ochrany rostlin. Hledani novych biologicky aktivnich 14-
tek z rostlin s pesticidnimi Gcinky a vyvoj novych pripravki
na bazi je v soucasnosti podporovan mnoha nasimi i zahrani¢nimi
projekty. Pravdou ale zlistava, Ze o sekundarnich metabolitech a

jejich biologické aktivité vime stale jen velmi malo.

PouZiti pesticidti pro ochranu zemédélskych plodin je v sou-
Casné dobé revidovano a omezovano legislativou Evropské Unie
(Nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) 396/2005 a
1095/2007), stale vice pozornosti je vénovano hodnoceni vlivu
téchto latek na Zivotni prostfedi i na zdravi lidi a hospodarskych

zvirat. Opravnéné obavy z nepfiznivych dopadi syntetickych la-



tek masové pouzivanych pro ochranu rostlin se v mnoha pfipa-
dech potvrdily. To vedlo v poslednich letech k zadkazu pouZivani
napiiklad metylbromidu v celé EU k 1. 1. 2005. Pfitom objem
konvené¢nich pesticidii pouZivanych v ochrané rostlin v CR je
znacny, napriklad v roce 2009 bylo k oSetfeni pouze polnich kul-
tur pouzito 10 934 tis. kg pripravki. Toto jsou hlavni divody ve-
douci védce k intenzivnimu hledani novych alternativnich stra-
tegii ochrany rostlin proti Skiidcim a ptvodcim chorob. Nové
komplexni strategie museji byt nejen Setrné vii¢i naSemu Zivotni-
mu prostfedi, ale rovnéZz ekonomicky rentabilni a v neposledni
fadé aplikovatelné v integrovanych systémech produkce bez-
pecnych potravin. Proto se v dneSni dobé klade diiraz na hledani
novych environmentalné a zdravotné bezpecnych systémi ochra-
ny rostlin. Jedna z alternativ feSeni je vyuZiti biologicky aktivnich
latek obranného charakteru ziskanych z rostlin — rostlinnych pest-
icidi. Ackoliv neni predpoklad, Ze botanické pesticidy nahradi
levnéjsi a snadnéji produkovatelnéjsi syntetické pesticidy, presto
miiZeme ve svété pozorovat nartist spotfeby pripravkii na bazi
extraktti z rostlin. Tento narist je dan predevsim zvySujicim se za-
jmem o produkci ekologicky produkovanych bezpecnych po-
travin (bez pesticidnich rezidui) a v neposledni fadé také roste za-
jem drobnych spotiebitelli, ktefi na botanické pesticidy nahlizi
jako na vhodnou alternativu chemickych piipravki. Lze tedy

predpokladat, Ze zédjem o takovéto pripravky poroste nejen



ve svété, ale i v naSich podminkach, kde je prozatim hlavni pre-
kazkou legislativni narocnost uvedeni takovéhoto pfipravku
na trh, a proto jsou prevazné vyuZivany pro nepotravinarské tce-
ly. Seznam povolenych aktivnich latek na bazi rostlin je uveden v

tabulce 1 na nésledujici strance.



Tabulka 1: Prirodni ldatky pouZitelné jako pesticidy podle

legislativy EU
Stav podle
Ucinna latka Nafizeni (EC) Legislativa [Il::[glflf‘g]
¢. 1107/2009
Rostlinné oleje/olej
z vonatky nardové Schvaleny 1,2 -
(Cymbopogon nardus)
Rostlinné o
oleje/hrebickovy olej Schvdleny 2,3, 4 i
Ro§thnne oleje / matovy Schvaleny 2,35 )
olej
Silice pomerancova Schvaleny 6,7,8 -
Eugenol Schvaleny 9 -
Vytazek z Cesneku Schvaleny 2,3 -
Geraniol Schvaleny 10 0,01
Extrakéni zbytky
peprového prasku Schvéleny 2,3, 11 -
(PDER)
Salix spp. cortex Schvaleny 2,12 0,01
Terpenova smés QRD 460  Schvaleny 2,13 0,01
Tymol Schvaleny 14 0,01
Vytazek z kajeputu qo
stfyitdavolisté}forztea tree) Schvdleny 2,3, 15 )
Artemisia absinthium L. V Tizeni 0,01
Dimetyl disulfid V fizeni 0,01
Olej z tymianu obecného V fizeni 16 0,01
Olej z aksamitniku V fizeni 16 0,01

