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Ultracitliva analyza triazini a jejich metabolitii v zemédélské piidé pomoci metody UHPLC-

MS/MS

Anotace: Predklddand metodika zahrnuje optimalizovany metodicky pfistup pro analyzu
triazinovych pesticidl a jejich metaboliti ve vzorcich zemédelskych ptd. Pouziti optimalizovaného
QuEChERS postupu pro extrakci pesticidnich latek s ndslednou vysoce citlivou a selektivni
metodou UHPLC-MS/MS umoziiuje soucasnou analyzu mnoha triazinii a jejich metabolitd ve
vzorcich. UHPLC-MS/MS je moderni technika, ktera po validaci zarucuje produkci objektivnich,
rychlych, dostatecné presnych, reprodukovatelnych a citlivych vysledkd z hlediska pozadavkl na
analyzy pesticidi ve vzorcich. Soucéasti metodiky je i zhodnoceni metody na analyzach realnych
vzorkll zemédélskych pud.

Ultra-sensitive analysis of triazines and their metabolites in agricultural soil by UHPLC-

MS/MS method

Annotation: The presented methodology includes an optimized methodological approach for the
analysis of triazine pesticides and their metabolites in agricultural soil samples. The use of an
optimized QuEChERS procedure for the extraction of pesticide substances followed by the highly
sensitive and selective UHPLC-MS/MS method allows simultaneous analysis of many triazines and
their metabolites in samples. UHPLC-MS/MS is a modern technique that, after validation,
guarantees the production of objective, fast, sufficiently accurate, reproducible and sensitive results
in terms of requirements for pesticide analysis in samples. Part of the methodology is also the

evaluation of the method on the analysis of real samples of agricultural soils.



Abecedni seznam zkratek

APCI — chemicka ionizace za atmosférického tlaku

ESI — ionizace elektrosprejem

GC-MS - plynova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii
HRMS/MS — tandemova hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim
LC-MS - kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii
LD50 — stfedni smrtelna davka

LOD — mez detekce

LOQ — mez kvantifikace

MS/MS — tandemova hmotnostni spektrometrie

NCE — normalizovana kolizni energie

QqQ — trojity kvadrupol

QuEChERS - ,,Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe* metoda
PRM — ,parallel reaction monitoring* experiment

RSD - relativni smérodatna odchylka

UHPLC-MS/MS — ultravysokou¢inna kapalinovd chromatografie ve spojeni

hmotnostni spektrometrii

s tandemovou
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I. CIL METODIKY

Cilem této prace je poskytnout standardni postup pro odbér vzorkl plidy a naslednou analyzu
pfitomnych pesticidi triazinového typu a jejich metaboliti pomoci nejmodernéjsi techniky —
ultravysokoucinné kapalinové chromatografie ve spojeni s vysokorozliSovacim tandemovym
hmotnostnim spektrometrem UHPLC-MS/MS. Tato metoda byla pouzita k analyze Sirokého spektra
pesticidii triazinového typu v archivnich i novych vzorcich pid z Cesko-Bavorského pohraniéi.
Pouzitd metoda je relativné jednoducha, robustni a umoznuje spolehlivou detekci a stanoveni

vybranych pesticidii na Grovni citlivosti sub 1 ng/g.

II. UVOD
1. Uvod do problematiky pesticidi

Vyvoj této metodiky vychazel z pozadavki a cila bilateralniho projektu INTERREG V (N° 220)
mezi Ceskou republikou a Bavorskem na téma: ,,Dopad zemé&délské ¢innosti na kvalitu pudy a
zneCisténi zivotniho prostfedi kontaminanty v ¢esko-bavorském pohrani¢i, které v roce 2018
ziskalo pracovistd VURV, v.v.i. spoleéné se 2 ndmeckymi partnery, a to konkrétné s Bavorskym
zemskym ufadem pro zivotni prostiedi (Bayerisches Landesamt fiir Umwelt - LfU) a s Bavorskym
zemskym ufadem pro zemédélstvi (Bayerische Landesanstalt fiir Landwirtschaft LfL). Tento
projekt navazuje na pifedchozi dlouhodobou spoluprici s bavorskou stranou zaméfenou na
hodnoceni kvality ptidy s cilem posoudit casovou i1 prostorovou dynamiku zmén vybranych ptdnich
parametra, které maji dopad na kvalitu pidy a okolni Zivotni prostiedi. Jedna se zde tak o vybranou
Skalu zajmovych parametrt, které jiz byly zkoumany v minulosti (napf. obsah rizikovych prvka a
rizikovych latek), s doplnénim o stanoveni novych latek a slouCenin, které se v pribéhu casu
ukazaly hrozbou nejenom pro kvalitu pidy, ale i celé Zivotniho prostfedi. Jde napt. o rezidualni
latky z ptipravkd na ochranu rostlin (pesticidy) a celou skalu dalSich kontaminantti, které v pribéhu
uplynulého obdobi (od doby feseni piedchoziho projektu) fesi jak evropska, tak 1 narodni legislativy
jako latky skodlivé pro zivotni prostfedi. Praveé mezi takto Skodlivé antropogenni a soucasné vysoce
perzistentni kontaminanty patii i triazinové pesticidy a jejich metabolity.

Od 60. let 20. stoleti stale roste pouZivani chemickych piipravki jak v zemédé&lstvi, tak v jinych
odvétvich hospodaiské ¢innosti napf. v udrzovani prostiedi dopravni infrastruktury ¢i v méstské
zastavbé. Jen na evropském trhu je v soucasnosti evidovano vice jak 500 pesticidnich latek (Fava et
al. 2007). Spolecnost ALS zamé&fena na komer¢ni analyzy vzorkl na pfitomnost pesticidlii na svych
webovych strankach uvadi, Ze na ceském trhu je vyuZivano zhruba 400 Gc¢innych latek pesticidi

(https://alsglobal.cz).



