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PROBLEMATIKA

Vzhledem k moznym Skodlivym tG¢inkiim nadmérného piijmu rezidui pesticidi na zdravi
lidi jsou pro jejich obsahy ve chmelu stanoveny maximalni rezidualni limity (MRL) dle
Natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 396/2005 o maximalnich limitech rezidui

pesticidu v potravinach a krmivech rostlinného a zivocisného ptivodu ze dne 23. tinora 2005.

Producenti chmele by tak méli vénovat pozornost obsahu rezidui pesticidi v této komoditg,
nebot” aplikaci agrochemikalii na chmelnicich mohlo dojit k piekroceni téchto limit. Z tohoto
davodu je nutné mit k dispozici vhodnou metodiku pro stanoveni rezidui pesticidi Vv této

matrici.

| CIL METODIKY

Cilem metodiky je piedlozit rutinni, reprodukovatelny postup pro stanoveni obsahu
rezidui pesticidii ve chmelu pomoci metody kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci,

ktery bude reflektovat pro tuto komoditu stanovené legislativni limity.



Il VLASTNIi POPIS METODIKY

1. Pouzitelnost metody

Metodou lze stanovit obsah pesticidii v chmelu za pouziti techniky LC-MS. Metoda byla
ovétena pro stanoveni pesticidi Acephat, Acetamiprid, Avamectin B1A, Azoxystrobin, Bifenthrin,
Boscalid, Carbendazim, Chlorpyrifos, Clothianidin, Cyazofamid, Cymoxanil, Dimethomorph,
Etoxazole, Fenpyroximate, Flonicamid, Hexythiazox, Imazalil, Imidacloprid, Malaoxon,
Malathion, Mandipropamid, Mepanipyrim, Metalaxyl, Myclobutanil, Dibrom/Naled, Oxadiazon,
Penconazol, Pendimethalin, Pirimicarb, Propamocarb, Propargite, Propiconazole, Pymetrozin,
Pyraclostrobin, Pyridaben, Quinoxyfen, Spirodiclofen, Spirotetramat, Spiroxamine, Tebuconazole,
Tebufenpyrad, Thiabendazole, Thiamethoxam, Triadimefon, Triadimenol, Trifloxystrobin a

Triflumizole v chmelové matrici.

2. Princip metody

Rezidua pesticidi pouzivanych k chemickému oSetfovani chmele jsou ze vzorkl, po jejich
namleti a homogenizaci, vzorku extrahované metodou QUEChERS (Quick, Easy, Cheap,
Effective, Rugged and Safe). Tento postup spociva v extrakci smési voda:acetonitril a naslednym
vysolenim organické vrstvy piidavkem smési siranu hotfecnatého a chloridu sodného. Po
odstfedéni je organickd faze vysuSena pomoci siranu hotecnatého a dale pieciSténa pomoci
disperzni SPE, pii které dojde k odstranéni koextrakti matrice rusicich stanoveni. Vlastni

stanoveni se provadi metodou vysoko t€inné kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci.

3. Terminologie a definice

QUEChERS - postup piipravy vzorku, kdy se vzorek extrahuje acetonitrilem a nasledné dojde po
ptidavku smési soli (MgSO4 + NaCl) a odstfedéni k vysoleni acetonitrilu, ktery obsahuje

vyextrahované analyty [1, 2].

Matri¢ni kalibrace — slouzi pro eliminaci vlivu matrice na odezvu detektoru u jednotlivych
analytd. Matricni kalibraéni fada se pfipravuje piidavkem roztokli standardd k extraktu

pfipraveného z matrice chmelu prostého rezidui pesticidi.

Disperzni SPE (dSPE) — technika, ktera slouzi k odstranéni interferujicich soucasti matrice

rusicich stanoveni. Na rozdil od klasické SPE je ptecisténi zaloZzené na disperzi Castic sorbentu



(PSA, C18, Z-Sep) ve vzorku a jejich nasledného odstredéni.

NCE — Normalizovana kolizni energie (Normalized Collision Energy)

4. Rusivé vlivy
Matrice chmele obsahuje velké mnozstvi interferujicich latek, které snizuji odezvu detektoru

n¢kterych ze sledovanych analytii. Z toho diivodu je pro kvantifikaci nezbytné nutné pouzivat

matricni kalibraci anebo metodu standartniho piidavku.