! Nafizeni Komise (EU) ¢. 504/2014, 2540/2011, 3 127/2008,
4141/2014, ° 608/2012, ©1165/2013, 7 442/2007, ® 438/2009,
9546/2013, * 570/2013, ™ 369/2012, > 1107/2015, > 1192/2015,
14 568/2013, '° 154/2014, '® Rozhodnuti Komise 2010/164/EU




2. Cil metodiky

Rada pfirodnich latek se dnes dostdvd na seznam povo-
lenych latek (Tabulka 1) pouZitelnych v zemédélstvi, nékteré jako
pripravky na ochranu rostlin jiné jako pomocné pripravky. Cilem
predkladané prace je poskytnout souborné zéakladni metody pro
stanoveni rezidui biopesticidi na bazi silic v rostlinném materia-
lu. Tyto metody jsou doplnény doporucenym zptisobem odbéru a

zpracovani vzorkd.

3. Vlastni popis metodiky

Tato metoda zahrnuje prdci s toxickym a zdravi Skodlivym materi-
dlem, proto je tfeba pri pracovnim postupu dodrZovat odpovidaji-

ci opatreni dle bezpecnostnich listil.

3.1. Chemikalie

PouZivaji se chemikalie analytické Cistoty, nejlépe kvality
pro rezidualni analyzu. Rozpoustédla museji byt v hodna pro GC
analyzu. Dostacujici Cistota chemikalii a rozpousStédel se testuje

promeétrenim slepého vzorku.



e Standardy biopesticida

Obecné se jedna o nejcastéjsi slozky silic. Standardy je vidy
nutné volit podle analyzovanych nebo predpokladanych sloZek bi-
opesticidu. Certifikované analytické standardy se kupuji
v pevném nebo kapalném stavu s deklarovanou Cistotou a na-
sledné jsou uchovavany na temném a chladném misté, tak abych

nedochazelo k jejich degradaci.

e Zasobni roztoky biopesticidii.

Dle poZzadavki analyzy se pro kazdy analyt pfipravi zasobni
roztok o presné koncentraci. V této metodice jsou pouZity zasobni
roztoky o koncentraci 1 mg/ml n-hexanu. NavaZuje se alespoii
10 mg s presnosti na 5 desetinnych mist, navazka se prepocte
na deklarovanou Cistotu standardu a ptida se prisluSné mnozstvi
rozpoustédla. Roztoky se uchovavaji v zatésnéné sklenéné vialce
pii 4 °C a jejich stabilita se pravidelné ovéruje, nejméné 1x

za mésic.



e Pracovni roztoky smeési standardii

Pracovni smésné roztoky se pripravi fedénim z4sobnich roz-
toki dle poZadovaného rozsahu analyzy obvykle je pfipravena de-
setinna fedici fada 1 az 10"® mg/ml n-hexanu. Pro kazdy pouZity
biopesticid je nutné navrhnout vlastni smés standardi tak aby
mohly byt kvantifikovany latky s riznym retencnim Casem
(Tabulka 2) a soucasné byly tyto latky zastoupeny v majoritnim

mnozstvi.

e Matricové kalibracni smési

Analyty ve standardni smési mohou byt vyznamné ovlivné-
ny pritomnosti matri¢nich koextraktt a jejich odezva na detektoru
mitiZe byt vyrazné odliSna oproti standardu v Cistém rozpoustédle.
Pro spolehlivou kvantifikaci analyti v pritomnosti extraktu
vzorku je vhodné pouZit matricové kalibracni standardy, které
se pripravi fedénim pracovnich smésnych roztokli extraktem
poZadované matrice, priCemZ obsah této matrice by mél byt mi-
nimalné 80%. Stabilita pesticidii v pfitomnosti matrice je nizsi,
proto je nutné tyto smeési pripravovat Cerstvé pred kaZdou ana-

lyzou.



