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ANOTACE

Predklddand publikace shrnuje ziskané poznatky vyskytu fosfonatd v rostlinnych
¢astech ovocnych plodin z hlediska jejich chovani v rostliné. Metodika obsahuje jak
zakladni informace o popisu pfipravkid obsahujicich fosfonaty, tak i nové poznatky
ziskané v ramci realizovaného projektu, predev$im pak ty, které jsou zaméfeny na
degradaci téchto latek s ohledem na dobu aplikace pripravka. Metodika zahrnuje
vysledky podrobného monitoringu degradace rezidui fosfon4tt v rostlinnych ¢astech
ovocnych stromil jadrovin a ve zpracovatelskych produktech (kfizaldch). Metodika
je urc¢ena predevs$im pro ovocnare, ktefi maji zdjem o informaci chovani fosfonatt
v rostlinnych matricich jadrovin a zaroven ziskat informaci a odbouravani téchto
latek z hlediska aplikace posttiku.

ANNOTATION

The presented publication summarizes the knowledge obtained on the occurrence
of phosphonates in plant parts of fruit crops from the point of view of their behavior
in the plant. The methodology contains both basic information about the description
of preparations containing phosphonates, as well as new knowledge obtained within
the implemented project, especially those that are focused on the degradation of
these substances with regard to the time of application of the preparations. The
methodology includes the results of detailed monitoring of the degradation of
phosphonate residues in the plant parts of fruit trees and in processing products
(cross-breeds). The methodology is primarily intended for fruit growers who are
interested in information on the behavior of phosphonates in plant matrixes of cores
and at the same time to obtain information and degradation of these substances from
the point of view of application of spraying.







1.UVOD

Fosfonity jsou skupinou systémovych fungicidi pouzivanych prevazné
v zemédélstvi, které zahrnuji Fosetyl-Al a draselné, sodné nebo amonné fosfonatové
soli (Aberton a kol., 1999; Ali a Guest, 1998; Anderson a Guest, 1990; FAO, 2017).
Fosetyl-Al je ISO nazev hlinité soli ethylfosfonatu, tj. tris-(ethylfosfonatu hlinitého)
podle nomenklatury IUPAC. U¢inné latka Fosetyl-Al se proddva pod riznymi
obchodnimi ndzvy, pravdépodobné nejbéznéjsi je pripravek Aliette®. Fosetyl-Al
byl poprvé komercializovan jako zemédélsky systémovy fungicid v roce 1977 a je
registrovan pro pouziti na vice nez 100 plodinach (FAO, 2015). K-Na-fosfonaty jsou
soli vznikajici reakci kyseliny fosfonové HPO(OH), s hydroxidy draselnymi nebo
sodnymi, zatimco fosfonity NH, jsou amonné soli. Prvni studie o pouziti kyseliny
fosfonové a jejich derivati zacaly v povaleéném obdobi s cilem nalézt alternativy
k fosfatovym hnojiviim. Testy vSak ukazaly, Ze nejsou tak ti¢inné jako konvenéni zdroje
fosforu, tj. jako jsou derivéty kyseliny fosfore¢né (Manghi et al 2021). Jednoduché
soli kyseliny fosfonové, napt. fosfonat draselny, vak nebyly povazovany za fungicidy,
dokud nebylo zjisténo, Ze Fosetyl-Al je v rostlinach odbourévén a fosfonatovy aniont
je aktivni slozkou. V poslednich letech se objevilo nékolik diskusi ohledné téchto
produktti kviili detekei rezidui v ovoci a zeleniné z ekologického zemédélstvi, které
tyto pesticidy zakazuje (Trinchera et al., 2020).

Akumulace fosfonatt v plodinach nebyla zptisobena vyhradné nepovolenym
pouzivanim pesticidti, ale souvisela i s jejich pfitomnosti v hnojivech povolenych
v ekologickém zemédélstvi. Pouziti zakdzanych latek v ekologickém zemédélstvi by
mohlo byt bud netimyslné z divodu pfitomnosti kontaminace v hnojivech, nebo by
mohlo odrazet zamér nékterych vyrobcti zvysit t¢innost hnojiv v produktu pomoci
ochrany rostlin, aniZz by museli platit naklady na registrace jako pesticid. Dne
25. ¢ervna 2019 bylo Evropskym parlamentem a Radou vyhld$eno nové natizeni EU
o hnojivech a pozménujici nafizeni (EU-FPR) 1009/2019, které stanovi pravidla
pro trh pro dodavani hnojivych vyrobkti EU a méni pfedchozi natizeni (ES 1069/
2009 a ES 1107/2009) a kterym se zru$uje natizeni (ES) 2003/2003 (Evropska unie,
2019 b). Priloha 2, ¢ast II, bod 6 natizeni 1009/2019 stanovi, ze ,,fosfonaty nesméji
byt zdmérné pridavany do Zadného hnojivého produktu EU. Neumyslna ptitomnost
fosfonatti nesmi prekrocit 0,5 % hmotnostnich®

Mozné provedeni tohoto posledné uvedeného bodu je vSak sporné, protoze
nova smérnice ma nékteré zasadni problémy, které by mély byt jasné feseny, aby se
predeslo nespravnému vykladu. Zaprvé v této véci panuje obecny zmatek, protoze
v bézném jazyce a védeckych dokumentech se pouziva obecny nazev ,,fosfit“ namisto
»fosfonatu®, coz je podle nomenklatury IUPAC spravnéj$i. Za druhé, EU-FPR
neuvadi referen¢ni postup pro kvantitativni analyzu fosfonattl v hnojivech (Damhus
et al., 2005). V neposledni fadé neni jasné, zda maji fosfonaty pro rostliny nutri¢ni
roli, aby ospravedlnila jejich pfitomnost nebo pouziti jako hnojivo, nebo zda mohou
byt fosfonaty produkovany primo rostlinou, s vyjimkou toho, Ze ptitomnost rezidui
je vysledkem aplikace pesticida.



K vychytavani fosfati a jejich redistribuci v rostliné dochdzi prostfednictvim
specifickych transportérd, proteintt plazmatické membrany koédovanych geny
patticimi do rodiny Pht (Phosphate transporter) (Varadarajan et al., 2002). Malusa
a Tosi (2005) zkoumali mobilizaci fosfonatt v jablonich a zbytky byly nalezeny v ovoci
pouze tyden po oSetfeni Ali-ette®. Tato druha studie také prokazala, Ze koncentrace
rezidui pozitivné korelovala s mnozstvim aplikovaného fosfonatu a Ze dlouhodobé
o$etfeni v pribéhu let navic zvy$uje koncentraci rezidua v ovoci. Zbytky fosfonatt
byly nalezeny v plodech, pupenech a kotenech az dva roky po preruseni postiku. To
naznacuje fakt, ze fosfonaty mohou byt remobilizovany ze zasobnich organt rostlin,
transportovany do jinych organt béhem vegeta¢niho obdobi a pfipadné znovu
akumulovany v ovoci.

2. CIL METODIKY

Jednimz cilti projektu ,,Studium chovani fosfonatti s cilem sniZeni ztrat v rostlinnych
produktech® byl vyvoj a optimalizace metody pro monitoring rezidui fosfondti
v rostlinnych ¢astech jadrovin. Znalosti o chovani fosfonétii v ¢astech rostlin jsou
kli¢ové pro analyzu rizika rezidui fosfonatti ve zpracovatelskych produktech.

Cilem na$i metodiky bylo osvétlit chovani fosfonatti v rostlinnych ¢astech
jadrovin a zjistit vzdjemné korelace. Za timto ucelem byla navrzena a validovana
optimalizovand metoda pro stanoveni kyseliny fosfonové a fosetylu-Al (forma
fosetylu). Analyza rezidui byla provedena metodou kapalinové chromatografie ve
spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii. Nedilnou soucasti metodiky je
dikladny monitoring degradace rezidui fosfonatt v rostlinnych ¢astech jadrovin
a ve zpracovatelskych produktech s ohledem na dobu aplikace ptipravka. Tato
metodika bude predana k vyuziti péstiteltim, ovocnaitim, ale i zpracovateltim ovoce
pro mozné vyuziti pfi monitorovani vyskytu rezidui jednak v cerstvém ovoci, ale
i zpracovatelskych produktech, s cilem dodrzeni bézné kontroly potravin, v¢etné
produktt ekologického zemédélstvi.

3. VLASTNI POPIS METODIKY

V této metodice jsou zahrnuty vysledky monitoringu rezidui fosfonatu - pripravka,
které jsou bézné vyuzivané v ochrané jadrovin. V metodice je prilozen modelovy
postiikovy plan vcetné terminti aplikaci. Jsou porovndny dvouleté vysledky
a degrada¢ni kiivky rezidui fosfonatd.

3. 1. Integrovana produkce ovocnych plodin

Mezi pripravky obsahujici fosfonaty dale patii Alginure, BFA1-14, Merplus,
Mildicut. Tyto pripravky se pouzivaji v ochrané proti strupovitosti, bakterialni
spale rtzovitych a chorobam zpusobenych oomycety (,fire blight®). Ptivodcem
této bakteridlni choroby je Erwinia amylovora. Pfiznaky poskozeni jsou: vadnuti
anekroza pletiv, tvorba bakterialniho exudatu. Napadené kvéty tmavnou a ménibarvu



do hnéda az ¢erna. Stejné tak napadené vyhony hnédnou, az ¢ernaji a na vrcholech
vyhont se vytvari charakteristicky hdkovity ohyb. Listy na téchto vyhonech vadnou.
Bakteridlni infekce se z kvéti a vyhont muZe roznést na vétve, kmen i podnoz.
V ptipadg, Zze je infikovana i podnoz, dochdzi ve vétsiné pripadech k uhynuti jedince
(Ourednickova et al. 2021).