5. Pristroje a zarizeni

kapalinovy chromatograf

chromatograficka kolona (reverzni faze), napt. Atlantis T3 3um, 2.1x100 mm (Waters)

hmotnostni spektrometr

homogenizator (mixer)

laboratorni centrifuga

vakuova centrifuga, napt. Concentrator Plus 5305 Eppendorf
uzaviratelné plastové kyvety o objemu 50 ml
uzaviratelné plastové kyvety o objemu 15 ml

plastové kyvety se Sroubovacim uzavérem o objemu 2 ml
mikrozkumavka Eppendorf o objemu 1,5 ml

sklenéna kalibrovana pipeta o objemu 10 ml

vahy analytické s pfesnosti 0,0001g

predvazky s piesnosti 0,01g

bézné laboratorni sklo a vybaveni

6. Chemikalie

Pokud neni uvedeno jinak, pouzivaji se chemikdlie Ccistoty p.a.

demineralizovana voda nebo voda ekvivalentni ¢istoty (vodivost > 18 MQ).

acetonitril (super gradient nebo gradient grade)
metanol (LCMS)

voda (pro HPLC)

kyselina mravenci

mravencan amonny

siran hofecnaty

chlorid sodny

PSA silica (Sigma-Aldrich, 52738-U)
Discovery DSC-18 (Sigma-Aldrich, 52600-U)
Supel QUE Z-Sep (Sigma-Aldrich, 55491-U)

7. Roztoky

a destilovana nebo

- zasobni roztoky individudlnich pesticidi v acetonitrilu, metanolu nebo acetonu, zésobni



roztoky internich standardu tj. trifenylfosfatu (TPP), azoxystrobinu-d4 a thiamethoxamu-d3

v acetonitrilu vechny roztoky o koncentraci 1 g.I*
- PES 10: zésobni roztok smési pesticidii v acetonitrilu o koncentraci 10 mg.I™*
- PES 1: z4sobni roztok smési pesticidli v acetonitrilu o koncentraci 1 mg.I*
- PES 0,1: zasobni roztok smési pesticidil v acetonitrilu o koncentraci 0,1 mg.I™

- ISTD 10: zéasobni roztok smeési internich standardi (ISTD) v acetonitrilu o koncentraci

10 mg.I*

- ISTD 1: zéasobni roztok smési internich standardd (ISTD) v acetonitrilu o koncentraci

1 mg.I?

7.1 Priprava zasobniho roztoku individualnich pesticidi

Zasobni roztok standardd o koncentraci 1 g.I"! se pipravi tak, Zze do 25ml vialky se
Sroubovacim uzavérem se na analytickych vahach piesné navazi 10 mg standardu ptislusného
pesticidu a sklenénou pipetou (tfidy K) se pfida piesné 10 ml rozpoustédla - acetonitrilu, metanolu
nebo acetonu v zavislosti na jeho rozpustnost v téchto rozpoustédlech. Zasobni roztoky

individualnich latek se uchovavaji v mrazaku pii -18°C.

7.2 Priprava zasobniho roztoku standardi — PES 10

Smésny zasobni roztok standardl se ptipravi odpipetovanim 1 ml zasobniho roztoku
kazdého z pesticidi do 100 ml odmérné baiiky a po odpipetovani vSech pozadovanych latek se
obsah v bance doplni po rysku acetonitrilem. Zasobni roztok se uchovava v mrazaku pii uchovany

pti -18°C.

7.3 Priprava zasobniho roztoku standardi — PES 1

Zasobni roztok pesticidii PES 1 o koncentraci 1 mg.I" se pfipravuje odpipetovanim 1 ml
roztoku PES 10 do 10 ml odmérné banky a doplnénim acetonitrilem po rysku. Tento zasobni

roztok se uchovava v mrazaku pfi teploté -18°C.

7.4 Priprava zasobniho roztoku standardi — PES 0,1

Zasobni roztok pesticidii PES 0,1 o koncentraci 0,1 mg.I" se piipravuje odpipetovanim 1 ml

roztoku PES 1 do 10 ml odmérné banky a doplnénim acetonitrilem po rysku. Tento zdsobni roztok
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se uchovava v mrazaku pfi teplote -18°C.