e Vnitini standardy (ISTD)

Roztok v n-hexanu, koncentrace c = (2,5-10) mg/ml, pri-
dava se do kazdého analyzovaného vzorku tak aby jeho vysledna
koncentrace byla 10 pg/ml. Pro analyzu silic mohou byt jako
vnitini standardy pouZity nonan a oktadekan. Vnitini standardy se
voli dle poZadavki analyzy a slouzi ke kontrole retencnich cast,

vytéZznosti a/nebo ke kvantifikaci obsahu stanovovanych analyta.

e Kapalny dusik
Homogenizaci vzorkd je nutné provadét pii nizkych tep-
lotach tak, aby nedochazelo k nechténému sniZovani vytéZnosti

metody.

3.2. Pristroje a pomiicky
¢ Plynovy chromatograf s hmotnostni spektrometrem
(GC-MS)
¢ Plynovy chromatograf s plamenoioniza¢nim detektorem
(GC-FID)
o Analyticka kolona, napr.:

o DB XLB 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm (J&W Scientific),
o VF5-MS 30m x 0,25mm x 0,25pm (Varian),

o DB 1701 30m x 0,25mm x 0,25 pm (J&W Scientific)



¢ Analytické vahy s presnosti = 1mg
e Centrifugacni zkumavky s vickem
e Nylonové centrifugacni filtry

o napf.: Corning® Costar® Spin-X® 0,45pm

e Ultrazvukova lazen

e Vialky sklenéné, Sroubovaci, objemy 2 ml s inserty 200 pl
e Tteci misky s tloucky

e Dewarova nadoba pro manipulaci s kapalnym dusikem

3.3. Odbéru vzorku a extrakce

Z oSetfeného rostlinného materidlu se odebere reprezenta-
tivni vzorek. Aby bylo dosaZeno reprezentativniho vzorku, je do-
poruceno vzorkovani alespoii z 5 riznych ¢asti rostliny. Vzorek je
homogenizovan v tfeci misce v kapalném dusiku, dokud ne-
vznikne homogenni sypka smés. Pfi manipulaci s kapalnym du-
sikem je nutné dbat zvySené opatrnosti a pouZivat osobni
ochranné pomticky. Homogenni smés se opatrné nabere tak, aby
nedochéazelo k termalnimu Soku, je vhodné nabrat smés rovnou do
centrifugacniho filtru o znamé hmotnosti. Z rozdilu hmotnosti je
vypoctena navazka vzorku a prida se odpovidajici mnoZstvi n-he-
xanu v poméru 2: 1. Doporucend je navazka 200-250 mg. Zku-
mavka s filtrem se uzavie a intenzivné se protiepe, nasledné je
umisténa do ultrazvukové lazné na 5 minut. Po extrakci jsou

vzorky centrifugovany 15 000 ot. 3 minuty. Po centrifugaci jsou

10



odstranény vnitini Casti filtri s pevnym obsahem a extrakt je od-
pipetovan do sklenéné vialky. Pro presné oddéleni zbytkové vody
od extraktu je mozné filtra¢ni zkumavku ponofit na par sekund do

kapalného dusiku a nasledné odpipetovat extrakt.

3.4. GC-MS, GC-FID stanoveni

150-200 pl extraktu se prevede do 2ml vialky s insertem a
provede se analyza metodou GC-MS (Priklad 1) ve vhodné sek-
venci vzorki a standardt. V pripadé vyznamného nélezu rezidui
biopesticidd se pouZije metoda standardniho pfidavku ke vzorku,
pro presnéjsi kvantifikaci obsahu se provede méfeni metodou
GC-FID. Méfeni miiZe byt provedeno na riiznych piistrojich s od-
liSnymi technickymi parametry a na riznych analytickych kolo-

néch, za predpokladu dosazeni uspokojivych vysledkii.