Pro omezeni $ifeni a snizeni rizika zptisobenych $kod bakteridlni spélou, jsou
provadéna rtizna ochranna opatfeni, ktera zahrnuji i aplikaci ptipravka obsahujicich
fosfondty. A to predevsim pripravku Aliette 80 WG, ucinna latka Fosetyl-Al (800 g/kg)
s registraci do jabloni i hrusni v davce 2-3 kg/ha (OL 28 dni). K tomuto oSetfeni se
doporucuje ptistoupit pti vlhkém a velmi teplém pocasi, coz byva z pravidla v letnim
obdobi. Vysledky rtiznych vyzkumi a prazkumut detekujicich obsah rezidui v ovoci
naznacuji, ze perzistence fosfonatl v rostlinach je i viceletd. To mutiZze péstiteltim
ovoce zptisobovat vyznamné problémy pti uplatnéni na trhu u fetézcd, které vyzaduji
presné stanovené mnozstvi rezidui u¢innych latek.

3. 2. Aplikace pesticidii ve vysadbé jadrovin

Pripravky s fosfonaty byly aplikovany v experimentalni vysadbé jabloni na odriidé
’Idared’ ve VSUO Holovousy s.r.o. Aplikace piipravkii byly zahajeny ptiblizné ptil roku
pred sklizni plodi s ohledem na klimatické podminky a o¢ekdvany termin dozravani.
Meteorologické udaje klimatickych podminek z let 2020 a 2021 jsou uvedeny nize
v této kapitole. Pokusna vysadba byla rozdélena do 5 variant, v nichz byly aplikovany
2 vybrané pripravky. Jednotlivé varianty se od sebe li$ily terminem pocatku postriku.
V prvni varianté doslo k prvni aplikaci posttiku zhruba ptl roku pred sklizni plodd,
varianty 2 - 4 byly posunuty cca o mésic déle, tzn. u 4. varianty doslo k aplikaci
ptipravku cca mésic pred sklizni plodii. Pata varianta byla smésnou variantou, kdy
byly vzdy v terminu posttiku variant 1 - 4 aplikovany i posttiky zaroven na variantu
5. Aplikace pesticidi probihala pomoci traktorového postfikovace NP 400S (AKP),
ktery byl vybaven posttikovym rdmem v délce 200 cm. Na aplika¢nim rdmu bylo
celkem umisténo 7 trysek typu ALBUZ ATR ve vzdélenosti 25 cm, které zajistovaly
rovnomérné pokryti stromu posttikovou kapalinou. Pojezdova rychlost traktoru pri
aplikaci pripravki byla 8 km/h. Terminy aplikaci véetné typti odebranych vzorku
v danych terminech - piipravek Delan Pro a Luna Care jsou podrobné popsany
v Tabulce 1 - 5. Vidy byly odebirdny i vzorky den pred aplikaci pro ziskani
degradacni ktivky.
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Meteorologicka data pro rok 2020 a 2021 merena automatickou meteorologickou
stanici MeteoUNI (VSUO Holovousy s.r.o. - parcela Kamenec)

Kvéten 2020

Primeérna denni teplota ve 2 m (°C)
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Kvéten 2021

Priameérna denni teplota ve 2 m (°C)

& kvéten = 11,6 °C
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Kvéten 2020 - denni uhrn srazek (mm)
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Cerven 2020

s Pramérna denni teplota ve 2 m (°C)

& cerven = 17,8 °C
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Pramérna denni teplota ve 2 m (°C)

Cerven 2021
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Cervenec 2020

Pramérna denni teplota ve 2 m (°C)
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Cervenec 2021

Primeérna denni teplota ve 2 m (°C)
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Srpen 2020

Pramérna denni teplota ve 2 m (°C)
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Zari 2020

Primérna denni teplota ve 2 m (°C)
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Primérna denni teplota ve 2 m (°C)
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Rijen 2020

Pramérna denni teplota ve 2 m (°C)
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Aplikované pripravky a ucinné latky
Pro vyzkum chovani a degradace rezidui fosfonatd byly vybrany 2 ptipravky
s u¢innymi latkami, které jsou popsany v nasledujicim textu.

Delan® Pro

Fungicidni ptipravek ve formé suspenzniho koncentratu k ochrané jadrovin proti
strupovitosti a k ochrané révy proti plisni révové a erné hnilobé. Utinné latky
tohoto pripravku jsou dithianon (125 g) a fosfonaty draselné. Aplikovana davka na
jabloné je 2,5 I/ha.

Dithianon je kontaktni latka s preventivnim uc¢inkem, ktera ptisobi na sulfanylovou
(SH) skupinu nachdzejici se v aminokyseliné cystein. V rostliné nenf uc¢inna latka
translokovana. Fosfonaty draselné piisobi systemicky, a to primarné ptimou inhibici
patogena, tj. zpomalenim jeho rtistu, omezenim tvorby a uvolnovani spor. Neptimo
inhibuji patogena stimulaci obrany hostitele.

Luna Care

Fungicidni ptipravek ve formé vodorozpustnych granuli k foliarni ochrané jabloné
a hrugné, proti houbovym chorobdm. Utinné latky tohoto ptipravku jsou fluopyram
a fosetyl-Al. Aplikovana davka na jabloné je 3 kg/ha.

Luna® Care ptisobi proti houbovym chorobdm dvéma odli$nymi mechanismy
udinku. Zasahuje do respira¢niho fetézce enzymu sukcinat dehydrogenazy, kdy
inhibuje prenos elektronti a soucasné ovliviiuje metabolismus aminokyselin,
skladbu bilkovin a posiluje odolnost rostlinnych pletiv viiéi infekci. Ve vyvojovém
cyklu houbovych chorob omezuje kliceni zoosporangia, inhibuje rtist kli¢nich
vlaken a etablovani haustorii, blokuje riist mycelia a ¢aste¢né omezuje sporulaci.
Luna® Care u¢inkuje predev$im proti houbam z tfid Ascomycetes a Oomycetes
a nékterym bakteriim (Pseudomonas spp., Erwinia). Pusobi systémové, pohyb
v rostliné je akropetalni (xylémem) i bazipetalni (floémem). Ptipravek je pfijiman jak
nadzemnimi &&stmi rostlin, tak i koteny. U¢inkuje predev$im preventivné, nejlépe
pusobi v dobé aktivniho rtistu rostlin, vyznacuje se dlouhodobym ué¢inkem. Velmi

1w

dobfe chrani mladé ¢asti rostlin.

Fungicid Luna® Care je mozné vyuzit ke spolehlivé ochrané jak proti strupovitosti,
tak i padli jablonovému. Navic vykazuje vedlejsi ti¢innosti proti nektriové rakoviné
a bakterialni spale jabloné a hrusné a proti rakovinnému odumirani vétvi hrusné
(pseudomondadova spala hru$né).

Pii dodrzeni uvedenych aplika¢nich davek a aplika¢nich podminek mize
byt pripravek Luna® Care pouzit v integrovanych systémech ochrany rostlin za
soucasného respektovani aktualnich pravidel systému IP.



3.3. Analytické stanoveni rezidui fosfonati

Stanoveni kyseliny fosfonové a fosetylu ve vzorcich plodt (jablka), dfeva, listi
a ptdy probihalo technikou kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii (LC-MS). Je to vysoce selektivni instrumentace pro sledovani nizkych
koncentraci analytt. Selektivita detekce je zvySena diky vyuzivani MRM techniky
méfeni, kdy z iontdl (matefskych iont1) produkovanych ESI jontovym zdrojem
v MS detektoru diky fragmentacim po kolizi s molekulami dusiku vznikaji dcefiné
ionty, charakteristické pro dané analyty. Spravna identifikace slouceniny je tak dédna
retenénim ¢asem, hmotou matefskych iontt a detekei vznikajicich dcefinych ionttL.

Vychozi metodou pro zpracovani vzorkil a analytickou koncovku byla QuPPe
metoda (Anastassiades et al., 2019 ).

Misto izotopové znacenych standardt byly z divodu niz$i finanéni ndro¢nosti na
porizeni vyuzity strukturné podobné latky jako interni standardy, které se pridavaly
ke vzorku jiz po navazeni. Se vzorky byly ptipravovany i kontrolni fortifikované
vzorky na trovnich LOQ (obecné 1 pg/g), 10 x LOQ a 100 x LOQ pro stanoveni
relativntho odezvového faktoru.

3.3.1. Optimalizace MRM piechodi pro sledované analyty

Kyselina fosfonova (H,PO, - kyselina trihydrogenfosforita)
Fosetyl ([C:H50PO,]-3-(hydroxymethylphosphinoyl propionova
kyselina)

Fosetyl byl aplikovén v podobé fosetyl-Al [C;HsOPO,] ,Al. Kyselina fosfonové byla
aplikovana jako fosfonat draselny.

Kyselina fosfonovd a fosetyl byly sledovany v negativnim médu ionizace. V metod¢
byly sledovany nasledujici prekurzorové > a jejich produktové ionty za prislusnych
koliznich energii.

Ziskani a optimalizace MRM prechodii pro sledované analyty bylo provedeno
pomoci aplikace Agilent Optimizer, ktery je soucasti softwaru pfistroje.