7.5 Priprava zasobniho roztoku internich standardi — ISTD 10

Smésny zésobni roztok internich standardl se pfipravuje pipetovanim 1 ml zasobniho
roztoku izotopicky znaCenych pesticidi (azoxystrobin-d4, thiamethoxam-d3) a roztoku
trifenylfosfatu (TPP), pfipravenych viz kapitola 7.1, do 100 ml odmérné banky. Po pipetovani
zasobnich roztokii vSech latek se obsah v bance doplni acetonitrilem po rysku. Tento zasobni

roztok se uchovava v mrazaku pfi teploté -18°C.

7.6 Priprava zasobniho roztoku internich standarda — ISTD 1

Zasobni roztok pesticidi ISTD 1 o koncentraci 1 mg.I"t se ptipravuje pipetovanim 1 ml
roztoku PES 10 do 10 ml odmérné bainky a doplnénim acetonitrilem po rysku. Tento zasobni

roztok se uchovava v mrazéaku pfi teploté -18°C.

8. Postup stanoveni

8.1 Priprava vzorku

Vzorky hlavkového chmele nebo granulovaného chmele se uchovavaji pii laboratorni teploté
a jsou Vv co nejkrat§im mozném terminu zpracovany. Po namleti a homogenizaci se vzorky skladuji

V objemové umérné, dobte uzaviené vzorkovnici na temném a chladném misté, nejlépe v lednici.

8.1.1 Pfipravné prace pro piipravu jednoho vzorku

A) Do plastové kyvety (50 ml) se odvazi: 4 + 0,2 g bezvodého siranu hofe¢natého a 1 + 0,05 g

chloridu sodného

B) Do plastové 15ml kyvety se odvazi 0,9 g bezvodého siranu hofec¢natého (0,159 na 1 ml

acetonitrilového extraktu).

C) Do plastové 2ml mikrozkumavky se Sroubovacim uzavérem se odvazi 100 = 5 mg sorbentu

PSA, 25 + 2 mg sorbentu C18 a 25 + 2 mg sorbentu Z-Sep.

8.2 Extrakce pesticidii ze vzorku chmele

Do 50ml plastové kyvety se odvazi 1 + 0,05 g homogenizovaného vzorku chmele a nasledné



se do kyvety odpipetuje piesné¢ 10 ml destilované vody. Obsah kyvety se dikladné promicha na
minitifepacce minimalné¢ po dobu jedné minuty. Obsah kyvety se nechd stait 30 minut pii
laboratorni teploté, aby voda ptidana ke vzorku jej co mozna nejlépe prostoupila. Ke vzorku v
kyveté se poté prida 50 ul roztoku smési vnitinich standardt (ISTD 10) a 10 ml acetonitrilu. Smés
v kyveté se dliikladné promichd na minitfepacce, a to opét po dobu minimalné 1 minuty, nasledné
se k obsahu kyvety naraz ptida piedem ptipravena smés soli (viz kapitola 8.1.1, bod A). Kyvetu je
tieba co nejrychleji uzavtit a nasledné s ni po dobu jedné minuty intenzivné tfepat rukou, a to tak,
aby v zadném piipadé nedoslo ke speceni pfidanych a vytvotfeni hroudy. Obsah v kyveté se

nasledné odstiedi pii 4500 RPM po dobu 7 minut.

Po odstiedéni se obsah v kyveté rozdéli do dvou vrstev. Z horni acetonitrilové vrstvy se
odpipetuje ptesné 6 ml do 15ml kyvety s pfedem navazenym bezvodym siranem hofe¢natym (viz
kapitola 8.1.1, bod B), ¢imz se roztok presusi. Obsah kyvety se dikladné¢ promichd na
minitfepacce po dobu 1 minuty a obsah kyvety se odstfedi po dobu 5 minut pii 4500 RPM.

Z ptesuseného acetonitrilového extraktu se odpipetuje 1 ml do mikrozkumavky s pfedem
piipravenou smési sorbentt (viz kapitola 8.1.1, bod C) pro piecisténi extraktu pomoci disperzni
SPE techniky. Smés sorbentu a extraktu se v mikrozkumavce dikladné promichd na
mikrotfepacce a odstiedi pii 13 000 RPM po dobu 7 minut. Po odstfedéni se bez dalsi Gpravy
odpipetuje 800 pl supernatantu do vialky pro vlastni LC-MS/MS stanoveni.