Mnoho z aplikovanych pesticidl jsou slouceniny, které jsou dobfe rozpustné ve vodé a jsou
schopny transportu do povrchovych vod nebo je lze vyluhovat do zdrojii podzemni vody, ¢imz se
tyto latky dale $ifi v prostedi (Klementova a Keltnerova 2015). Jsou tak Casto detekovany nejen
primarné v pid¢ a vode, ale i v zivych organizmech. O tfad¢ téchto latek dnes jiz vime, ze maji na
zivé organizmy fadu nezadoucich Gc¢inkt jako naptiklad naruseni endokrinniho systému, poskozeni
reprodukénich organt ¢i jsou potencidlné karcinogenni (Guillon et al. 2019). Velmi nebezpecné
jsou v tomto ohledu pfedevS§im perzistentni kontaminanty a jejich metabolity, pietrvavajici
v ekosystému 1 tadu let. Mezi tuto skupinu latek 1ze vzhledem k jejich pomalé biologické 1 chemické
degradaci zatadit 1 perzistentni triazinové herbicidy.

Tuto skuteCnost se snazi fesit 1 Evropska unie a to v ramci vyhlaSeni tzv. strategie Green Deal.
Do ni je zahrnuta 1 nova zemédélska strategie pod ndzvem Farm to Fork. V tomto dokumentu
vyhlaSeném Evropskou komisi se napt. pocitd s 50 % sniZenim spotfeby chemickych pesticidi a
hnojiv v evropském zemédélstvi a az Ctvrtina zemédélské piidy ma byt v této dobé v rezimu
ekologického zemédélstvi. Lze tak predpokladat vyznamné statni regulace a kontroly z pohledu
aplikace pesticidii pro zemédé€lce. V ptipade aplikaci triazinii takovéto zasadni restrikce jejich
pouzivani v Evropské unii nastaly jiz v roce 2003, a ke kterym se Ceska republika se svym vstupem
do Evropské unie rovnéz ptihlasila. Zatimco legislativa a hygienické limity obsahu Sirokého spektra
pesticidii jsou v evropské 1 nasi legislativé detailn¢ zpracovany jak pro pitnou vodu, tak i pro
potraviny zivocisSného a rostlinného piivodu, hygienické limity obsahu pesticidi v piidach jako
jednoho z primarnich zdroji pesticidii uvoliovanych do prostfedi doposud chybi. Divodem je
predev§im obtizn€jsi vzorkovani i vlastni izolace pesticidii z komplexu velmi heterogenni ptidni
matrice. Problematiku stanoveni jednotného limitu v padé bude rovnéz zté¢Zovat primarni aplikace
pesticidii zeméd¢lci se specifickou dynamikou jejich rozkladu a rtiznou mobilitou v ptidnim profilu
ovlivnénou chemicko-fyzikéalnimi i biologickymi vlastnostmi ptidy. Pro pochopeni téchto pochodl
piedev§im u perzistentnich pesticidl je tak zapotfebi vyvijet velmi citlivé a soucasné spolehlivé
detekéni metody umoziujici sledovat jak koncentraéni dynamiku téchto latek v pidnim profilu tak
1jejich postupné odbouravani prostfednictvim vzniku jejich metaboliti.

Na tomto projektovém zaklad¢ tak predloZzena metodika ptindsi zplsob zahrnujici cely postup
od odbérit vzorkil pidy, pfes jeho zpracovani az po vysoce citlivou detekci a kvantifikaci
perzistentnich pesticidli patficich do skupiny triazini a jejich vybranych metaboliti v realné
zem&délské praxi konvencniho i ekologického zemédé&lstvi, otestovana na podkladé Sirokého

spektra piid a 2 svrchnich ptidnich horizontt.



Nase metodika je urcend jak pro analytické Utvary kontrolnich organt statni spravy (napf.
UKZUZ, CIZP, apod.) tak i pro privatni laboratofe nebo védeckd pracovisté zaméfena na detekci

pesticidu v pudé.

2. Triaziny — charakteristika, vlastnosti a pouziti

Problematika sledovani pesticidi v riznych slozkach Zivotniho prostiedi (napt. ve vzorcich
pud, podzemnich vod ¢i potravin) je velmi rozsahla. Zvlastni skupinou ¢asto sledovanych pesticidi
jsou pesticidy triazinového typu. Triaziny jsou herbicidy hojn€ uzivané proti dvoudéloznym
pleveliim, pficemz ve vySSich davkach se stavaji totalnim herbicidem. Jsou to latky zasahujici do
metabolismu pyrimidinovych bazi, které jsou soucasti nukleovych kyselin. Mechanismus jejich
ucinku spociva v inhibici fotosyntézy. VétSina z nich piferuSuje fotosystém II, kdy se chlorofyl
vyuziva k pfeméné kratkych vlnovych délek svétla na energii. Bez této faze fotosyntézy nejsou
rostliny schopné produkovat potifebnou energii pro sviij rast (Kamrin, 1997). Triaziny se vyznacuji
pritomnosti 1,3,5-triazinové funk¢ni skupiny ve své molekule (Obr. 1A a Obr. 1B) (Niessen &
Correa, 2017).
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Obrazek 1A a 1B: Znazornéni chemické struktury nékterych nejbéznéjSich triazini a jejich

typickych metabolith.



Triaziny maji pomérné vysokou rozpustnost ve vodé (naptiklad rozpustnost atrazinu pii 20 °C
je 30 mg/l) a tendenci neadsorbovat se v ptid€, proto se mohou tyto kontaminanty skrze ptidu dostat
do spodnich vod. Nékteré triaziny jsou ve vod¢ relativné stabilni, jejich rozpustnost se snizuje se
zvysSujicim se pH (Kamrin, 1997).

V ptipadé, ze se tyto pesticidy dostanou do pudy, je rostliny absorbuji pfes kofenovy systém,
a tim padem mohou byt transportovany po celé rostliné. Vzhledem k perzistentnim vlastnostem
triazinovych pesticidii a jejich metaboliti dochédzi k pomalému odbouravani téchto latek a jejich
hromadéni v Zivotnim prostiedi, napt. v podzemnich vodach (Mikulka & Kneifelova, 2021).