Analyt: kyselina fosfonova sumdrni vzorec: H,PO, Mw: 81,98 Da
Strukturni vzorec:
I
H—P—OH
OH

Prekurzorovy ion [M-H]- =81 Da Produktovy ion > 79 Da (-2H) CE=14
Prekurzorovy ion [M-H]- =81 Da Produktovy ion > 63 Da (-H,0) CE =34



Analyt: fosetyl sumdrni vzorec: C,H O,P Mw: 110,01 Da

Strukturni vzorec:

i
H—I|3—O
OH \—CHs

Prekurzorovy ion [M-H]- =109 Da Produktovy ion > 63 Da (-EtOH) CE =34
Prekurzorovy ion [M-H]- =109 Da Produktovy ion > 81 Da (-ethylen) CE =10

3.3.2. Vybér vhodnych vnitfnich standarda (IS) pro kvantifikaci kyseliny
fosfonové a fosetylu

Obecné je vhodnym vnitfnim standardem pro kvantifikaci sledovaného analytu
latka, ktera je co mozna nejvice podobna svymi vlastnostmi analytu a méla by se
rovnéz podobné chovat na koloné (reten¢ni ¢as blizky analytu) véetné dobré ionizace
v modu, ve kterém je rovnéz prislu§ny analyt sledovan.

Pro kvantifikaci fosfonové kyseliny byl vybran jako nejvhodnéjsi vnitfni standard
methylfosfonové kyseliny sledovany v negativinim médu ionizace.

IS: kyselina methyfosfonova sumdrni vzorec: CH,O,P Mw: 96,02 Da
Strukturni vzorec:
OH
H,C— ﬁ— OH
O
Prekurzorovy ion [M-H]- =95 Da Produktovy ion > 79 Da CE=14
Prekurzorovy ion [M-H]™ =95 Da Produktovy ion > 63 Da CE =46

Pro kvantifikaci fosetylu-Al byl vybran jako nejvhodnéj$i vnitfni standard
ethylfosfonové kyseliny (izobaricka sloucenina) sledovany v negativnim modu
ionizace.

IS: kyselina ethylfosfonova sumarni vzorec: C,H O,P Mw: 110,06 Da
Strukturni vzorec:
HsC <|3H
\— ||3|— OH
O
Prekurzorovy ion [M-H]-=109 Da  Produktovy ion > 79 Da CE=14



3.3.3. Chromatogramy a retencni casy sledovanych analytii a vnitfnich
standardu

Kyselina fosfonova
Prechody: 81579 Reten¢ni ¢as: 2,87 min
81->63

IS - Kyselina methylfosfonova
Ptechody: 95> 63 Retencni cas: 2,99 min
95->79

x10 4 |- MRM (81.0 -> 63.0) fos-MP2011-311.d

x104 |- MRM (81.0 -> 79.0) fos-MP2011-311.d

ol - J —

02040608 1 12141618 2 22242628 3 32343638 4 42444648 5 5254 56 58
Counts vs. Acquisition Time (min)

IS - Kyselina methylfosfonova
Prechody: 95> 63 Reten¢ni ¢as: 2,99 min
9579
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IS - Kyselina ethylfosfonova

Ptechod:

109> 79

2
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Counts vs. Acquisition Time (min)

Retenc¢ni cas: 3,75 min
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Fosetyl-Al (forma fosetyl)
Ptechody: 109 > 63 Retenc¢ni cas: 4,34 min
109 > 81

x104 |- MRM (109.0 -> 63.0) fos-MP2011-311.d
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3.3.4. Kvantifikace metodou vnitfniho standardu

Fortifikace na trovni LOQ, 10 x LOQ a 100 x LOQ se vyuzivaji pro urceni
relativniho odezvového faktoru f a zaroven aby se kontrolovala jejich konstantnost
napii¢ koncentra¢nimi hladinami.

Ars

= s
i

Ca
Ze ziskanych hodnot odezvovych faktorti byla pocitana priimérna hodnota, ktera
byla pouzita pro vypocet koncentrace analytu ve vzorku na zakladé vyhodnocenych
odezev (ploch piki) analytti a pfidanych vnitfnich standardt do vzorkd na tdrovni

100 x LOQ.
AA
Ca _—_qls'cls'f



relativni odezvovy faktor
plocha stanovovaného analytu
plocha vnitfniho standardu

koncentrace stanovovaného analytu

koncentrace vnitfniho standardu

Celkovy prepocet koncentraci sledovanych analytti na fosetyl

1 mg/kg kyseliny fosfonové ~ 1,34 mg/kg fosetylu
1 mg/kg fosetylu-Al ~ 0,93 mg/kg fosetylu
koncentrace pifepoctena na fosetyl = Coyetostonone " 134+ oo 093

3.3.5. Priprava vzorku k chemické analyze, pfistroj a podminky analyzy

Vzorky plodii (jablek), listii a zeminy byly homogenizovany ve VSUO Holovousy,
zmrazeny a dodany do VUOS a.s. Zde byly vzorky listd homogenizovany pomoci
mleti se suchym ledem (dle SOP 201/2). Vzorky dfeva byly homogenizovany pomoci
elektrického kavového mlynku.

Extrakce probihala podle modifikovaného extrakéniho postupu EURL-SRM-
QuPPe-Method (Anastassiades, 2019). Jedna se o metodu vhodnou pro pesticidni
latky polarniho charakteru, které neni mozné analyzovat béZnou multirezidualni
metodou.

Navazka 10 g homogenizovaného vzorku s toleranci + 0,5 g do uzaviratelné
plastové zkumavky o objemu 50 ml.
Do vzorkt zemin a plodu pfidano 10 ml okyseleného methanolu
(1 % FA v MeOH).
Do vzorka listi a dfeva pridavek 30 ml okyseleného methanolu
(1 % FA v MeOH), aby bylo zajisténo dobré smoceni celé navazky
vzorku extrakénim solventem.
Intenzivni tfepani 10 minut na vertikalni tfepacce Spex - 800 rpm
Centrifugace po dobu 5 minut 3500 rpm.

Extrakt vzorki zemin a plodu zfedén 10krat do HPLC vialky (900 pl MeOH
s 0,1% FA + 100 pl extraktu), poté vzorek nasledné ptipraven k analyze na
LC-MS/MS.

Extrakt vzorka listi a dfeva zfedén 5krat do HPLC vialky (800 ul MeOH
s 0,1 % FA + 200 pl extraktu), takto je vzorek pfipraven k analyze na LC-MS/MS.



Métici systém (LC-MS/MS):

Hmotnostni spektrometr s trojitym
kvadrupélem SCIEX 6500+

a kapalinovy chromatograf Agilent
1290 Infinity II. HPLC

HPLC podminky

Software Analyst software 1.7.2; SCIEX OS
2.0.1.48692

Kolona Synergi Hydro- RP 250x 4.6 mm,

velikost ¢astic 4um

Teplota na koloné 30°C

Teplota v autosampleru 4°C

Injektovany objem 1l

Pruatok 1 ml/min

Elu¢ni program ¢as (min) %A %B

Mobilni faze A (voda s 0,1% HCOOH) | 0,0 95 5
4,6 85 15
4,7 40 60

Mobilni faze B (methanol) 7,0 40 60
7,1 95 5
11,0 95 5

Priblizné retencni ¢asy (min)

Fosfonova kyselina 2,9

Methylfosfonova kyselina 3,0

Ethylfosfonova kyselina 3,5

Fosetyl 4,0




MS podminky

Mm}ltorovane DP EP CE | cxp ' Dyvell
prechody (volt) | (volt) | (volt) | (volt) Polarita | Time
(amu) (msec)
109581 45 | 10 | a8 | 11 [EEUVME s
(ESI-)
Fosetyl negativni
10963 -45 -10 -38 -5 (ESL) 150
Ethyl.fosfonova 10979 65 | -10 | -28 -, |negativai|
kyselina (ESI-)
negativni
81->79 -35 -10 -24 -11 150
Fosfonova (ESI-)
kyselina negativni
81->63 -35 -10 -40 -7 (ESL) 150
negativni
-4 -1 - - 1
Methylfosfonova 9579 0 0 30 37 (ESI-) >0
kyselina negativni
9563 -40 -10 -58 -27 (ESL) 150
Param.etr nastaveni iontového zdroje Turbo Spray Hodnota
IonDrive
Curtain Gas (CUR) 40
Collision Gas (CAD) 9
IonSpray Voltage (IS) -4500
Temperature (TEM) 400
Ton Source Gas 1 (GS1) 60
Ion Source Gas 2 (GS2) 60
Scan type MRM

3.3.6. Validace analytické metody pro stanoveni fosfonati ve vybranych

matricich

Limit kvantifikace stanoveny na 1 mg/kg (5 mg/kg u matrice kfizal) odpovidal
pti testovani metody 50 ng/ml kalibra¢niho bodu pfimky. Tento limit byl na poc¢atku
projektu nastaven na této hodnoté z divodu vyssich oc¢ekavanych rezidui a pfiprava
vzorku a fedéni bylo upraveno tak, aby pro tento limit spliiovala odezva detektoru

minimalné pomér signal/$sum = 10.