8.3 Priprava slepého pokusu metody

Slepy pokus se pripravuje tak, ze se do kyvety pouze odpipetuje 10 ml destilované vody.
Dalsi postup, vcetné pifidavku smési internich standardd, je identicky s postupem uvedenym v

kapitole 8.2.

8.4 Priprava vzorku pro ovéreni vytéZnosti

Do plastové kyvety (50 ml) se odvazi 1+£0,05 g zhomogenizovaného vzorku chmele
prostého rezidui pesticidd, ke kterému se piida piesné 10 ml destilované vody. Obsah kyvety se
dikladné promicha na minitfepacce a kyveta se necha stat 30 minut pii laboratorni teploté. Ke
vzorku v kyveté se nasledné piida 0,5 ml smési pesticidéi (PES 1) o koncentraci 1 mg.I%, 50 uL
roztoku vnitinich standard (ISTD 10) a 10 ml acetonitrilu. Dal$i postup je identicky s postupem
uvedenym v kapitole 8.2.

8.5 Priprava matri¢ni kalibra¢ni kfivky
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Pétibodova kalibra¢ni fada matri¢nich standardu o koncentracich 2; 10; 50; 100 a 200 ug.l'1
se pripravi tak, ze se do péti mikrozkumavek (Eppendorf, objem 1,5 ml) odpipetuje 800 ul
acetonitrilového extraktu pfipravené¢ho z matrice chmele prosté rezidui pesticidu a precisténého
pomoci disperzni SPE. Pomoci vakuové odstfedivky se obsah v mikrozkumavce odpaii dosucha a
dle Tabulky 1 se ptidavkem zasobniho roztoku pesticidi (PES 0,1 nebo PES 1) pfipravi

pozadovana matri¢ni koncentra¢ni fada.

Tabulka 1: Objemy potiebné pro pfipravu kalibra¢ni fady matri¢nich standardi.

Koncentrace Objem (pl) Objem (pl) Objem (pl) Objem (pl)
(ng.Ih) roztoku PES0,1  roztoku PES1 @ roztoku ISTD 1 acetonitrilu
2 16 - 40 744
10 80 - 40 680
50 - 40 40 720
100 - 80 40 680
200 - 160 40 600

8.6 Kvantifikace metodou standartniho pridavku

Pro kvantifikaci vzorkt, kde je zjiSténd koncentrace urcitého analytu mimo rozsah kalibra¢ni
ktivky, 1ze pouzit metodu standardnich ptidavkl za konstantniho objemu. Pfipravi se série roztok
tak, Ze se do Ctyt vialek odpipetuje stejné mnozstvi vzorku (Va) a k jednotlivym roztokim se pfida
N objemovych jednotek (N =0, 1, 2, 3) smési standardt PES 0,1 nebo PES 1, pficemZ objem se
voli tak, aby absolutni pfidané mnoZstvi standardu odpovidal 50, 100 a 150 % pfiblizného obsahu

analytu v objemu pipetovaného vzorku. VSechny roztoky se doplni acetonitrilem na stejny objem.

8.7 LC-MS/MS analyza vzorku
8.7.1 Princip detekce a vyhodnoceni MS

Hmotnostni spektrometr pracuje v modu PRM (Parallel Reaction Monitoring) tj. ptislusny
matefsky iont je selektovan na kvadrupdlu (+/- 0,7 Da), fragmentovan v HCD fragmentacni cele a
nasledné je pfesnd hmota vzniklych specifickych fragmentacnich produktl spektru méfena v
orbitalni pasti. Pro kazdy z analytt je tedy sledovana minimalné jeden specificky SRM piechod,
kdy je pro urcité m/z odpovidajici matetskému iontu sledovan, s pfesnosti 5 ppm, specificky ion z
jeho pfislusného fragmentacniho spektra. Pokud je to mozné, tak kazdy z analytd je

charakterizovan dvéma specifickymi SRM ptechody. Nejintenzivnéj$i ion z fragmentacniho

spektra je pouzit jako kvantifika¢ni (Q1) a druhy jako konfirmacni (Q2).
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8.7.2 Podminky LC-MS/MS stanoveni