Triaziny maji relativné nizkou akutni toxicitu pro savce. Napfiklad atrazin a simazin vykazuji
pii testovani na pokusnych krysach hodnotu LD50 3000 mg/kg, coZ indikuje, Ze jde o mirné toxické
latky. Mezi typické symptomy akutni otravy lze uvést naptiklad podrazdéni kiize a o¢i, zvraceni,
prijmy ¢i svalova slabost (Mikulka & Kneifelova, 2021). V nékterych zemich je pouzivani
triazinovych herbicidii v soucasné dobé zakazano, piipadné¢ se znatné omezuje. Na zaklade
rozhodnuti Evropské komise 2004/247/EC; 2004/248/EC plati zakaz distribuce a uZivani atrazinu a
simazinu v ramci Evropské unie od 1. srpna 2005 (EC, 2022).

Triaziny Ize analyzovat riznymi analytickymi metodami, napt. GC-MS, ale v posledni dob¢
se dava ptfednost analyzam triazini metodou LC-MS, kvtli jednodussi ptipravé vzorki. LC-MS
navic umoziuje i analyzu polarnéjSich metaboliti triazinti (Scherr et al., 2017). V metodé¢ LC-MS
se pouziva pozitivni ionizace triazini v modu ESI nebo APCI. Struktura triazinti se studuje pomoci
nastaveni vhodné kolizni energie (NCE), pficemz triaziny ochotné ztraceji vedlejsi alkylované
fetézce za vzniku ptislusnych typickych fragmenti, které jsou zméteny v MS spektru. Triaziny lze
roztiidit do tfi hlavnich skupin: chlorotriaziny, methylthiotriaziny a methoxytriaziny. Do prvni
skupiny patii vétSina nejznaméjsSich triazinovych pesticidi, které se v minulosti pouzivaly ¢i stale
pouzivaji, a jejichz analyza je soucasti i této metodiky: atrazin, simazin, propazin a terbuthylazin.
Mezi methylthiotriaziny patii napf. ametryn, prometryn, terbutryn. Do posledni skupiny patti

atraton, prometon, ¢i sem lze zafadit i ndmi studovany metamitron.

3. Systém MS Orbitrap — specifika a vyhody z hlediska analyzy pesticidi

Tandemovy HRMS/MS systém zaloZeny na kombinaci kvadrupdlu jako prvnim hmotnostnim
analyzatoru a Orbitrapu (Obr. 2) jako druhém (koncovém) hmotnostnim analyzatoru nabizi lepsi
quad (QqQ) detektorech (Tsipi et al., 2015). Identifikace latek je obvykle zalozena na shodé
reten¢niho ¢asu a hmotnostniho spektra zméfené neznamé latky se standardy. Podle obecné platnych

kritérii pro validaci metod je vyzadovana spolehliva detekce alesponi dvou a vice fragmenti
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analyzované latky, a to vcetné matetfského iontu a hmota iontu by méla byt zmétena s presnosti
<Sppm (Tsipi et al., 2015). Toho je v naSem HRMS/MS systému velmi snadno dosazeno diky
vysokému rozliSeni métenych hmot v Orbitrapu, dosahujicimu hodnot az 140 000 FWHM i vice a

vysoké presnosti méfenych hmot (obvykle <Ippm) (Obr. 2).

Obrazek 2: Pouzita analyticka sestava UHPLC-Q-Orbitrap

Dalsi velkou vyhodou HRMS/MS systémi s Orbitrapem je 1 moZnost necileného screeningu
vzorkli na moZnost vyskytu neznamé latky nebo jejiho metabolitu a to i1 v pfipad¢, Ze neni
k dispozici zadny analyticky standard této latky. Identifikace neznadmé latky pak probih4 s pomoci
porovnani zméfenych spekter s vetejné ptistupnymi databdzemi (MZCloud, PubChem) nebo je diky
pouziti umélé inteligence v komercéné dostupném programu Compound Discoverer ¢i Mass Hunter
QqQ systémy vitbec schopny. Dalsi velkou vyhodou HRMS/MS systému Orbitrap je i moznost
provedeni multi-rezidualnich screeningovych analyz vzorkd na pfitomnost nékolika set pesticida (i

vice nez 800 latek) (Cotton et al., 2016; Dzuman et al., 2015; Wang et al, 2019). Tyto Siroce
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zamé&fené multi-rezidudlni metody ale maji relativné nizsi citlivost ve srovnani s cilenymi metodami
analyz zaméfenymi na detekci max. nékolika desitek pesticidii béhem jedné analyzy. Snad jedinou
nevyhodou hmotnostniho spektrometru typu kvadrup6l-Orbitrap (Obr. 2) je nutnost relativné vyssi
pocatecni investice na pofizeni priistroje, kterd je ale pozdé&ji vice nez vyvazend vysokou

produktivitou a univerzalnim zaméfenim pfistroje.

III. VLASTNIi POPIS METODIKY

1. Pouzité chemikalie

Standardy triazinli: atrazin, atrazin-2-hydroxy, atrazin-desethyl, atrazin-desisopropyl,
metamitron, propazin, simazin, simazin-2-hydroxy, terbuthylazin, terbuthylazin-2-hydroxy,
terbuthylazin-desethyl, terbuthylazin-desethyl-2-hydroxy a atrazin-d5 + simazin-d/0 jako
deuterované vnitini standardy byly nakoupeny od fy. Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Od téze
firmy pochazel i mraven¢an amonny, octan sodny, siran hofe¢naty. Methanol a acetonitril (LC-MS
grade, >99,9 %) byl nakoupen od Riedel de Haén (Seelze, Némecko). Kyselina mravenci a kyselina
octova (LC-MS grade, 99%) byly od VWR (Leuven, Belgie). Ultracista voda byla vyrobena v Milli-
Q deioniza¢nim systému (Millipore, Bedford, MA, USA).