Limit detekce, kdy pomér signal/Sumu byl zachovan stale nad > 3/1 byl stanoven
na 0,2 mg/kg, coz odpovidalo pfi testovani metody 10 ng/ml kalibra¢niho bodu




primky. Limit detekce je skute¢nd analytickd hodnota pro latku s nejhorsi odezvou
a dany extrakéni postup a je od nastaveného limitu kvantifikace Skrat nizsi
(standardné se pozaduje minimalné 3nasobek).

Linearni kalibrac¢ni rozsah

Kalibra¢ni rada obsahovala 8 kalibra¢nich bodit v rozsahu od 10 ng/ml do
7000 ng/ml pro v§echny matrice. Parametry linearity u vSech matric byly vy$si nez
R>>0,99.

Procentualni odchylka zpétné vypoctené koncentrace od skute¢né koncentrace
daného méfeného kalibra¢niho bodu byla od 1-6 %. Tento parametr byl hodnocen
pouze pro vnitini standardy a fosetyl. Dtivodem, pro¢ parametr nebyl vyhodnocovan
pro kyselinu fosfonovou je, Ze se nepodarilo sehnat matrici, ve které by Zadna kyselina
fosfonova nebyla pritomna, tudiz i blankova matrice zptisobuje viditelné nezadouci
pozadi kyseliny fosfonové. VSechny parametry byly pod < 20 % zpétnych vypocti
koncentraci.

Opakovatelnost nastfiku

Opakovatelnost nasttiku pro vSechny matrice vyjadfend jako RSD ploch piki byla
na arovni 2,5 %. Pripadné odchylky v opakovatelnosti nasttiku byly kompenzovany
ptidavky vnitfnich standardd.

Matric¢ni efekt

Vliv matri¢niho efektu byl vypocten ze smérnice kalibra¢ni pfimky % porovnanim
solventni a matri¢ni kalibrace. Jedna se o hodnotu vlivu matrice oproti solventni
kalibraci. Matri¢ni efekt se oproti solventni kalibraci projevoval od 1-48 %. Vysoky
matri¢ni efekt byl pozorovan predevsim u kyseliny fosfonové.

RSD pro odezvové faktory kvantifika¢nich piechodu f

Odezvové faktory (f) byly vypocitavany pro kazdou matrici zvlast, tudiz kazda
matrice méla své odezvové faktory pro kvantifikaci kyseliny fosfonové a fosetylu.
Nasledné byla pro odezvové faktory jako doplnék vypoctena RSD napfi¢ véemi
¢tyfmi matricemi (vzdy pro odezvovy faktor kvantifika¢niho prechodu). RSD pro
odezvovy faktor kvantifika¢niho prechodu kyseliny fosfonové napfi¢ matricemi ¢inil
9 %, pro fosetyl ¢inil 12 %.

VytéZinost

Vytéznost byla vypocitana z fortifika¢nich roztokd, které se fortifikuji na stanoveny
limit LOQ, poté 10ndsobek LOQ a 100nasobek LOQ. Procentudlni vytézky analyt
z fortifikovanych vzorkdl by mély byt v rozsahu 80-120 %. Rozsah vytéznosti pro
fosetyl byl 93-100 % ve vSech matricich. Kyselina fosfonovd méla vytéznostni



rozsah 68-97 % v zavislosti na typu matrice. Z divodu nedostate¢nych vytéznosti
pro vSechny analyty ve vech matricich bylo pfistoupeno ke kvantifikaci pomoci
vnitfnich standardd, které soucasné korigovaly vliv rozdilnych obsaht vody ve
vzorcich, matri¢nich efekttl a opakovatelnosti nastriku.

Kazda uroven fortifikaci byla pripravovana v péti opakovanich nésledné byly
vypocteny RSD pro kazdou troven fortifikace a typ matrice. Nejvyssi hodnota RSD
byla na Grovni 4 %.

Nejistota stanoveni vypoctend na zakladé validace metody a po rozsifeni
koeficientem k = 2 je 9 % jako thrnny ukazatel pro stanoveni fosetylu i kyseliny
fosfonové v matricich drevo, listi, plod a kfizaly.

3. 4. Hodnoceni degradace rezidui fosfonata

Z dosazenych vysledkil vyplyva, Ze koncentrace zajmovych latek u neosetfenych
variant (zejména kyseliny fosfonové) je nejvyssi v listech i dfevé na jate a v priabéhu
vegetacniho roku se dale prirozené snizuje. Naopak u plodi dochazi k zvySovani
koncentrace az do doby sklizné. Pfi prikazu pouziti fosetylu pti ochrané rostlin lze
vychazet i z toho, ze koncentrace fosetylu (jako chemického individua) v pfirozenych
ro¢nich cyklech je proti koncentraci kyseliny fosfonové zanedbatelna. Byla-li zji$téna
zvy$ena koncentrace fosetylu- Al nad detekénim limitem analytické metody (zde cca
0,2 mg/kg) je v celku jasné, Ze v nedavné dobé doslo k pouziti napt. pripravku Luna
Care.

Také se ukazuje, Ze pokud v minulosti byly postfiky na bazi fosetylu (v¢etné
fosfonatil) na daném tizemi pouzivany, pak je ovlivnéna i pozadova uroven zejména
kyseliny fosfonové, se kterou rostlina béhem vegeta¢niho obdobi ,hospodafi®
Na druhou stranu je nutno uvést, Ze MRL hodnoty pro sumu fosetylu (fosetylu
a fosfonat) pro jablka je vysoka. Je stanovena na 150 mg/kg. Takova koncentrace
v jablkdch nebyla béhem pokusti dosazena ani pti opakovaném posttiku pfipravky na
bazi fosfonatt i fosetylu-Al. Bude-li vSak pro ekologickou produkci ovoce a détskou
vyzivu vyzadovana obecné prijimana hranice rezidui pesticida 0,010 mg/kg, pak
z provedenych analyz vyplyvd, Ze nemiiZe byt s nejvétsi pravdépodobnosti splnéna.

Vyjadiovdni koncentraci

Pripravek Delan Pro obsahuje jako u¢innou latku fosfonity draselné. Ty se
analyticky stanovuji jako kyselina fosfonova. Pripravek Luna Care je zaloZen na hlinité
soli fosetylu. Tato latka je velmi nestabilni a rozklada se (chemicky, fotochemicky) na
degradac¢ni produkty - fosetyl a fosfonaty.

Analyzou LC/MS/MS lze rozeznat jednotlivé formy, avsak limity pro tuto skupinu
latek (MRL) se uvadeéji jako suma jednotlivych forem vyjadiend jako mg/kg fosetylu.
Toto je vhodné i pro vyzkumné tcely, nebot se eliminuje faktor chemickych pfemén
jednotlivych forem.



Vyhodnoceni a modelovani pritbéhu koncentraci zdjmovych ldtek v case

Béhem vyhodnocovaci faze byla snaha o vytvoreni jednoduchého kinetického
modelu pro ¢asovy vyvoj koncentraci jednotlivych latek v jednotlivych ¢astech
rostliny (zejména pravidelné odebiranych vzorcich dfeva a listi1). Vychdzelo se ptitom
z modelti reakéni kinetiky reakce 1. fadu opraveného o rovnovaznou koncentraci.
Tento pristup byl pomérné uspé$ny pro prvni experimentalni rok a analyzy kyseliny
fosfonové v listech a s mensi tspésnosti ve drevé.

Matematicky zapis této predstavy:
R, = (RO - Roo) ’ e_k-t + R,

kde R je reziduum (analytickd koncentrace v matrici) v ¢ase t od posttiku,
R, je reziduum v dobé postiiku, t = 0,
R_ je koncentrace rezidua v rovnovazném stavu,

k je rychlostni konstanta ubytku rezidua

Modelovani pribéhu ¢asové zavislosti koncentrace fosetylu-Al bylo neuspésné
kviili rapidnimu ubytku po postfiku a malému pocétu experimentalnich dat. Toto
mélo byt zlepseno v druhém roce experimentovani, kdy pribyly odbérové casy
zejména v prvni fazi po postiiku. Zde se ale projevily dalsi efekty. Koncentrace
kyseliny fosfonové v listech v ranych odbérech lze nahradit touto zavislosti, av§ak
dale se projevuje to, ze rovnovazna koncentrace neni konstantni. Modelovani
tohoto procesu by vyzadovalo podstatné vice experimentélnich bodii a musely by se
uvazovat i transporty analytu mezi jednotlivymi ¢astmi rostliny. Pro jednoduchost
a za Ucelem pouze aproximovani chovani ve sledovaném case plné postacuje
nahrazeni rovnovazné koncentrace statistickou linedrni funkci (klesajici v ¢ase; pro
listy a dfevo). Timto modelem nelze predikovat hodnoty po ukonceni pokust.

Matematicky zapis:

Ri=(Ry—Ry) e + Ry +ke-t

kde R je reziduum (analyticka koncentrace v matrici) v ¢ase t od posttiku,
R, je reziduum v dobé postiiku, t = 0,

R_ je hypoteticka koncentrace rezidua v rovnovadzném stavu,

k je rychlostni konstanta ubytku rezidua (rozklad + transport z matrice),

k_je rychlostni konstanta dosahovani nového rovnovézného stavu



Poznamka: Z pohledu matematického modelovani statistickou funkci je jedno,
zda model obsahuje zdvorku (R -R ) nebo je-li nahrazen jinym parametrem,
napf. R. Pocet optimalizovanych parametri ziistava stejny. Vyhoda zvoleného
fedeni je schopnost oddélit od sebe dva faktory: prirozenou zménu koncentrace
ve vegetatnim obdobi aproximovanou linedrni funkei a faktor gradientu vlozené
poruchy danou novym postfikem aproximovanou exponencidlnim wbytkem
z teorie reakéni kinetiky. Jednoduchy kineticky model se naopak velmi osvéd¢il
pro sledovani koncentrace fosetylu-Al ve varianté pokusu 4 v matrici listt. V tomto
pokusu byly stromy o$etfovany az v zdvére¢né fazi vegeta¢niho obdobi, tbytek této
latky probiha sice stale rychle ale presto vyrazné pomaleji nez v jinych variantach,
transport do jinych ¢4sti rostliny lze zanedbat, rovnovazna koncentrace je prakticky
nulova (statisticky nevyznamna).