A) Pracovni podminky kapalinového chromatografu:

kolona: chromatograficka kolona s reverzni fazi, napr. Atlantis T3 3 um, 2,1x100 mm

mobilni faze A: 2 mM mravenc¢an amonny + 0,1 % kyselina mravenci ve vodé
- mobilni faze B: metanol

- priitok mobilni fize: 0,34 ml.min’

- objem nastriku: 2 pl

- teplota kolony: 40 °C

Tabulka 2: SloZeni gradientu LC ¢asti metody

¢as (min) % mobilni faze A % mobilni faze B
0 85 15
0,5 85 15
9 5 95
15 5 95
16 85 15
20 85 15

B) Pracovni podminky hmotnostni spektrometru s vysokym rozlisenim (HR-MS):
1. Parametry ESI zdroje:

- teplota kapilary (Capilary temp.): 295 °C

- pritok susiciho plynu (Sheath gas flow rate): 32

- prutok pomocného plynu (Aux gas flow rate): 7

- napéti na sprejovaci kapilare (Spray voltage): +3,8 kV

- teplota susSiciho plynu (Aux gas heater temperature): 295 °C

2. Parametry hmotnostniho spektrometru:

- detekce v kladném PRM (Parallel Reaction Mode) mo6du
- rozliSeni (Resolution): 17 500

- AGC Target: 2e5

- Maximum IT: 40 ms

- sitka izola¢niho okna (Isolation window): 1,4 m/z

12



Tabulka 3: Parametry jednotlivych analyti. Reten¢ni ¢as (RT, min), m/z pseudomolekularniho
iontu matetské latky, m/z fragmentu pouzitého pro kvantifikaci (Q1), m/z fragmentu pouzitého pro

konfirmaci (Q2) a normalizovana kolizni energie pouzita pro fragmentaci matetské latky (NCE).

m/z
Analyt (rF]:;Ir-]) matei'ského (r?/lz) (r?/zz) NCE
iontu [M+H]*
1  Acephate 15 184,0 142,9919 - 30
2 Acetamiprid 4,7 223,1 126,0099 56,0500 38
3 Abamectin (Bla)" 10,5? 890,5 305,2109 = 145,0858 20
4 Azoxystrobin 7,7 404,1 372,0954 = 344,1006 30
5  Azoxystrobin-d4 7,7 408,1 376,1226 = 348,1277 30
6  Bifenthrin 10,7 440,22 181,1011 = 166,0777 35
7  Boscalid 7,9 343,0 307,0614 = 139,9890 35
8 Carbendazim 3,1 1921 160,0496 - 45
9  Chlorpyrifos 9,9 349,9 114,9614  197,9275 25
10  Clothianidin 4,3 250,0 169,0542  131,9670 15
11 Cyazofamid 8,4 325,1 108,0117  261,0900 10
12 Cymoxanil 51 199,1 128,0454  129,0296 40
13 = Dibrom/Naled 7,2 378,8 141,0146 - 30
14 Dimethomorph (E/Z) 7,8/7,9 388,1 301,0608 @ 165,0536 35
15  Etoxazole 10,0 360,2 141,0146  158,0412 35
16 Fenpyroximate 10,1 422,2 366,1426 = 231,0988 32
17  Flonicamid 3,4 230,1 203,0415 @ 174,0151 45
18 Hexythiazox 9,8 353,1 228,0229  114,9609 25
19 Imazalil 6,2 297,1 158,9762 69,0454 45
20  Imidacloprid 4,2 256,1 209,0576 = 175,0968 30
21 Malaoxon 6,4 315,1 127,0391  142,9926 10
22  Malathion 8,0 331,0 127,0391  285,0014 10
23 Mandipropamid 7,9 4121 328,1096 = 356,1044 15
24 Mepanipyrim 8,3 224,1 106,0655 @ 104,0499 65
25 Metalaxyl 7,3 280,2 220,1319 @ 192,1371 25
26 = Myclobutanil 8,1 289,1 70,0403 125,0147 30
27 Oxadiazon 9,7 345,1 219,9554  303,0297 27
28  Penconazol 8,7 284,1 70,0403 158,9753 28
29 Pendimethalin 9,9 282,1 212,0652 = 194,0549 30
30 Pirimicarb 55 239,2 72,0451 182,1289 35
31 Propamocarb 15 189,2 102,0554  144,1019 45
32  Propargite 9,9 368,2 175,1117  231,1742 10
33 Propiconazole 8,9 342,1 158,9762  186,9712 35
34  Pymetrozin 2,0 218,1 105,0454 - 40
35  Pyraclostrobin 8,9 388,1 194,0800 = 296,0566 15
36  Pyridaben 1 10,3 365,1 147,1160 - 35
37  Pyridaben 2 10,3 367,1 147,1160 - 35
38  Quinoxyfen 8,9 308,0 228,9678 @ 272,0256 60
39 Spirodiclofen 10,5 4111 71,0856 313,0374 12
40 = Spirotetramat 8,3 374,2 270,1407 @ 302,1748 35
41 = Spiroxamine 7,0 298,3 144,1375 100,1119 35
42 Tebuconazole 8,8 308,2 70,0403 112,0761 32
43  Tebufenpyrad 9,6 334,2 117,0217  145,0527 50
44  Thiabendazole 3,7 202,0 175,0314  131,0597 77
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45  Thiamethoxam 3,5 292,0 211,0636  131,9663 26
46 = Thiamethoxam-d3 3,5 295,0 214,0835 @ 131,9670 26
47 Triphenyl phosphate 8,8 327,1 233,0348  251,0453 40
48  Triadimefon 8,1 294,1 197,0716 = 69,0706 30
49  Triadimenol 8,2 296,1 70,0407 99,0809 27
50 Trifloxystrobin 9,2 409,1 186,0525 = 206,0811 20
51  Triflumizole 9,2 346,1 278,0554 73,0655 20
*[M+NH4]*
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9. Vypocet a vyhodnoceni