Priklad 1: Vhodny teplotni program pro stanoveni tucinnych

latek ze silic
250
200
150
100

S0

teplota [°C]

0
o 10 20 30 40 =il &0 70

Agilent 7890A; kolona*¥IP¥8MS 5 % Phenyl Methy! Silo-

xan, 30 m x 250 ym x 0,25 um; s teplotni rampou 60 °C / 3 min.
— 3 °C/min. — 231 °C/ 10 min
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3.5. Kontrola kvality

K zajisténi kvalitativnich zkouSek stanoveni lze pouZit po-
stupy uvedené v dokumentu SANCO/1257/2013 nebo pouzit mo-
difikaci postupt z Jednotné pracovni postupy zkouseni krmiv —
Stanoveni obsahu rezidui pesticidd metodou GC-MS (UKZUZ,
2014)

e Zkouska na pritomnost interferenci (slepy pokus)

Pripravi se procesni slepy pokus a slepy pokus s matrici bez
pritomnosti sledovanych analytG. Chromatogram slepych vzorki
nesmi obsahovat vyznamné interferujici piky v reten¢nim case

pro jednotlivé stanovované latky.

¢ Kontrola kvality pomoci ISTD

Pro GC aplikace se pouziji jako ISTD pouze ty slouceniny,
které nejsou vyznamné ovliviiovany matrici. Vlivem nezZadoucich
efektti na ISTD béhem analyzy mtiZe dojit k chybam pfi kvan-
tifikaci. Ztraty ISTD béhem extrakce a €isténi vedou k nadhodno-
ceni obsahu stanovovanych analytli a tato chyba vyrazné prevy-
Suje ostatni zdroje chyb. Pro matricovy efekt pri GC aplikacich je

typické zesileni signalu a ma za nasledek podhodnoceni vysledku.

12



e Kontrola kvality pomoci obohacenych vzorku

Pro tento tcel lze vyuZit vzorek se zanedbatelnym obsahem
zajmovych analytd, ktery se obohati pfidavkem testovanych latek
na relevantnich hladinach, tj. hladina odpovidajici reporting limi-
tu nebo jeho nasobku, pripadné na hladiné maximalniho rezi-

dudlniho limitu. Povoleny rozsah vytéZnosti pri rutinni kontrole
kvality je 60 % az 140 %.

Priklad 2: Experimentélni ovéfeni vytéznosti standardt

- v
o N e. - —
[1 m : g — oQ
< s < S § 5 2 o, =
8 =] 8 ) o = =4 = 5
L L =) =5 =) =) L = =
Pramér [%] 95 96 80 94 88 89 134 120 107
SD [%] 24 19 13 9 11 11 27 35 27

Kontrola kvality pomoci internich referencnich materiali

Pro tento ucel 1ze vyuZit vzorky ziskané pfi tiasti v testech

zptsobilosti pofadanych EURL pro rezidua pesticidd, uchovavané

A%
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3.6. Retencni indexy nejcastéjSich sloZek silic

V naésledujici tabulce (Tabulka 2) jsou uvedeny retencni in-
dexy latek, kterou jsou Castou soucasti pouzivanych botanickych

pesticidd.
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Tabulka 2: Retencni indexy nejvyznamnéjSich sloZek silic

na koloné DB-5

standard RI standard RI

anisol 921 borneol 1169
o-pinen 937 (+)-mentol 1176
kamfen 952 4-terpineol 1181
benzaldehyd 963 d-dihydrokarvon 1198
[-pinen 979 estragol 1199
myrcen 993 2-dekanol 1202
butyl-isothiokyanat 999 (-)-menthon 1223
o-terpinen 1019 [3-citronelol 1234
p-cymen 1028 citral 1244
limonen 1032 (-)-karvon 1247
eukalyptol 1034 geraniol 1259
y-terpinen 1063 cinnamaldehyd 1271
(+)-fenchon 1089 (-)-bornyl acetat 1287
linalool 1102 tymol 1296
rizovy oxid 1112 karvakrol 1306
kafr 1146 eugenol 1361
isopulegol 1149 geranyl acetat 1387
(+)-citronelal 1158 B-karyofylen 1420

citronelyl propionat 1448

15



4. Vypocet a vyjadreni vysledkii

4.1. Identifikace

Pro potvrzeni pritomnosti stanovovaného analytu ve vzorku

lze pouzit vice parametri:

¢ Retencni Cas (RT) analytu prepocteny na retencni (Kovatstiv)
index (RI)
e Charakteristicky tvar piku analytu
o Charakteristické spektrum hmot fragmentti v MS spektru
Parametry pro identifikaci jednotlivych analyti se ziskaji
proméfenim analytickych standard. Pro vysSi stupen jistoty
miiZe byt provedeno konfirmacni stanoveni za jinych chromato-
grafickych separacnich podminek. Vzorek se zpracovava s pri-
davkem vnitiniho standardu, ktery umozni korekci na zménu ob-
jemu extrakcniho rozpoustédla béhem procesu ¢iSténi i nastfi-

kovaného objemu vzorku pfi vlastni chromatografické analyze.

16



4.2. Kvantifikace

Kvantifikace latek ve vzorku je provedena na zékladé matri-
covych kalibra¢nich kfivek. Do znamého mnoZstvi matrice je pfi-
dano znamé mnoZstvi analytu. Nasledné je provedeno GC FID
stanoveni a je odectena plocha piku jednotlivych koncentraci. Pri
sestavovani kalibracnich kiivek by méla byt dodrZena linearita R?

> 0,999 (Pfiklad 3).

Priklad 3: Kalibracni kfivky pro hlavni slozky silice Cym-

bopogon citratus

Cymbopogon citratus
2000
2 1500
o
= 1000
3
= 500
0
0 0,1 0.2 03 0,4 0,5 06 0,7 08 0,9 1
mg/g
y=1812,6x
R?=0,9999 y =878,51x y =1166,5x
R?*=0,9999 R? =0,9999
limonen citral geranyl acetdt
--------- Linedrni (imonen) «seeeeees Linedrni (limonen) Linedrni (citral)
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5. Validace metody

5.1. Spolehlivost a pouZitelnost metody

Metoda byla ovéfena analyzou obohacenych reprezenta-
tivnich matric na riznych koncentracnich hladinach. Zakladni va-
lida¢ni parametry, vytéZnost a opakovatelnost stanoveni pro vétsi-
nu pesticidnich latek vyhovovaly poZadavkiim na QA. VytéZnost
se obvykle pohybovala v povoleném rozmezi 70 % aZz 130 %
(Priklad 2 nahote) a relativni standardni odchylka opakovaného

stanoveni byla mensi neZ 30 %.

DosaZitelné meze detekce a meze stanovitelnosti pro tuto
metodu Uzce souviseji s mnozstvim stanovovanych parametrt
ve vzorku, s citlivosti a selektivitou pouZitého pristrojového
usporadani, ale jsou vesmés dostateCné pro zjiSténi pritomnosti
rezidui pesticidi i na hodnoté 0,01 mg/kg (obvykld nejnizsi

hodnota MRL).

6. Srovnani ,,novosti postupii‘

Aplikace nejriznéjSich latek rostlinného ptivodu patii mezi
progresivni zpisoby ochrany rostlin. At jiZ se jedna o rostlinné
extrakty, silice nebo produkty rostlinného metabolismu, je
testovani a pouZivani téchto substanci celosvétovym trendem.
Uc¢innost fady latek je v soucasné dobé zkouména a nékteré mo-

mentalné prochéazeji v nejriiznéjsich zemich registracnimi Fizeni-

18



mi (napt. NeemAzal, SRN; Neem oil, Indie, dalsi viz tabulka 1).
V soucasné dobé v CR neexistuje metodika, kterd by se ucelend
zabyvala stanovenim pfitomnosti rezidui aplikovanych latek
z rostlinnych silic v rostlinném materidlu. Metodika vyuZiva
ke stanoveni téchto latek chromatografickych analytickych tech-
nik. Vyznamnou novosti je také metoda pfipravy vzorku, kdy je
pro homogenizaci pouZito zmrazeni vzorku v tekutém dusiku,
diky kterému je zabranéno odpareni tékavych latek, a extrakce
za pouZziti centrifugacnich mikrozkumavek s filtrem, které

umoziuji rychlé zpracovani velkého poctu vzorkd.