2. Postup pripravy a zpracovani pudnich vzorki

Na vybraném monitorovacim bod¢ se pomoci GPS zafizeni ozna¢i misto (podle uvedenych
soutadnicovych koordinat), kde bude kopana ptidni sonda. Ve vzdalenosti cca do 10 — 20 m od mista
kopané ptudni sondy se provede tycovou sondou na tfech samostatnych sondach kontrola ptidniho
profilu zatlu¢enim sondovaci tyce do hloubky cca 1 m. Pokud bude piidni profil (tj. jednotlivé vrstvy
pudnich horizontl) ve vyfezu sondovaci tyc¢e ve vSech tiech ptipadech kontrolniho odbéru shodny,
jednd se o reprezentativni bod a je mozné pokracovat s dal§imi pracemi. V piidnim profilu se nesmi
objevovat znamky lidské ¢innosti (zlomky cihel apod.) — v opacném piipadé se musi monitorovaci
stanoviSt¢ posunout na jiné misto, pfipadné jej z tohoto sledovani vyloucit a vybrat si jiné
monitorovaci stanovisté, nachazejici se na zemédé&lské pade.

Po dosazeni shody (ptidnich horizont/pidniho profilu) vzorkované lokality se v misté
provedeni kontrolnich sond vymezi stied a pak se podle svétovych stran ve dvou soustiednych
kruzich (3,8 a 6,6 m) kolem stfedu oznaci tzv. satelitni body — tj. 4 satelitni body ve vzdélenosti 3,8
m a 4 satelitni body ve vzdalenosti 6,6 m od stfedu plochy. Pti vytyCovani téchto satelitnich boda
se pouziva Silra s vyznacenim vzdalenosti, aby bylo mozné piesné stanovit polohu odbérovych

satelitnich bodl. Na téchto bodech se nasledné odebiraji vzorky, které reprezentuji danou plochu.
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Pti provadéni vSech pedologickych praci (vytyCovani plochy, nasledné pak zejména odbér
vzorkll ty¢ovymi a Sroubovacimi sondami, ndslednd manipulace se vzorky, atd.) se nekoufi, ani
v jeji blizkosti v okruhu 10 m, nepouzivaji se krémy, ptipravky odpuzujici hmyz atd. z divodi
mozné kontaminace vzorku. Je tieba dbat na to, aby se pfi vzorkovani pouzivalo jen Cisté naradi
zhotovené z vhodnych materidlti (nerez ocel).

Doporucuje se vzorkovaci naradi firmy Eijkelkamp:
a) pro kontrolni odbéry zatloukaci sondovaci ty¢ (Obr. 3)

b) pro odbéry Edelmantiv vrtak (doporucuje se primér 5 cm vzorkovaci koncovky) — (Obr. 4)

Obrazek 3: zatloukaci sondovaci ty¢

Obrazek 4: Edelmanuv vrtak

Po odbéru vzorku z jednoho horizontu se zdsadné musi vSechno nafadi ocistit a pfizplsobit
materiadlu z dalSiho odebiraného horizontu (tj. ,,zamaze* se materidlem z nového horizontu). Po
ukonceni odbérti vzorkil na stanovisti se musi vSechno naradi, které ptislo do kontaktu se vzorky,

ditkladné omyt pitnou (nebo destilovanou) vodou. Vzorky doty¢ného plidniho horizontu musi byt
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odebrany z jeho celkové mocnosti a se shodnymi podily objemu. U horizontli s vy$§im nez 40%
podilem skeletu se kameny vétsi nez 2 cm mohou pied ulozenim vzorku oddélit, coz se musi
zdiiraznit v odbérovém protokolu. Odd¢li se také zivé ¢asti rostlin a pfipadné i ptidni makro edafon
(napft. zizaly). Vzorky ornice se ziskavaji vzdy brzo na jafe, idedlné pted prvni aplikaci ptipravki
na ochranu rostlin v dané vegetacni sezong¢.

Odebrané vzorky se podle horizontli promichaji vhodnym nafadim v ¢isté misce z nerez oceli.
Nésledné se zkazdého tohoto zhomogenizovaného vzorku odebere pro rozbory do Ccistych
mikrotenovych sacki cca 2 — 2,5 kg pidy. Takto predptipravené vzorky se dodaji co nejdiive do
laboratote, kde se vzorky bud zamrazi, nebo se hned vysous$i na vzduchu za postupného
rozmélnovani hrud, prosévaji pifes 2 mm sito a opéct ulozi do mrazdku pro potieby ndslednych

analyz.

3. Extrakce triazina z pidnich vzorku

Procedura pouZita pro extrakci ptislusnych triazinl a jejich metabolitl z plidnich vzorkl byla
zalozena na tzv. QuEChERS postupu (Hvézdova M. et al., 2018). Metoda QuEChERS je
v soucasnosti s vyhodou pouzivana k extrakci pesticidii z riznych slozitych matric (potraviny, voda,
apod.) v¢etné piidnich vzorka (Scherr et al., 2017; Bruzzoniti et al., 2014; Feng et al., 2015). Jedna
se o moderni efektivni, spolehlivou, ekologickou a snadno opakovatelnou metodu.

Vzorek ptidy o vaze 5 g byl homogenizovan a odvazen do polypropylénovych tub o objemu
50 ml. Poté bylo do tuby pfiddano 14,9 ml smési acetonitrilu s deionizovanou H>O okyselené na 1 %
kyselinou octovou (2:1; v/v). Do tuby bylo zaroven piidano 100 ul roztoku deuterovanych vnitinich
standardli (smés standardii: atrazin-d5 a simazin-d/0, kazdy standard o koncentraci 10 pg/ml). Tuba
byla potadné protfepana (1 min na vortexu) a pak do ni bylo piidano 1 g octanu sodného a 4 g siranu
hotecnatého. Poté byla tuba opét pofadné protfepana na vortexu a sonikovana ve vodni ldzni za
laboratorni teploty po dobu 5 min. Poté byly tuby centrifugovany (10 min pti 3500 rpm).
Po rozdéleni kapalnych fazi bylo odebrano 0,5 ml horni organické faze, smichano s250 pl
acetonitrilu a 250 pl H2O (1 % kys. octova). Nakonec byl vzorek piefiltrovan ptes 0,22 um nylonovy
filtr (Thermo Scientific, Rockwood, TN, USA) do inzertu a ihned zanalyzovan na UHPLC-MS/MS.