9.1 Metoda vnéjsiho standardu

Pro vypocet koncentrace jednotlivych analytii se pouziva tzv. metoda vnéjsiho standardu,
kdy se kvantifikace provadi na zaklad¢ zmétené kalibracni kiivky. Pfi metod¢ kalibra¢ni kiivky se
analyzuje série standardli o znamé, ale rizné koncentraci (c) a hleda se zavislost kalibra¢ni funkce
x = fk(c). Nezndmy obsah stanovované slozky se pak urci pomoci analytické vyhodnocovaci
funkce ¢ = fA (x), a to odectenim koncentrace analytu z kalibracni kiivky (tj. zavislosti poméru
ploch kalibradnich standardii a vnitfniho standardu na koncentraci v pg.ml?) a pfepodtem na
pivodni vzorek dle vztahu (1). Pro pesticidy azoxystrobin a thiamethoxam se jako wvnitini
standardy pouZivaji izotopicky znacené pesticidy azoxystrobin-d4 a thiamethoxam-d3, pro ostatni

analyty je vnitini standard triphenyl phosphate (TPP).

c=> B2/ .
k

{ A: ) _q
Assto (V j
1
- (1)
c obsah stanovovaného analytu ve vzorku [mg.kg™]

Avz  plocha elu¢ni zony analytu pii analyze vzorku

Aisto plocha eluéni zony vnitiniho standardu pii analyze vzorku

q usek na ose Y kalibra¢ni kiivky

k smérnice kalibracni ktivky

V objem acetonitrilu pouzitého pro extrakci (10 ml)
m navazka vzorku [g]

9.2  Metoda standardniho pridavku

Pro kvantifikaci vzorkd, kde je zjiSténd koncentrace urcitého analytu mimo rozsah
kalibracni kiivky, se pouzije metoda standardniho ptidavkl. Pripravi se série roztoku tak, jak je

uvedeno v bodu 8.6 a koncentrace analytu v mg/kg se vypocita dle vztahu (2).