3.4.1. Analyzované vzorky dfeva

Bylo ukazano, Ze koncentrace sumarniho fosetylu ve dfevé po postricich je obecné
nizsi nez v listech. U vzorka s vy$$im podilem dfevni hmoty (viceleté dfevo) jsou tyto
koncentrace je$té niz$i nez u mladsich vétvi. Lze vyslovit domnénku, Ze misto vyskytu
zdjmovych latek je lokalizovano spiSe na karu a lyko nez na dfevo. Tato domnénka
nebyla v nasich experimentech testovana. Zaroven z ¢asovych zavislosti koncentraci
béhem pokusti bylo zjisténo, ze okamzik posttiku byva pouze pro vétve pouze ,,drobnou*
poruchou v pfirozeném vyvoji hladin koncentraci béhem vegetaéniho obdobi (viz dale
kapitola o prikazu pouzivani latek typu fosetylu pfi ochrané rostlin). Koncentrace
zajmovych latek totiz velmi rychle, jiz béhem nékolika prvnich dni po posttiku, klesa.
Dochazi tak pravdépodobné k rychlé absorpci u¢innych latek z povrchu a transportu
do dalgich casti rostliny. Vétve lze v daném kontextu vnimat i jako transportni cestu
zajmovych latek mezi zasobarnou (kmen, kofeny) a koncovymi ¢astmi rostlin (plody
a listy) a k transportu zfejmé dochdzi obéma sméry.
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3.4.2. Analyzované vzorky listi a vyhody

Oproti vzorkiim dfeva jsou listy prakticky stejné na celé rostliné (homogenni
materidl) a jeho vlastnosti se méni ve vegeta¢nim obdobi pouze malo. K nejvétsim
zménam dochazi pfi vyvoji listt a pfed opadem (Ize ocekavat zvySovani susiny).
Koncentrace analytti jsou vzhledem k veliké plose a malému objemu vysoké, lze
prokazat nedavny posttik (vysokd vypovidajici schopnost). Koncentrace se od
posttiku v ¢ase velmi vyrazné méni. Existuje jistd korelace obsahu fosetylu v plodech
a listech, ovSem az v del$ich odstupech od posttiku. Jednoduché potizeni vzorku,
sbér lze provést i na vice mistech stromu se zarukou homogenity, déle jednoduchd
homogenizace, zmensovani vzorku (listy lze jednoduse nasekat na drobné ¢asti nebo
mlit se suchym ledem a dale mnozstvi odebraného materialu vhodné zmens$ovat),
dostupnost rostlinného materialu béhem celého vegeta¢niho obdobi jsou vyhodami
odbéru vzorkd listi.
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Kone. fosetylu (mafkg)
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Gasowy pribEh kone. fosetylu v listech pokusu LV
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Casovy pribEh kane. fasetylu v listech pokusu LW2
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3.4.3. Analyzované vzorky plodi a zpracovatelskych produkti (kiizal)

Ziskané vysledky analyz plodu a susenych zpracovatelskych produktii ukazuji na
velmi silnou korelaci mezi obsahem fosetylu v ¢erstvych plodech a susenych plodech
(ktizalach). Béhem su$eni nedochazi k degradaci analytu. Vzhledem k odstranéni
vody béhem suseni je koncentrace analytt v kfizalach vyssi. Lze navazovat nizsi
mnozstvi vzorku. Vyhodou analyzovanych suSenych vzorkt je vyssi stabilita pri
skladovani. Vzorek bude méné nachylny k degradaci nez vodnaté matrice.
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3.4.4. Vyvoj koncentrace rezidui v ¢astech vysadby bez nové aplikace postriku

V ramci pokusti mezi variantami 1 a 5 u obou posttikovych programt byly
vyclenény pokusné stromy, které byly v pfedchozim roce 2020 soucasti pokust 1
nebo 5 a v nasledujicim roce 2021 nebyly osetfovany. Zajmem bylo zjistit, jak se
bude vyvijet koncentrace rezidui v roce nasledujicim. Pro kazdy ze ¢tyt pokust:
dva posttikové plany pro dva typy postiiku a vzdy ve dvou matricich (dfevo, listy)
bylo ziskdano 5 bodt: hodnota rezidua fosetylu pred opadem listt z predeslého
roku, hodnota pfed prvnim postfikem v daném roce (spole¢ny bod pro obé linie:
postiikané a nepostiikané) a tti odbéry na vyc¢lenénych stromech bez posttiku
v daném roce.

Vv s

Konzistentnéjsi vysledky trendtt davd matrice dfevo. 3 ze 4 pokusii naznacuji,
ze od konce roku predchédzejiciho az do vegeta¢niho konce roku aktualniho
koncentrace fosetylu klesd. Pokles lze aproximovat linedrni zavislosti. U listd
sledujeme tentyz trend, av§ak hodnoty jsou zatiZzeny vy$$im $umem. Zaroven plati,
ze se na koncentracich nepochybné podepisuje historie osetfeni, v nasem piipadé
absolutni mnozstvi postfikt z minulého roku. Porovname-li také findlné dosahované
koncentrace proti koncentracim v kontrolnich vzorcich bez historie oSetfovani
ptipravky na bazi sloucenin fosforu, pak maji tyto neo$etfované kontroly i o ¥ad nizsi
hodnoty rezidui.

Po provedenych pokusech roku 2020 byla ¢ast vysadby variant 1a 5 (1 — jednorazovy
postiik v rané fazi, 5 — opakovany smésny postfik) vyc¢lenéna pro sledovani vyvoje
koncentraci v nasledujicim roce 2021 bez dalsiho postfiku. Ve ¢tyfech intervalech
byly odebirany a analyzovany vzorky listt a dieva.

V nésledujicim obrézku jsou vyneseny priibéhy zjisténych koncentraci fosfonata
po prepoctu na fosetyl ve v8ech ¢tyfech variantach pokust v obou analyzovanych
matricich. Na ose x je vyndSena doba od posledniho provedeného postriku
a prvni body graft jsou referen¢ni hodnoty z posledniho odbéru vzorkua roku 2020.
Prolozené pfimkové trendy byly ziskany vazenou variantou metody nejmensich
¢tverctl (k omezeni vlivu odlehlych hodnot).

Na prvni pohled je vidét vyrazny rozdil hodnot rezidui mezi variantami 1 a 5.
Ve varianté 1 jsou rezidua velmi nizka, naopak ve varianté 5 az nékolikanasobné
vyssi. Toto pozorovani lze jednoznaéné prisuzovat intenzivnéjsimu posttiku v roce
2020. Také lze vidét, ze rezidua v nepostiikovém roce béhem vegeta¢niho obdobi
jevi klesajici tendenci, kterou lze aproximovat pfimkovym trendem (vyjma pokust
LV1, kde nizké hodnoty rezidui ve spojeni s rozptylem ziskanych hodnot Ize spise
vyhodnotit jako konstantni hodnotu). Trend v rezidualnich hodnotach je stabilnéjsi
spiSe u matrice dfeva, v matrici listy se objevuji ¢astéji odlehlé hodnoty. Pti sledovani
v del$im casovém horizontu nez jednoho roku se dd ocekavat, Ze aproximace
ptimkovou zavislosti jiz bude nedostate¢na a bylo by ji tfeba nahradit jinou limitujici
zavislosti.
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Co se tyce ostatnich variant sledovanych kombinaci posttikil a ¢asil, miizeme
porovnavat pouze 4 ¢asové useky, a to jesté je systém ovlivnén provedenym posttikem:
(1) hodnotu rezidui pred viibec prvnim postiikem naseho experimentovani,
(2) hodnotu rezidui pfed opadem listii (konec vegeta¢ni doby roku predchazejiciho),
hodnotu rezidui pted prvnim posttikem roku aktualniho (3) a (4) hodnotu rezidui
na konci vegeta¢ni doby roku aktualniho. Prvni a tfeti bod predstavuji koncentrace
rezidui pred postfikem daného roku. V. mnoha piipadech hodnot rezidui zjistovanych
ve drevé zjistujeme velmi dobte si odpovidajici hodnoty, zejména ve varianté Luna
Care, ve varianté Delan Pro se vyskytuji odlehld pozorovani. Pro rezidua mezi
2 a 3 bodem byly pozorovany velmi rozdilné scénare. Rezidua mohou klesat - a to
i velmi rapidné napriklad u varianty 4 s nejzaz§im datem postfiku a téz v kombinaci
s predpokladanou nizsi biologickou aktivitou. Mohou také stagnovat jako naptiklad
u varianty LV2. Mezi prvnim a druhym stejné jako tfetim a ¢tvrtym bodem doslo
k posttiku, a i zde jsou trendy dany spi$e vzdalenostmi okamzikii odbéru vzorku.