4. Analyza vzorkii a zpracovani vysledku
Pouzity chromatograficky systém (Dionex UltiMate 3000 UHPLC system, Dionex Softron
GmbH, Germany) se skladal z pumpy (HPG-3400RS), autosampleru (WPS-3000RS), odplynovace
mobilni fize (SRD-3400) a kolonového termostatu (TCC-3000RS). Detekce byla provedena

v tandemovém hmotnostnim spektrometru typu kvadrup6l-Orbitrap (QExactive, Themo Fisher
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Scientific, San Jose, CA, USA). Analyza byla provedena na koloné Kinetex Polar C18 (2,1 x 100
mm, 2,6 um) od vyrobce Phenomenex (Torrance, CA, USA). UHPLC-MS/MS systém byl vybaven
vyhiivanym elektrosprejem (HESI-II). Separace latek byla provedena za pomoci gradientové eluce
dvou rozpoustedel: A a B. Voda s ptidavkem 0,125% kys. mravenci a 10 mM mravencanu
amonn¢ho byla pouzita jako rozpoustédlo A a smés methanol/voda (95:5, v/v) s pridavkem 0,125%
kys. mravenci a 10 mM mraven¢anu amonného byla pouzita jako rozpoustédlo B. Pouzity gradient:
0-0,5 min: 99% A + 1% B izokraticky, pak linearni gradient béhem 14,5 min na 5% A + 95% B.
Kolona byla poté promyta 100% B po dobu 1,5 min. a nakonec ekvilibrovana zpét na 99% A + 1%
B béhem 2 min. Celkova doba analyzy cinila 18 min. Kolona byla temperovana na 40°C, pritok
mobilni fAze ¢inil 0,35 ml.min™!. ESI ionizace pracovala v pozitivnim médu. PRM (parallel reaction
monitoring) experiment byl pouZit pro kvantitativni analyzu cilovych latek. Souhrn nastaveni

piislusnych parametrt pro dosazeni vhodné citlivosti méfeni v médu PRM je uveden v tabulce 1.

Tabulka 1: Souhrn nastaveni hlavnich parametrii ptistroje QExactive pro PRM analyzy.

Properties

Properties of the method Properties of PRM

v Global Settings v General
User Role Advanced Runtime 0 to 17 min
Use lock masse: best Polarity positive
Lock mass injec — In-source CID 0.0 eV
Chrom. peak wi 6 s Default charge < 1

v Time Inclusion on
Method duration 18.00 min v MS2

v _Customized Tolerances (+/-) Microscans 1

User Role ‘ Resolution 17,500

Select the current user role AGC target 2e5
Maximum IT 50 ms
Loop count 1
MSX count 1

MSX isochronou on
Isolation windov 0.8 m/z

Isolation offset 0.0 m/z
Fixed first mass —
(N)CE / stepped nce: 30
Spectrum data t Profile
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Normalizovana kolizni energie (NCE) pro MS/MS analyzy byla pfedem optimalizovana pro
kazdou latku zvlast (Tab. 2). Sprejovaci napéti €inilo 3,5 kV v pozitivnim modu. Piistroj byl
kalibrovan za pomoci referen¢nich standardnich roztokti od Thermo Fisher Scientific. Data byla
zpracovana softwarem Xcalibur, verze 4.0. V tabulce 2 jsou shrnuta hlavni data potiebna pro detekei

jednotlivych triazind, jejich metabolit a izotopicky znacenych vnitinich standardi.

Tabulka 2: Shrnuti hlavnich parametrti analyzovanych latek: nazev stanovované latky, elementarni
sloZeni, reten¢ni ¢as, NCE (normalizovand kolizni energie), hodnoty prekurzorového a

dvou kvantifika¢nich ionti dané latky v m/z.

L&tka Elementarni Retencni NCE Prekurzorovy Kvantifikacni Kvantifikacni
slozeni ¢as (min) ion (m/z) ion1(m/z) ion2(m/z)
Atrazin C8H14CIN5 8,75 40 216,1011 174,0540 146,0226
Atrazin-2-hydroxy C8H15N50 5,20 45 198,1349 156,0880 128,0818
Atrazin-desethyl C6H10CINS 6,67 45 188,0698 146,0228 104,0011
Atrazin-desisopropyl C5H8CINS 5,53 60 174,0541 132,0323 146,0227
Metamitron C10H10N40 6,06 50 203,0927 175,0978 104,0498
Propazin C9H16CINS 10,40 45 230,1167 188,0695 104,0011
Simazin C7H12CINS 7,94 50 202,0854 132,0323 124.0869
Simazin-2-hydroxy C7H13N50 4,41 45 184,1193 114,0663 97,0400
Terbuthylazin C9H16CINS 8,16 35 230,1167 174,0541 132,0322
ey -g- CO9H17N50 9,58 32 212,1506 156,0880 114,0663
hydroxy

Terbuthylazin-

C7H12CIN5 6,04 35 202,0854 146,0229 104,0011
desethyl

Terbuthylazin-

v — C7H13N50 3,83 30 184,1193 128,0567 86,0354
desethyl-2-hydroxy

Atrazin -d5 C8H9DS5CINS 8,75 40 221,1324 179,0854 137,0635
Simazin-d10 C7H2D10CINS 7,94 50 212,1482 137,0636 180,0917
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5. Validace metody