(e
g \m-Va @)

c=—"-
k 10
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ca
Va

usek na ose Yy kalibra¢ni kiivka

smérnice kalibracni kiivky

obsah stanovovaného analytu ve vzorku [mg.kg™]
objem pipetovaného vzorku [ml]

navazka vzorku [g]
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10. Parametry metody

10.1 Spravnost a shodnost

Pro stanoveni spravnosti a shodnosti byla pétkrat provedena analyza vzorku chmelu prostého
rezidui pesticidd s pfidavkem smési pesticidd na hladiné 0,05 mg.kg? a péti opakovani s
piidavkem na hlading 0,5 mg.kg™. Hodnoty vytéznosti predstavuji parametr spravnosti metody a
mély by se nachézet v rozmezi mezi 70 a 120 %. Relativni smérodatna odchylka opakovatelnosti
(RSD) reprezentuje shodnost metody a méla by byt mensi nez 20 % [3]. Hodnoty vytéznosti (%) a

RDS (%) na obou koncentraénich hladinach jsou uvedené v tabulce 1.

10.2 Linearita odezvy detektoru

Linearita odezvy detektoru byla ovéfena méfenim zavislosti plochy elu¢ni zony analytu
(osa'y) na jeho koncentraci v mg.I" (osa x). Koncentraéni rozsah 0,002 — 0,200 mg.I* reprezentuje
linedrni cast kalibracni kiivky. Rozsah pouzitelnosti tohoto rozsahu kalibracni kiivky je

maximalné 20 % pod a nad obéma krajnimi body tj. od 0,0016 do 0,240 mg/1 [3].

10.3 Mez stanoveni (limit kvantifikace)

Mez stanovitelnosti byla odhadnuta jako koncentrace analytu odpovidajici signalu detektoru,
ktery je desetindsobkem smérodatné odchylky (n=6) signalu detektoru pro analyty v matri¢ni
standardu o koncentraci 0,002 mg.I%, coz odpovidd 0,02 mg.kg? ve vzorku. V piipadé, ze
nalezend hodnota pro mez stanovitelnosti byla vétsi nez 0,002, byla jako mez stanovitelnosti
pouzita koncentrace 0,05 mg.kg? tj. koncentra¢ni hladina na které viechny analyty splnily
pozadavky na spravnost a shodnost anebo shodnost v souladu s dokumentem SANTE/11945/2015

[3]. Meze stanovitelnosti pro jednotlivé analyty jsou uvedené v tabulce 3.

10.4 Nejistota stanoveni

V souladu s dokumentem SANTE/11945/2015 [3] byla pro multirezidualni metodu stanoveni jako

rozsifena nejistota stanoveni, pouZzita hodnota 50 %.
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Tabulka 4: Hodnoty vytéznosti (%), RSD (%) stanovené na dvou hladinach 50 a 500 ppb a mez
stanoveni (LOQ) pro jednotlivé analyty.