3.4.5. Vyvoj koncentrace rezidui v mlad$im a star§im dfevé, varianta 5

Novym experimentem roku 2021 bylo odebirdni dvou typt vzorka dfeva - mladsiho
(vétve, vyhony o stari priblizné 2 roky) a starsiho (ptiblizné pétileté vétve). Data byla
sbirana u obou variant pokusu 5, po prepoctu na fosetyl. Korela¢ni analyza ukazuje
na vyznamné hodnoty s Pearsonovym parovym korela¢nim koeficientem kolem 0,91,
av$ak tento vysledek silné ovliviiuje heteroskedasticita dat a jedna extrémni hodnota,
coz zpusobuje i vicerozmérnou nenormalitu dat. Pravdivéj$i hodnotu vzijemné
vazby tak dava spiSe parovy Spearmantv koeficient poradové korelace, ktery ma
hodnotu kolem 0,7. Existuje zde tedy pozitivni korela¢ni vztah, avSak ne prilis silny.
Vysvétleni Ize hledat v heterogenité odebiraného materialu, poméru dfevni hmoty
a kiiry atp. Koncentrace ve star$im drevu je statisticky niz$i nez v mlads$im. Ukazuje
se, ze odbér dreva a naslednd analyza na fosfonaty je sice pritkazna, ale na rozdil od
analyzy listt1 ¢i plodil je zatiZena i vlivem vnitfni variability vzorku.

Spearmanty pdarevy korelacnd koeficient py 0 = 0.7049

20

Viceleté dievo

Dvouleté drevo



3.4.6. Paté varianty - pozorovany pribéh obsahiui fosfonati

Paté varianty pokust predstavuji nékolikandsobnou aplikaci fosfonatovych
ptipravktl ve vegetanim obdobi. Jednotlivé aplikace byly provadény v ptiblizné
meési¢nich odstupech. V roce 2020 byly odebirany vzorky tésné pred posttikem a po
posttiku - ziskané zavislosti pfepoétené koncentrace rezidui fosetylu na ¢ase maji
pilovity tvar. Lokalni maxima odpovidaji vzorktim odbérti tésné po postriku. Jsou
uvedeny grafy pro zavislosti v matricich listy a drevo.

Vliv koncentrace rezidua fosfonatti v jablku na dobé¢ od
posledniho posttiku (data roku 2020 a 2021)
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3.5 Celkové hodnoceni

Pro hodnotu rezidua fosfonatt v jablkach ¢i kfizalach bylo identifikovdno nékolik
dilezitych faktort

1. Historicka zatéz a vliv prostiedi - je prvotnim vlivem na koncentraci

rezidui fosfonatti v plodech dané lokality péstovani

. Intenzivni vyuzivani fosfonatovych piipravki - casté pouziti téchto

ptipravkl zvysuje okamzité ,,dostupné® mnozstvi téchto latek v rostling,
a to se projevuje i vysokou hodnotou rezidui v plodech

. Doba pouziti fosfonitovych pripravkia - s del$im odstupem posttiku

pred sklizni se vyznamné snizuje i koncentrace rezidui

. Vliv pocasi - patrné dal$i vyznamny mnohourovnovy faktor, ktery

Ize vsak vyhodnocovat az v nékolikaletém pozorovani, nebot tento vliv
nelze experimentalné postihnout.

Vyznam pouziti matematickych modela pro sledovani rezidui

Jeden z inovativnich hodnoceni rezidui fosfonatt v rostlinnych castech
jadrovin

Jedna se o snahu postihnout vyvoj koncentraci fosfonata v jednotlivych
matricich po postfiku nelinearnim modelem.

Dle formulace modelu odlisit pfirozenou zménu koncentraci od té
vyvolané posttikem

Lze aproximovat koncentraéni vyvoj a odfiltrovat ¢ast variability dat
zpusobenych nedokonalym odbérem vzorku a analytickym stanovenim.
Pfi dostate¢ném experimentdlnim rozsahu lze korelovat ziskané
parametry s identifikovanymi vlivy (proménnymi) a ¢init o nich zavéry
co do vyznamnosti.



4. SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Nase metodika popisuje na zdkladé experimentdlni prace degradaci rezidui
fosfonatti v riznych ¢astech rostlinného materidlu. Jsou zde popsany nové poznatky
a informace o chovani fosfonatl, které byly ziskdny v ramci feSeni vyzkumu
monitoringu rezidui fosfon4tt.

Pouziti znacenych standard je brano jako ten nejlepsi mozny zpiisob kvantifikace
v MS metodach. Pfi pouziti nasi metody bylo o této skute¢nosti uvazovano, ale
problém byl v jejich ziskani. Bud byly nedostupné, nebo velmi finan¢né naro¢né.
V této metodice jsme se tedy vydali zptisobem pouziti chemicky velmi podobnych
sloucenin, u kterych se dalo o¢ekavat podobné chovani jako u zjmovych molekul.
Kyselina methylfosfonova a ethylfosfonova byly pro potfeby kvantitativniho
stanoveni jako vnitfni standardy zcela dostacujici (blizké fyzikalné-chemické
vlastnosti, podobné reten¢ni chovani na separa¢ni koloné, alkyl-fosfonové kyseliny
vyuzivany jako IS v publikacich). Pro né toto bylo samoziejmé testovano a pocitany
byly odezvové faktory. Odezvové faktory vnitfnich standardi resily do zna¢né miry
i nedostatky metody napt. eliminovaly vliv nezndmého mnozZstvi vody napti¢ vSemi
dodanymi vzorky.

Finalni kvantifikaci sledovanych analyti nebylo mozné provést s vyuzitim
pramérného odezvového faktoru ze série kalibra¢nich standardt ptipravenych
do matri¢niho roztoku, a to z divodu velmi nizkych vytéZnosti zejména u matric
pudy a dfeva. Po fadé netspésnych pokust zvysit vytéZnosti sledovanych analyttl
v kontrolnich fortifika¢nich vzorcich, bylo nutno uvazovat o jiz zminéné kvantifika¢ni
metodé pomoci vnitfnich standardt. Takto byly i metody validovany na obvyklé

valida¢ni parametry.

V béznych stanovenich je samozfejmé mozné postupovat i metodou kalibrac¢nich
pfimek. Zde vsak byl problém ziskat matrici bez zajmovych analyti (hlavné bez
kyseliny fosfonové), taktéz matrice napt. dfevo byla velmi variabilni a nemohlo se
predpoklddat stejné matri¢ni chovani pro vSechny vzorky. Kvantifika¢ni metodou
vnitfniho standardu tak byly kvantifikovany vSechny analyzované matrice (plody,
drevo, listi a pida).

5. POPIS UPLATNENI METODIKY

Pro ucely ovocnatt je dobré znit osud chovani rezidui v ¢astech rostlin spole¢né
s vyvojem degrada¢nich ktivek béhem dozravani plodt do doby sklizné. Fosfonaty
jako takové nejsou z hlediska bezpec¢nosti potravin nebezpeéné, nicméné z hlediska
legislativy je pro ovocnare dulezité mit informaci o tom, zda obchodni fetézec
bude vyZadovat pro prijmuti ovoce pocet rezidui nebo limit. Pokud by se jednalo
o pocet rezidui, je nutné, aby ovocnaf v ramci ochrany ovoce na tuto skute¢nost
myslel, jelikoz je hodnota MLR pro sumu fosetylu (fosetylu a fosfonati) pro jablka
az extrémné vysoka. Je stanovena na 150 mg/kg. Takova koncentrace v jablkach
nebyla béhem pokust dosazena ani pfi opakovaném postfiku ptipravky na bazi



fosfonatt i fosetylu-Al. Bude-li v8ak pro ekologickou produkci ovoce a détskou
vyzivu vyzadovana obecné prijimand hranice rezidui pesticida 0,010 mg/kg, pak
z provedenych analyz vyplyva, ze nemtize byt s nejvétsi pravdépodobnosti v roce
posttiku a také v letech nasledujicich po posledni aplikaci splnéna.

Metodika je urcena predevsim péstitelim jadrovin, ktefi vyuzivaji v rdmci
integrované ochrany rostlin pripravky na bdzi fosfonati, ale je zajimava téz pro
chemické laboratore, které mohou nabidnout vyvinuté metody $lechtiteliim formou
sluzby, nebo pro vyzkumné Gstavy ¢i univerzity, které se zabyvaji kromé $lechténi
i analyzami fosfonatd v ovoci.

6. EKONOMICKE ASPEKTY

Na zékladé dosazenych vysledktl bylo zjisténo, Ze rezidua fosfonatd jsou velmi
pomalu odbourévana, zistavaji dlouhodobé ve dfevé ovocnych stromu. I kdyz jsou
detekovatelna v nizkych davkach a pro bézné péstitele spliuji pozadované limity
MLR, pro détskou vyzivu vSak pozadované limity mohou presahovat. Z tohoto
divodu je nutné vSechny pripravky s u¢innou latkou na bazi fosfonatu zcela vyloucit
z aplikaci v produkci jablek uréenych k détské vyzivé, a to i v pripadé aplikace pouze
na zacatku vegetaéni sezony. Pro producenty jablek uréenych pro zpracovani k détské
vyzivé je to z ekonomického hlediska velmi cenny poznatek. V pripadé pouziti
ptipravka s obsahem fosfonati v ochrané ovocnych plodin, nelze produkei jablek
vyhodné zpenézit jako surovinu pro détskou vyzivu a pro ovocnare je to zna¢na
finan¢ni ztrata.