Metoda analyzy UHPLC-MS/MS byla validovana dle obecné uznavanych pozadavka autorit
pro validaci analytickych metod (FDA, 2018; ICH, 2005). Validace znamend, Ze pro pouzitou
analytickou metodu byly stanoveny parametry citlivosti (LOD-mez detekce, LOQ-mez
kvantifikace), téz byla stanovena extrakéni vytéznost a kratkodoba i dlouhodobé ptesnost na dvou
¢i tfech koncentra¢nich hladinach (nizsi — 5ng/g, stfedni — 50 ng/g a vyssi — 500 ng/g) (Tabulka 3).
Kratkodoba piesnost byla stanovena v jednom dni, kdezto dlouhodoba ptesnost byla stanovena pro
zpracovani vzorkli a méfeni ve dvou po sob¢ ndsledujicich dnech. Kalibra¢ni ptimky pro jednotlivé
standardy triazini byly provedeny ve tfech opakovanich. VSechny analyzy pro valida¢ni méfeni
byly provedeny Sestkrat. Vysledky byly na zakladé podobnosti chemické struktury a blizkosti
retencnich ¢ast korigovany pies dva pouzité izotopicky znafené vnitini standardy: atrazin-d5 a
simazin-d /0. Triaziny a jejich metabolity byly identifikovany diky porovnani retencnich cast a
MS/MS spekter s autentickymi standardy a s daty dostupnymi z literatury (Klementova &
Keltnerova, 2015; Scherr et al., 2017). Kalibra¢ni ptimky byly sestrojeny vynesenim plochy piku
referenniho standardu o pfislusné koncentraci (po zkorigovani na piislusny vnitini standard).
Statisticka analyza dat byla provedena za pomoci software Statistica 64 (TIBCO software, Palo
Alto, CA, USA). Linearita metody byla zkouména pro koncentrace analyti v rozmezi od 0 do 1

ug/g (Tabulka 4).
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Tabulka 3: Shrnuti valida¢nich parametrii: mez detekce, mez stanovitelnosti, extrakéni vytéznost,

kratkodobd a dlouhodobé piesnost (v % relativni smérodatné odchylky: RSD).

Extrakéni Kratkodoba presnost ~ Dlouhodoba piesnost RSD
Mez Mez vytéznost (%) RSD (%)* (%)*
Latka detekce stanovitelnosti
(pg/e) (re/g) Sng/g 50ng/g 5ng/g 50 ng/g 500 ng/g 5Sng/g 50ng/g 500 ng/g
Atrazin 0,5 2 1047 1095 3,0 7,0 50 134 89 7.4
Atrazin-2- 0,7 2,5 83,1 1152 38 65 63 124 79 10,9
hydroxy
Atrazin- 3 10 752 1064 53 3.5 42 114 37 7.9
desethyl
Atrazin- 5 20 100,7  107,0 3,4 42 73 94 58 8.8
desisopropyl
Metamitron 40 420 79,5 96,1 34 3,0 50 11,8 59 7.1
Propazin 2 8 68,3 738 23 2.3 2,7 8.1 44 53
Simazin 1,5 6 73,2 80,7 24 1,6 2,5 9,1 43 2,6
Simazin-2- 1 4 953  113,8 33 54 69 10,6 11,9 8.4
hydroxy
Terbuthylazin 0,4 2 72,6 745 49 2.4 3,6 8,7 5,7 6,1
Terbuthylazin- 4 774 951 1 38 83 61 42 9.8
2-hydroxy
Terbuthylazin- 4 704 846 35 39 27 45 44 26
desethyl
Terbuthylazin-
desethyl-2- 2 8 92,5 1083 103 8,1 11,0 11,9 7,0 11,4
hydroxy

RSD = relativni smérodatna odchylka; *presnost je vyjadiena v % jako rel. smérodatna odchylka méteni

Jak je vidét z tabulky 3, valida¢ni kritéria nami prezentované analytické metody vyhovuji
obecné platnym parametrim pro akceptaci validovanych analytickych metod (extrakéni vytéznost

ma byt v rozmezi 60-120 % a RSD < 15 %) (Novékova et al., 2021).
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Tabulka 4: Shrnuti zakladnich parametrii kalibra¢ni kiivky: rovnice linedrni zavislosti,

korela¢nikoeficient (R?), rozmezi linearni zavislosti kalibraéni p¥imky

2 T AR . Korelacni Linearni dynamicky rozsah
Latka Rovnice linedrni zavislosti ) o I
koeficient R kalibraéni pfimky (ng/g)
Atrazin y =0,0031825x 0,9992 0,01 - 1000
Atrazin-2-hydroxy y =0,00250791x 0,9991 0,1- 1000
Atrazin-desethyl y =0,00214725x 0,9995 0,1- 1000
Atrazin-desisopropyl y =0,000535883x 0,9998 0,1- 1000
Metamitron y =0,000871335x 0,9991 0,1- 1000
Propazin y =0,00213937x 0,9995 0,1- 1000
Simazin y =0,00189901x 0,9996 0,1 - 1000
Simazin-2-hydroxy y =0,00283075x 0,9999 0,01 - 1000
Terbuthylazin y =0,00312381x 0,9998 0,01 - 1000
buthylazin-2-
esiaihtusir y = 0,00380512x 0,9994 0,1- 1000
hydroxy
Terbuthylazin-
SRR l] y = 0,00204448x 0,9999 0,01 - 1000
desethyl
Tttty y =0,00222103x 0,9997 0,1- 1000

desethyl-2-hydroxy

Z tabulky 4 je patrné, Zze naméfené korelacéni koeficienty (R?) vyhovuji ve viech piipadech
podmince R? > 0,9990 a linearni dynamicky rozsah kalibra¢nich piimek pro zkoumané analyty lezi

v rozmezi 0,01-1000 (nebo 0,1-1000) ng/g.