0,05 mg/kg 0,50 mg/kg LOQ
Analyt Vyt(g/zol)lost RSD (%) Vyt(gzl)lost RSD (%) ma/kg
1  Acephat 72.7 1.6 58.2 9.8 0,05
2  Acetamiprid 84.7 2.3 83.6 35 0,02
3 Avamectin B1A 64.8 10.5 76.4 5.0 0,05
4 Azoxystrobin 97.2 1.7 90.7 1.8 0,02
5  Bifenthrin 94.2 6.9 117.6 2.8 0,05
6 Boscalid 98.0 5.3 82.9 3.5 0,05
7  Carbendazim 76.1 4.2 67.0 3.1 0,02
8  Chlorpyrifos 96.9 3.4 91.5 3.2 0.02
9  Clothianidin 79.8 2.5 814 3.5 0,02
10 Cyazofamid 87.3 1.9 83.0 2.7 0,05
11  Cymoxanil 93.6 5.7 79.0 5.0 0,02
12 Dimethomorph (E) 56.8 4.6 60.3 3.3 0,05
13 Dimethomorph (2) 97.8 2.7 78.1 3.5 0,02
14  Etoxazole 88.5 2.4 92.7 2.6 0,02
15 Fenpyroximate 83.3 2.9 89.2 5.0 0,02
16  Flonicamid 79.3 6.4 82.6 3.4 0,05
17  Hexythiazox 102.9 3.6 89.1 2.4 0,05
18  Imazalil 127.6 59 56.3 10.6 0,02
19 Imidacloprid 80.8 54 82.8 1.9 0,02
20  Malaoxon 73.2 3.1 82.0 3.7 0,02
21 Malathion 61.2 1.1 70.0 5.2 0,02
22 Mandipropamid 93.4 2.2 85.6 3.8 0,02
23 Mepanipyrim 88.6 2.0 81.7 2.7 0,02
24  Metalaxyl 89.7 2.3 83.7 2.9 0,02
25 Myclobutanil 86.7 2.1 80.6 2.7 0,05
26 Naled 67.8 9.1 82.4 4.0 0,05
27 Oxadiazon 85.8 3.8 100.6 3.8 0,05
28 Penconazol 92.2 1.5 82.3 2.0 0,02
29 Pendimethalin 93.0 2.3 63.8 9.3 0,05
30 Pirimicarb 83.0 2.9 79.9 3.1 0,02
31 Propamocarb 9.8 20.4 13.7 4.9 0,02
32  Propargite 94.1 6.4 94.8 2.3 0,02
33  Propiconazole 87.5 1.4 82.2 1.5 0,05
34  Pymetrozine 19.3 8.9 - - 0,02
35  Pyraclostrobin 90.9 1.9 86.3 2.6 0,02
36  Pyridaben 68.6 6.4 94.2 4.2 0,02
37  Quinoxyfen 82.7 1.5 81.5 2.9 0,05
38  Spirodiclofen 86.0 4.5 83.7 3.5 0,05
39 Spirotetramat 74.7 4.1 64.8 4.8 0,02
40 Spiroxamine 40.8 3.8 53.7 3.5 0,02
41  Tebuconazole 89.7 1.0 81.2 1.5 0,02
42 Tebufenpyrad 81.2 2.3 86.8 3.1 0,02
43  Thiabendazole 63.5 4.6 53.6 6.3 0,02
44 Thiamethoxam 89.4 1.1 85.8 1.4 0,02
45 | Triadimefon 87.6 2.0 82.5 2.6 0,02
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46  Triadimenol 85.2 1.9 82.7 3.1 0,05
47  Trifloxystrobin 112.9 1.7 95.2 2.6 0,02
48  Triflumizole 93.7 3.5 82.1 3.2 0,02
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111 SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Pro stanoveni obsahu rezidui pesticidii v matricich ovoce a zeleniny se obvykle pouziva
postup piipravy vzorki zalozeny na metodé QUEChERS [1,2], jez spociva v extrakci vzorku

acetonitrilem a naslednym vysolenim organické faze piidavkem smési soli.

Vyse popsana metodika je také zalozena na pouziti postupu QUEChERS, ale tento postup
musel byt doplnén dal$im ¢isticim krokem vzhledem k povaze vzorku, ktery obsahuje velké
mnozstvi latek extrahujicich se do acetonitrilu a tim negativné ovliviiuji vlastni odezvy
sledovanych analytu. PieCisténi vzorku se provadi disperzni SPE pomoci nové navrzené smeési
sorbentll, PSA, C18 a Z-Sep, jejiz slozeni bylo optimalizovano pravé pro matrici chmele. Postup
se vyznacuje svou jednoduchosti a krom¢ tfepani a odstfed’'ovani vzorku neni nutné provadét

slozité a Casoveé narocné laboratorni operace.

Shrnuti: Postup piipravy vzorku, ktery byl optimalizovan pro matrici chmele, umoznuje rychle
a presn¢ stanovit mnozstvi rezidui pesticidd ve chmelu, a to Vv koncentracich pod limitem
vyjadienym legislativnim piedpisem. Metodu je tedy mozné velmi dobie pouzivat pro rutinni

kontrolu.



v

POPIS UPLATNENI METODIKY

Metodika bude uplatnéna pro stanoveni obsahu pesticidii ve chmelu, bude tedy slouzit pro

kontrolu jeho zdravotni nezdvadnosti. Metodiku budou vyuzivat péstitelé chmele a pivovary.

\Y

EKONOMICKE ASPEKTY METODIKY

Ekonomické aspekty nelze jednozna¢né vycislit. Metodika bude komeréné vyuzita pro

rutinni kontrolu zdravotni nezavadnosti chmele v CR, pfinese tedy finanéni prostiedky jejimu

uzivateli za analyzy chmele. Proces kontroly chmele pfinese pfedevSim snizeni rizika vyskytu

pesticidi v pivu, tedy potencialnim finan¢nim ztratdm pivovaru v piipadé¢ odhaleni zvysené

koncentrace pesticidil v jejich vyrobku.
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