Cena analyzy jednoho vzorku z pifimych i nepfimych nakladi je velmi slozita,
bézné se postupuje odhadem casové narocnosti administrace, piipravy vzorku,
analyzy a reportovani, které se nasobi cenou jedné clovékohodiny/strojohodiny,
ktera zohlednuje vsechny ekonomické faktory dané laboratore jako jsou napriklad
mzdové naklady, odpisy zafizeni, energetické ndklady na uchovavani, zpracovavani
vzorki a provoz zafizeni, nakup spotfebnich materialii a chemikdlif, administrativni
podporu a predpoklddany zisk. Tento parametr je dlouhodobé vyhodnocovan a lze
pouzivat obecné.

Je-li metoda na pracovisti zavedena a piislu$na instrumentace k dispozici, pak
¢asova naro¢nost v minutach jednotlivych krokd je priblizné nasledujici
« Prejimka a administrace ptijmu vzorku 20 minut
o Vazeni standardul a pfiprava pracovnich roztokt 90 minut
» Homogenizace vzorku 20 minut

o Vazeni vzorku véetné vzorkil na kontrolu kvality (QA) analytického procesu
15 minut

o Zpracovani vzorku/extrakce, ptiprava k analyze 25 minut

o Piiprava instrumentalni techniky k méteni 120 minut.



« Vlastni analyza vzorku (sekvence ustalovacich nasttiki, vzorku, QA vzorkd,
proplachu) 140 minut

» Vyhodnoceni sekvence a tvorba jednoduchého protokolu 30 minut

o Dezinfekee a ¢i$téni prostort a zafizeni a pouzitého nadobi 30 minut

Uhrnem cca 490 minut, coz pfi cené hodiny napiiklad 1400 K¢ davé odhad ceny
za ojedin€ly vzorek 11433 K¢.

Je pochopitelné, ze pri analyze vétsiho mnozstvi vzorktl najednou pouze nékteré
¢asové polozky jsou aditivni, velkd ¢ast ukont vSak jde provadét pro vice vzorku
najednou, béhem jednoho pracovniho dne. Zaroven také cenu analyzy jednoho
vzorku mtize snizovat i celkova velikost zakdzky, kdy nékteré z cinnosti lze pro
nékolik mérenych sekvenci Ize provést jen jednou.

Kalkulace na zavedeni analytické metody se opira o predchazejici zpisob vypoétu
a predpoklada moznost presné replikace analytickych podminek (instrumentace,
pracovniho postupu). Minimalné by mél probéhnout trasfer metody ¢i jeji validace a
jeji rozsah je dan specifickymi laboratornimi predpisy pro zajistovani kvality. Obecné
lze odhadnout, Ze ¢asova naro¢nost tohoto procesu jsou 3—-4 pracovni dny. Do ceny
je nutno zahrnout i naklady na potizeni specidlnich chemikalii jako jsou analytické
standardy.
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8. PUBLIKACE PREDCHAZEJICI METODICE

V ramci projektu byl postup praci a dosazené vysledky dokumentovin do
odbornych zprav. Byly odeslany 2 odborné zpravy (rok 2020 a 2021), ke kterym
bylo sepsano stanovisko zpravodaje. V roce 2022 byla odevzdana a oponentovana
zavére¢na zprava k projektu.



9. PRILOHY
9.1. Obsahy rezidui pesticida v jednotlivych variantach pfipravku Luna Care
(LV1-LV5) a Delan Pro (DV1-DV5)

1. varianta LUNA Koncentrace fosfonati v matricich
) CARE E v mg/kg (prepocet na fosetyl)
% +—
> £
=
3 Bl o= 2
° 2| o 9 iy g g
Varianta LV1 2021 & 2 o b% 2 2 =4
E| 7| B 2 S
= a 2| 2| 8
)g 8 = &
& )
1 den pred aplikaci |20.05.2021| -1 | 3,20 | 1,12 | --- - e
v den aplikace 21.05.2021| O | 300 | 404 | --- | - | --- | ---
tyden po aplikaci 27.05.2021| 6 53,5 | 12,8 | --- - - -
14 dni po aplikaci  |03.06.2021| 13 | 26,6 | 10,2 | --- e Bl e
3 t}'ldny po aplikaci |10. 06.2021| 20 | 47,9 | 11,9 -—- -—- -—- ---
konéi OL 1 mésic* |17.06.2021| 27 17,7 | 8,18 -—- - 8,18 | 2,08
2. mésic 15.07.2021| 55 | 7,78 | 4,64 --- --- --- -—-
3. mésic 12.08.2021| 83 | 4,41 | 0,95 --- --- 0,97 | 5,15
sklizenl 14.10. 2021 146 | 1,82 | 2,60 | 1,12 --- -—- -—-
pred opadem lista  |09.11.2021| 172 | 0,37 | 2,20 | --- --- 10,321 0,34
priprava kiizal 27.10.2021| 159 | --- | --- | --- | 571 | --- ---

* konci ochrannd lhiita pripravku 1 mésic




' LUNA 'g Koncentrace. f(’)sfonatu
2. varianta =4 v matricich
CARE = L

& v mg/kg (pfepocet na fosetyl)

s

=]

2

@ N

&, > Z

° ko el

) o S b= BE

Varianta LV2 2021 = X2 o 2 3 "g

ja~] — 5 A Q =

5 & g &

9 o

=] N

[
1 den pred aplikaci 23.06. 2021 -1 2,68 2,01 - -
v den aplikace 24. 06. 2021 0 74,7 10,7 - o
tyden po aplikaci 01.07.2021 7 591 | 2,81 - ---
14 dni po aplikaci 08.07.2021 | 14 | 323 | 2,08 | ---
3 tydny po aplikaci 15.07. 2021 21 6,46 | 3,51 --- -
kond¢i OL 1 mésic* 22.07.2021 28 5,16 3,08 - -
2. mésic 19.08. 2021 56 2,12 2,09 - -
3. mésic 14. 09. 2021 82 1,14 1,56 -—- -
sklizen 14.10. 2021 112 0,63 1,00 0,47 -—-
pred opadem listti 09.11. 2021 138 0,32 1,05 - ---
priprava kiizal 27.10.2021 125 - --- --- 2,89

* konci ochrannd lhiita pfipravku 1 mésic




. LUNA B Koncentrace. f(,)sfonatu
3. varianta s, v matricich
CARE g .y
= | vmg/kg (pfepocet na fosetyl)
&
:5
: :
[72]
2 ks
° pt g
9 = S
— > ] < i
Varianta LV3 2021 g 2 o 2 iz
o N 5 ~ 2
>3
>§ Q §
Ay <
—
N)
1 den pred aplikaci 28.07.2021 -1 2,34 2,47 - -
v den aplikace 29.07.2021 0 435 62,1 - -
tyden po aplikaci 05. 08. 2021 7 83,0 13,0 - -
14 dni po aplikaci 12.08. 2021 14 69,5 9,62 --- -
3 tydny po aplikaci 19.08.2021 | 21 | 49,7 | 10,5 --- -
kondi OL 1 mésic* 26.08. 2021 28 50,4 9,33 --- ---
2. mésic 14. 09. 2021 47 20,3 7,91 -—- ---
sklizenl 14.10. 2021 77 15,7 5,93 5,40 ---
pred opadem lista 09.11.2021 | 103 | 6,57 | 585 --- -
priprava kiizal 27.10.2021 | 90 --- --- --- 31,8

* konét ochrannd lhiita pripravku 1 mésic




. LUNA - Koncentrace. f(’)sfonatu
4. varianta S v matricich

CARE = /kg (piepocet na fosetyl

-c—'%_‘ v mg/kg (pfepocet na fosetyl)
=

= =

= =~

) =

o s

o ® g,

Y = B

. = Z N S 4

Varianta LV4 2021 5 2 o 2 =

- — 5 ~ z

1% > ;s

)8 Q )

A 3

—

&

N

1 den pred aplikaci 14. 09. 2021 -1 1,80 1,92 | 0,62 ---

v den aplikace 15.09. 2021 0 31,3 6,69 0,92 ---

7 dni po aplikaci 23.09.2021 8 26,3 | 523 | 2,85 -

14 dni po aplikaci 30. 09. 2021 15 27,3 4,63 1,01 ---

21 dni po aplikaci 07.10. 2021 22 16,8 2,73 2,85 ---

kon¢i OL 1 mésic* 14.10. 2021 29 22,4 5,69 2,51 ---

pred opadem listt 09.11. 2021 55 5,60 | 245 --- ---
ptiprava kiizal 27.10.2021 42 - - --- 12,7

* konci ochrannd lhiita pfipravku 1 mésic




5. varianta

LUNA
CARE

Koncentrace fosfonatti v matricich
v mg/kg (pfepocet na fosetyl)

Varianta LV5 2021

Pocet dni po posledni aplikaci

Listy

Drievo 2leté

Drevo viceleté

Plod

Zpracovatelsky produkt

Listy - kontrola

Dftevo - kontrola

pred 1. aplikaci

20.

.2021

1
—

42,5

den 1. aplikace

21.

.2021

179

tyden po 1. aplikaci

27.

.2021

6

51,9

14 dni po 1. aplikaci

03.

.2021

13

35,4

3 tydny po 1. aplikaci

10.

.2021

20

20,0

pred 2. aplikaci

23.

. 2021

33

35,0

2. aplikace

24.

. 2021

0

59,0

tyden po 2. aplikaci

01.