6. Vysledky z praxe a jejich interpretace
UHPLC-MS/MS (ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie ve spojeni s tandemovym
hmotnostnim spektrometrem) pfedstavuje vzhledem ke koncentra¢nim hladindm, ve kterych se
sledované latky v analyzovanych matricich (napft. vzorky pid) vyskytuji, idedlni nastroj pro jejich
piesné, citlivé a rychlé stanoveni. Na obr. 5 je uvedena ukazka analyzy smési standardii triazind a

jejich metabolitli v rdmci pouZzité metody.
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Obrazek 5: Ukazka PRM chromatogramtt UHPLC-MS/MS analyzy smési standardii triazinovych

pesticidi. Koncentrace standarditi: 0,1 pg/ml, davkovany objem vzorku: 1 pl.

Diky vyvinuté metod¢ jsme byli schopni v realnych vzorcich zkoumanych ptid odebranych
v lokalitach Cesko-Bavorského pohrani¢i detekovat celkem 10 pesticidil véetnd jejich metabolitt ze
zkoumané skupiny triazinovych pesticidi, jmenovité: atrazin, propazin, simazin, terbuthylazin, a
jejich  metabolity: atrazin-2-OH, atrazin-desethyl, simazin-2-OH, terbuthylazin-2-OH,
terbuthylazin-desethyl a terbuthylazin-desethyl-2-OH. Latkami s nejvySS§imi pozorovanymi
hladinami byly vesmé&s hydroxy-triaziny (atrazin-2-OH, atrazin-desethyl, simazin-2-OH,
terbuthylazin-2-OH), coZ je v souladu s jinou podobnou studii (Hvézdova et al., 2018). Odpovida
to zfejmé silné sorpci a vyznamné perzistenci téchto metabolitl v piidé. Nizsi pozorovany vyskyt
desalkylovanych triazinti korespondoval opét s jejich vlastnostmi, které podmitiuji jejich preferenci

k vymyvani do podzemni vody.
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Obrazek 6: Detekce terbuthylazinu (A) a jeho metabolitu terbuthylazinu-2-hydroxy (B) v redlném
vzorku orné ptidy. MS/MS spektra terbuthylazinu (C) a terbuthylazinu-2-hydroxy (D)
jsou shodna se spektry identickych standard.

V nékterych zkoumanych vzorcich piid byla piekrogena pozorovana hladina 0,01 mg.kg™! pro
sumu metabolitl triazinovych pesticidii. Maximalni mnozstvi triazinovych metaboliti v jednom
vzorku dosahovalo hladiny 0,06 mg.kg™!, coZ je vysoko nad uznavanou hladinou 0,01 mgkg"! pro
jednotlivé pesticidy (Hvézdova et al., 2018). Je tfeba si ale uvédomit, Ze zde se jedna o soucet vSech
zjiSténych pesticidnich latek. Na obr. 6 je uveden ptiklad detekce triazinu a jeho 2-hydroxy derivatu
v realném vzorku zkoumané orné pidy. Obé¢ latky byly identifikovany diky shodé reten¢nich Casii
a MS/MS spekter s autentickymi standardy.

Transformacni produkty atrazinu a simazinu, které se v EU nepouzivaji od zékazu v roce 2005
(tj. cca 15 let pred odbéry piid v soucasnosti), byly ve studovanych recentnich ptidach (odebranych
v letech 2020 a 2021) nachdzeny piekvapivé Casto. Atrazin a simazin jsou latky vyznamné toxické

pro vodni prostiedi, jsou to prioritni latky vodni politiky EU, ¢i podezielé karcinogeny a endokrinni
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disruptory. Navzdory vysSe zminénému zdkazu jsou atrazin a simazin, ¢i jejich transformacni
produkty obecné ¢asto nachdzeny i v soucasnosti jako kontaminanty evropskych vod i ptid. Pfestoze
se nebezpecnost transformacnich produkti muze liSit od matefskych molekul, nami hladiny
nalezené v Ceskych ornych pidach mohou byt problematické, protoze vyznamné piekracovaly
dostupné limity: limity US EPA pro ochranu podzemni vody (0,0002 a 0,0003 mg/kg pro atrazin

respektive simazin) (Hvézdova et al., 2018).

IV. SROVNANI ,,NOVOSTI POSTUPU*

Ptedlozena metodika ,,Ultracitlivd analyza triazinti a jejich metabolitd v zemédélské pade*
popisuje podrobny pracovni postup laboratorniho ptistupu k hodnoceni obsahu triazint ve vzorcich
zemédelské pidy. Vyhodou této metodiky oproti jinym publikovanym postupiim, je zejména jeji
velmi vysoka citlivost umoziujici analyzu a detekci ultrastopovych mnozstvi zkoumanych latek.
Dalsi vyhodou metodiky je 1 jeji komplexni Sir$i zaméfeni nejen na matetské latky triazint, ale 1 na
jejich metabolity. V metodice je pocitano s vyuzitim nejmodernéjSich analytickych ptistupti, coz je
také v souladu s legislativou EU spojené se schvalovanim ucinnych latek. Za hlavni vyhodu zde
prezentované¢ho moderniho analytického pfistupu lze povazovat to, ze je diky nému mozné ovéfit
distribuci mnoha desitek 1 stovek pesticidi jak v matricich, tak i metabolicky osud sledovanych
latek. Po drobnych upravach spocivajicich zejména ve zpracovani vzorkii mize byt tato metodika,
resp. jeji analytickd koncovka, vyuzita 1 pro analyzy vzorkl jiného typu, napf. potravin, ovoce,
zeleniny nebo 1 podzemnich vod na ptitomnost triazind. Pii hodnoceni této metodiky je také nutné

brat v uvahu i neustaly technologicky a védecky pokrok v oboru analytické chemie.