Analyzy pesticid jsou dileZitou soucasti kontroly ekolo-
gické produkce, avSak nemohou tuto kontrolu nahradit. Vzhledem
k faktu, Ze nékteré pesticidy se velmi rychle rozkladaji, analyzy
nemohou postihnout vSechny pripady pouZiti nepovolenych pesti-
cidd v ekologické produkci. Pro co nejvyssi efektivitu kontrolniho
systému je tfeba analyzy rezidui pesticidi kombinovat s dal$imi
kontrolnimi mechanismy, jako je napf. vizualni kontrola. Analyzy
rezidui pesticidii zaloZzené na hodnoceni rizik jsou mnohem
¢inngjsi neZ necileny (plos$ny) monitoring. Sifeni informaci
o moznostech analyzy rezidui pesticidd v ramci sektoru ekolo-
gické produkce rovnéz ptisobi jako prevence proti moznym pod-

voddm.
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7. Popis uplatnéni certifikované metodiky

Metodika je urcena jak odborné verejnosti, tak i vyzkum-
nym institucim, které se zabyvaji vyzkumem pfirodnich latek a
jejich vyuZitim v ochrané rostlin. Napfiklad: Statni zemédélska a
potravinarska inspekce (SZPI), Statni veterinarni sprava (SVS),
Ustedni kontrolni a zkuSebni tstav zemédélsky (UKZUZ). Ana-
lyzy rezidui pesticidi také provadi v mnohem mensim méritku
soukromé kontrolni a certifikacni organizace (kontrolni subjekty).
Pro vyzkum je dale tfeba zjistit residua pesticidli nejen z hlediska
jejich ptipadnych neZadoucich vliva, ale také pro stanoveni efek-
tivnich davek, zptisobii aplikace a stanoveni ucinnosti jednot-
livych latek. Uplatnéni tak bude vyznamné i z hlediska zavadéni

jednotlivych pesticidti do péstitelské praxe.
8. Ekonomické aspekty

UZivatelé metodiky budou nabizet popsané stanoveni jako
jeden ze svych produktti/sluzeb. Naklady na zavedeni metodiky
lze rozdélit na investi¢ni a materidlové. Investi¢ni ndklady na po-
fizeni potfebného vybaveni 1ze odhadnout na 2 000 000,- K¢. Za-
sadni je pofizeni plynového chromatografu s hmotnostnim a pla-
menoionizacnim detektorem, a pak dalS§i vybaveni, zejména
analytické vahy, centrifuga, ultrazvukova lazen, pipety, Dewarova

nadoba. VétSina analytickych laboratofi timto vybavenim jiZ dis-
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ponuje. Materidlové néklady lze odhadnout ve vysi 300,- K¢
na vzorek. Jednd se zejména o spotfebni material k pripravé
vzorku, napf. kapalny dusik, nylonové centrifugacni filtry, treci
misky, a spotfebni material k provedeni GC analyz, napf. analy-
tické kolony, vialky, inserty, technické plyny, standardy, roz-
poustédla. Déle je tfeba zapocitat osobni naklady, podle prove-
denych prikladt je moZno pocitat s celkovym ¢asem 10-30 minut
na jeden vzorek, kdy vétsi pocet vzorkti vyznamné zkrati celkovy
Cas prepocteny na jeden vzorek. Osobni ndklady tak dosdhnou cca
100,- K¢ na jeden vzorek. Cena jedné analyzy, za kterou bude na-
bizena, se bude pohybovat v cenové relaci cca 3000,- K¢ za vzo-
rek. Vzhledem k téZko predvidatelnému rozvoji ve vyuZiti ekolo-
gickych pesticidi na bazi rostlinnych silic, lze uvést mozné
priklady. Pfi analyze 100 vzorkt roc¢né bude zisk ocistény od na-
kladti ve vysi 300 000,- K¢, analogicky pfi analyze 1000 vzorkt
bude zisk 3 000 000,- K¢ rocné.

9. Priklad pouziti

Metodika byla vyuZita pfi stanoveni residui 3 silic a celkem
9 obsahovych latek na mrkvi a cibuli oSetfené roztokem téchto si-

lic. Konkrétni vysledky jsou uvedeny vySe (pfiklad 1 a 2).
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