.2021

7

19,1

14 dni po 2. aplikaci

08.

.2021

14

9,46

3 tydny po 2. aplikaci

15.

.2021

21

23,6

pred 3. aplikaci

28.

.2021

34

13,7

3. aplikace

29.

.2021

0

338

14 dni po 3. aplikaci

12.

.2021

14

58,0

3 tydny po 3. aplikaci

19.

.2021

21

44,8

pred 4. aplikaci

14.

.2021

47

25,3

4. aplikace

15.

.2021

0

123

tyden po 4. aplikaci

23.

.2021

8

79,6

14 dni po 4. aplikaci

30.

.2021

15

66,0

3 tydny po 3. aplikaci

07.

.2021

22

45,7

Sklizen

14.

.2021

29

29,6

pred opadem listt

09.

11.

2021

55

18,3

ptiprava kiizal

27.

10.

2021

42

* konci ochrannd lhiita pripravku 1 mésic




1. varianta DELAN 5 Koncentrace fosfonat v matricich
) PRO g v mg/kg (pfepocet na fosetyl)
5
z .
2 =
[ o < <
o . <} = 5
3 § & £ £
& B N o] iy 5 S)
Varianta DV1 2021 g 2 o 2 = 5 -
= — g oy 3 \ 5
2 = S| | 2
S A <] = 2
<] 2 — =)
=% =
&
N
1 den pred aplikaci (20.05.2021| -1 | 425 | 1,14 | --- | --- | - | ---
v den aplikace 21.05.2021| O 103 | 15,8 | --- - - -
tyden po aplikaci  |27.05.2021| 6 21,1 | 3,18 | --- - - -
14 dni po aplikaci  |03.06.2021| 13 | 13,4 | 3,14 | --- | - | --- | ---
3 tydny po aplikaci |10.06.2021| 20 | 5,88 | 1,88 | --- | --- | --- | ---
kon¢i OL 1 mésic* |17.06.2021| 27 | 550 | 2,27 | --- --- | 1,44 | 0,93
2. mésic 15.07.2021| 55 | 2,28 | 1,22 | --- --- --- ---
3. mésic 12.08.2021| 83 1,59 | 1,01 | --- --- 10,95 0,86
sklizen 14.10.2021| 146 | 0,54 | 0,63 | 0,47 | --- --- ---
pred opadem lista |09.11.2021| 172 | 1,10 | 0,42 | --- --- | 0,57 | 0,39
priprava kfizal 27.10.2021| 159 | --- | --- | --- | 248 | --- | ---

* konci ochrannd lhita pripravku 1 mésic




. DELAN _ Koncentrace. f(’)sfonatu
2. varianta 9 v matricich
PRO g matrk
= v mg/kg (pfepocet na fosetyl)
&
> ~
b= v/
o =
2 K
[~ ~Q =
o 5 =
=¥ 2 N ae] Y
Varianta DV2 2021 k= 2 o 2 iz
< = 2 A~ 2
- = g&
)8 D o
o 3
8 )
N
1 den pred aplikaci 23.06.2021 -1 0,99 0,68 - -
v den aplikace 24.06.2021 0 32,0 | 7,64 --- -
tyden po aplikaci 01.07.2021 7 8,92 | 247 - -
14 dni po aplikaci 08.07.2021 14 5,88 2,02 --- R
3 tydny po aplikaci 15.07. 2021 21 495 | 2,53 - -
kon¢i OL 1 mésic* 22.07.2021 28 4,25 2,40 --- -
2. mésic 19. 08. 2021 56 2,00 1,60 --- -
3. mésic 14. 09. 2021 82 2,01 1,00 --- -
sklizenl 14.10. 2021 112 1,10 0,85 0,47 ---
pred opadem listt 09.11. 2021 138 0,81 0,87 - -
priprava krizal 27.10. 2021 125 --- --- --- 2,54

* konéi ochrannd hita pripravku 1 mésic




' DELAN -g Koncentrace. f(’)sfonatu
3. varianta PRO =2 v matricich
'_g" v mg/kg (pfepocet na fosetyl)
=
la=i
=2
8
& 7
° ‘% w o
Ny S s | €3
Varianta DV3 2021 < Rz} o 3 3
- — B A~ Q e
Q > s o
)8 Q g
Ay N
1 den pred aplikaci 28.07.2021 -1 0,85 0,64 -—- -
v den aplikace 29.07.2021 0 217 26,1 --- -
tyden po aplikaci 05. 08. 2021 7 94,3 6,86 --- -
14 dni po aplikaci 12. 08. 2021 14 37,0 5,87 --- .
3 tydny po aplikaci | 19.08.2021 21 329 | 7,70 - -
konéi OL 1 mésic* 26.08.2021 28 32,2 13,2 --- -
2. mésic 14. 09. 2021 47 16,4 6,05 -—- ---
sklizen 14.10. 2021 77 8,65 2,65 3,18 ---
pred opadem listl 09.11. 2021 103 3,87 3,73 - -
priprava kiizal 27.10. 2021 90 - --- --- 18,3

* konci ochrannd lhiita pripravku 1 mésic




. DELAN ' Koncentrace. f?sfonatu
4. varianta PRO = v matricich
Tg'.. v mg/kg (prepocet na fosetyl)
=
e
=
8
o
o 2 <
Q 2 B
= B ~ el g2
Varianta DV4 2021 5 2 ° 2 z 3
—— — q>) A~ Q 8
ko = 8 a
3 A &
- N
1 den pred aplikaci | 14.09.2021 -1 1,18 1,66 | 0,54 ---
v den aplikace 15.09. 2021 0 47,5 10,5 1,09 -—-
7 dni po aplikaci 23.09. 2021 8 37,1 4,52 1,86 ---
14 dni po aplikaci 30. 09. 2021 15 282 | 431 | 2,29 ---
21 dni po aplikaci 07.10. 2021 22 182 | 4,44 | 1,90 ---
kon¢i OL 1 mésic* 14.10. 2021 29 14,6 4,04 2,31 -
pred opadem listti 09.11. 2021 55 6,68 | 3,63 - ---
ptiprava kiizal 27.10. 2021 42 --- --- --- 15,9

* konci ochrannd lhiita pfipravku 1 mésic




. DELAN _é Koncentrace fosfonati v matricich
5. varianta = .
PRO T%,‘ v mg/kg (piepocet na fosetyl)
k=
3 o
— N N < —_
é o | g e | g
15 — —_— s = -
ol | X S s |2 = g g
Varianta DV5 2021 & 2 ° | 2 |58 = | %
E — g <>> A~ Q = ! o
< = () £ B >
- A | x & 2| B
e
=%
pred 1. aplikaci 20.05.2021 | -1 [ 14,7 | 242 | - | - | —— | == | -
den 1. aplikace 21.05.2021| 0 | 212 |1 23,8(5,66 | --- | --- | --- | ---
tyden po 1. aplikaci |27.05.2021| 6 | 59,0 | --- | --- | - | --- | --- | ---
14 dnipo 1. aplikaci |03.06.2021 [ 13 (28,6 | --- | === | === | === | -== | ---
3 tydny po 1. aplikaci | 10. 06. 2021 | 20 | 14,9 | --- | - | --= | === | === | ---
pred 2. aplikaci 23.06.2021 (339,76 | 3,47 | 3,92 | --- | --- | 4,752,440
2. aplikace 24.06.2021| 0 | 60,2 | 14,3 (4,70 | - | --- | --- | ---
tyden po 2. aplikaci | 01.07.2021 | 7 | 22,8 | - | --= | == | -== | - | ---
14 dni po 2. aplikaci |08.07.2021 | 14 | 13,1 | --- | --- | --= | == | - | ---
3 tydny po 2. aplikaci | 15.07.2021 [ 21 | 9,46 | - | --- | - | == | - | ---
pred 3. aplikaci 28.07.2021 (34 |7,25{4,86 (3,92 -—- | -——- | --- | ---
3. aplikace 29.07.2021| 0 | 156 | 21,4 10,5 | - | -——- | --- | ---
14 dni po 3. aplikaci |12.08.2021 | 14 [ 58,2 | 10,6 | --- | === | === | -== | ---
3 tydny po 3. aplikaci | 19.08.2021 |21 | 37,2 | --- | === | === | --= | --- | ---
pred 4. aplikaci 14.09.2021 |47 | 20,0 | 6,15 | 5,13 | --- | --- [ 4,71 3,03
4. aplikace 15.09.2021| 0 | 63,4 | 12,8 | 512 | - | --- | --- | ---
tyden po 4. aplikaci  [23.09.2021 | 8 | 351 | --- | --- | ---= | --- | --- | ---
14 dni po 4. aplikaci |30.09.2021 |15 21,8 | --- | ---= | === | === | --= | ---
3 tydny po 3. aplikaci | 07. 10.2021 |22 | 16,0 | --- | === | === | --= | === | ---
sklizen 14.10.2021 (29| 15,7 | 4,58 | 545 | 441 | --- | --- | ---
pred opadem lista 09.11.2021|55|11,4 {524 (3,82 | --- | --- [1,200,59
piiprava kiizal 27.10.2021 [42 | -== | === | - | - (21,1 ] - | -

* konéi ochrannd lhita pripravku 1 mésic




9. 2. Fotodokumentace







Obr. 1: Experimentalni vysadba odridy "Idared” s jednotlivymi variantami postfikového planu

Obr. 2: Zhomogenizované ¢asti rostlinného materidlu (listy, dfevo, zemina, plody)
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