V. POPIS UPLATNENI METODIKY

Metodika pro hodnoceni obsahu triazinti a jejich metabolitl v zemédélskych ptidach bude
poskytnuta Siroké odborné vetejnosti, kterd se touto problematikou zabyva. Budoucimi uzivateli
metodiky jsou univerzity, organy statni kontroly, vyzkumné i komer¢ni tymy. Metodika je urcena
zejména pro odborné pracovniky zamétené na ekologické hodnoceni rizik pesticidi. Metodika je
vystupem feseni projektu €. 220: “Dopad zemédélské cinnosti na kvalitu piidy a znecisteni Zivotniho
prostiedi kontaminanty v cesko-bavorském pohranici“ podpofeného na zaklad€ finan¢ni podpory
Programu pieshraniéni spoluprace Ceska republika — Svobodny stat Bavorsko: Cil - Evropska

uzemni spoluprace 2014-2020“. Bezprostfedni uplatnéni zde popsané metody mize byt na
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pracovistich zabyvajicich se kontrolou zivotniho prostfedi i bezpecnosti vyroby potravin.
Uplatnénim metodiky budou ziskané poznatky rovnéz vyuzitelné v oblastech aplikovaného i
zakladniho vyzkumu, pro studenty a pedagogy stiednich i vysokych skol.

Metodika bude v pisemné formé Sifena na potfadanych odbornych prezentacich a seminafich.
V elektronické podobé bude zvetejnéna na webovych strankach Vyzkumného ustavu pro rostlinnou

vyrobu, v.v.i. (WWw.vurv.cz).

VI. EKONOMICKE ASPEKTY

Vyznamnym ekonomickym aspektem této aplikované metodiky je pfinos nové analytické
metody vyuZivajici nejmodernéjsi analytické pfistroje k hodnoceni kontaminaci zemédélskych pid
pesticidy, vtomto piipad€¢ perzistentnimi triaziny a jejich metabolity. Sledovani zamoteni
zemédelskych puad (ale 1 dalSich slozek pftirody, jako jsou podzemni vody nebo zeméd¢€lské
produkty) pesticidy je v soucasné dobé velmi aktudlnim tématem, zejména vzhledem k naristu
civilizacnich chorob ¢i nadorovych onemocnéni. Proto v soucasné dobé& stoupa spolecenska snaha
ustici v poptavku po ¢istém zivotnim prosttedi véetné produkce ekologicky Cistych potravin.

V soucasné¢ dobé existuje spousta metod zabyvajicich se analyzou zemédé€lskych pud i1
produkt na pfitomnost pesticidl, véetné triazinti. Jedna se jak o védecké, tak 1 o0 komeréné dostupné
metody. Cena téchto metod je v fadu min. nékolika tisic K¢ za jeden vzorek, pficemz je mozno
vyjednat mnozstevni slevu. VSechny vyse zminéné metody maji jedno spolecné, a to je vyuziti
hmotnostni spektrometrie jako univerzalniho detektoru na ptitomnost pesticidi. Separace analytii
probiha vétSinou za pomoci kapalinové chromatografie (LC, HPLC), mén¢ Casto za pomoci plynové
chromatografie (GC). Hmotnostni spektrometrie, zejména v jeji tandemové verzi (MS/MS) je velmi
sofistikovanou a ndkladnou metodou, naro¢nou jak na pfistrojové vybaveni, tak i na potiebu
specializované a erudované obsluhy. Na druhou stranu, pouziti levnéjsiho analytického vybaveni,
napfi. kapalinové chromatografie ve spojeni s UV detekci zde neni prakticky mozné pro jeho nizkou
citlivost a malou specificitu. Pro analyzu pesticidii ve vzorcich se sloZitou matrici, jako je napf.
puda, potraviny, apod. tedy v sou€asnosti neexistuje zadna jind podobna alternativa, nez je vyuZiti
kapalinového chromatografu (¢i plynového chromatografu) ve spojeni s hmotnostni detekci. Navic
v soucasné dobé stale probiha rozvoj hmotnostni spektrometrie ve sméru dosaZeni jesté vetsi
specificity, citlivosti ¢i zvySovani rychlosti analyz, a to 1 pfi relativnim zachovani nakladi na
analyzu jednoho vzorku.

V tabulce 5 jsou shrnuty kalkulované naklady na analyzu triazinti zde publikovanou metodou.

Snizeni nakladii je mozno dosahnout zpracovanim a analyzou vétsiho souboru vzorkl najednou,
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kdy dochazi k relativnim usporam casu vénovaného zpracovani, analyze a vyhodnoceni dat
vztazeného na jeden vzorek. Dal§iho snizeni ndkladi by bylo moZzno dosdhnout pouzitim kratsi
kolony (5 cm misto standardnich 10 cm). Tim by bylo dosazeno rychlejsi analyzy (do 10 min misto
dosavadnich 18 min) a tim i schopnosti zanalyzovat jesté vice vzorkl za jednotku ¢asu. Mensich
nakladd na materidl je mozno doséahnout i pouzitim jinych latek jako vnitinich standardl (namisto
drahych, isotopicky znacenych standardl, lze pouzit levnéjsi vnitini standard, napi. verapamil).
Naklady na pristrojové vybaveni je mozno ¢aste¢né snizit i pouzitim levnéjsiho typu tandemového
hmotnostniho spektrometru, pouzivajiciho detektor triple kvadrup6l (QqQ) misto zde uvedeného

detektoru typu Q-Orbitrap.

Tabulka 5: Informativni porovnani nakladli na analyzu triazinii a jejich metabolitii metodou

UHPLC-MS/MS. V nékladech neni zahrnuta amortizace pfistroji ani ndklady na rezii

pracoviste.
c Piimé naklady na 1 vzorek Primé naklady na 10 vzorku
Metodicky krok (K& bez DPH) (K¢ bez DPH)
Odbér vzorku (bez zapocitani
cestovnich nakladu) 100 500
Zpracovani vzorku pro
analyzy (kombinovana 500 2500
extrakce)
Analyza vzorku 2000 10000
Celkova mzda 1600 (8 hod 4 200 K¢/hod) 8000 (40 hod a 200 K¢/hod)
Naklady na 1 vzorek 4200 2100

(K& bez DPH)
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