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STANOVENI OBSAHU REZIDUI POLARNICH PESTICIDU
METODOU LC-MS

1 Rozsah a ucel

Postup je uren pro analyzu rezidui uéinnych latek piipravkii na ochranu rostlin
Vv obilovinach, olejnindch a dalSich krmnych surovinich a ostatnim rostlinném materialu.
Obsah rezidui polarnich pesticidi se stanovi kapalinovou chromatografii ve spojeni
s tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS).

2  Princip

Vzorek smoceny dostatecnym piidavkem vody se extrahuje vytfepanim do methanolu
okyselené¢ho 1% kyselinou mravenci. Homogenat se odstfedi a poté se alikvot supernatantu
zfiltruje. Filtrat se analyzuje pomoci LC-MS/MS po ionizaci elektrosprejem v pozitivnim
moédu v rezimu sledovani vybranych prechodi (MRM). Stanoveni obsahu se provadi metodou
isotopového fedéni.

3 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, nejlépe kvality pro rezidudlni analyzu.
Rozpoustédla musi byt vhodna pro LC-MS analyzu. Dostacujici ¢istota chemikalii, sorbenti
a rozpoustédel se testuje promefenim slepého vzorku.

1  Voda (ultracistd).

2 Methanol, CH3OH.

3  Kyselina mraven¢i, HCOOH.

4 Extrakéni ¢inidlo HCOOH v methanolu, 1% roztok.
Piiprava: 1 ml HCOOH (3) se rozpusti ve 100 ml CH30H (2).

5 Mravencan amonny, HCOONHy4, roztok, c((HCOONH,) = 2 mol/I.
Ptiprava: 3,1525 g HCOONH4 se rozpusti v 25 ml ultracisté vody (1).

6  Mobilni fize A: 2 mM vodny roztok HCOONH4 upraveny na pH 3.

Ptiprava: Ve 250 ml odmérné banice se rozpusti 0,9 ml HCOOH (3) a 0,25 ml 2M
HCOONHqs (5).

7 Mobilni faze B: acetonitril, CH3CN.
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8 Standardy pesticidi.

Certifikované analytické standardy se kupuji v pevném stavu s deklarovanou ¢istotou.
Chlormequat chlorid (CsH13CI2N) CAS [999-81-5]
Mepiquat chloride (C7H16CIN) CAS [24307-26-4]

Zasobni roztoky pesticidi.

Zasobni roztok chlormequatového kationtu o ¢ = 1 mg/ml se pfipravi rozpusténim
12,98 mg chlormequat chloridu (8) v 10 ml methanolu (2).

Zasobni roztok mepiquatového kationtu o ¢ = 1 mg/ml se pfipravi rozpusténim 13,2 mg
mepiquat chloridu (8) v 10 ml methanolu (2).

Roztoky se uchovavaji v zatésnéné sklenéné vialce pii minus 18 °C a jejich stabilita
se pravidelné ovétuje.

Pracovni smésny roztok chlormequatu a mepiquatu o ¢ = 10 pg/ml.

Ptiprava: 100 pl zasobniho roztoku chlormequatu o ¢ = 1 mg/ml (9) se smicha s 100 pl
zasobniho roztoku mepiquatu o ¢ = 1 mg/ml (9) a doplni v 10 ml odmérné barce
methanolem (2) po rysku.

Pracovni smésny roztok chlormequatu a mepiquatu o ¢ = 1 pg/ml.

Ptiprava: 80 pul pracovniho smésného roztoku (10) se smicha s 720 pl methanolu (2).
Pracovni smésny roztok chlormequatu a mepiquatu 0 ¢ = 0,1 pg/ml.

Piiprava: 80 pl pracovniho smésného roztoku (11) se smicha s 720 pl methanolu (2).

Vnitini isotopove znacené standardy (ISTD).
Chlormequat chlorid D4, ¢(CsHoCI2ND4) = 100 pg/ml D20.
Mepiquat jodid D3 (methyl D3), ¢(C7H13IND3) = 100 ug/ml D20.

Pracovni roztok ISTD pro obohaceni vzorku pied extrakci o ¢ = 10 pg/ml.

Pfiprava: 130 ul standardu chlormequat chloridu D4 o ¢ = 100 pg/ml D20 (13)
se smicha s 205 pl mepiquat jodidu D3 o ¢ = 100 pg/ml D20 (13) a 665 pl methanolu

(2).
Pracovni roztok ISTD pro obohaceni extraktu a kalibra¢nich standardi o c = 1 pg/ml.

Ptiprava: 80 pul pracovniho roztoku ISTD (14) smicha s 720 ul methanolu (2).

Kalibra¢ni pesticidni roztoky.
Kalibra¢ni pesticidni roztoky se pfipravi smisenim pracovnich roztoku pesticidii (10, 11,
12) a vnitinich isotopove znacenych standardt (15), viz. tabulka 1.

Interni referen¢ni material: vzorky ziskané v ramci ucasti v EUPT-C.
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Tabulka 1. Piiprava kalibra¢nich standardnich roztoku.
Kalibra¢ni | Koncentrace | Koncentrace | Obsah | Obsah | Pridavek | Pfidavek | Piidavek
uroven pesticidu ISTD pesticidu | ISTD | roztoku | roztoku | matrice,
(ng/ml) ng/ml (mg/kg) | (mg/kg) | pesticidu | ISTD | solventu
(10)) (1D (1D
1 0 10 0 0,040 0 10 (15) 990
2 1 10 0,004 0,040 | 10(12) |10 (15) 980
3 5 10 0,020 0,040 | 50(12) | 10(15) 940
4 25 10 0,100 0,040 | 25(11) | 10(15) 965
5 100 10 0,400 0,040 | 10(10) |10 (15) 980
6 500 10 2,000 0,040 | 50 (10) | 10(15) 940
7 1500 10 6,000 0,040 | 150 (10) | 10 (15) 840

4  Pristroje a pomiicky

Ultrau¢inny kapalinovy chromatograf s hmotnostnim spektrometrem, napf-.:
ACQUITY UPLC-TQ MS Xevo (Waters),
vybaveny UPLC kolonou, napt.:
ACQUITY UPLC BEH HILIC Column, 50 mm x 2,1 mm x 1,7 um (Waters),
ACQUITY BEH HILIC VanGuard, 5 mm x 2,1 mm x 1,7 um (Waters).

o N oo o B~ WD

Analytické vahy.

Vysokorychlostni michadlo, napt. Vortex.

Horizontalni tiepacka s rychlosti do 300 kmitt/min.

Centrifugacni zkumavka Eppendorf o objemu 1,5 ml.

Centrifuga s rozsahem otacek nad 3000 otacek/min, pro objemy 1 az 100 ml.

Filtra¢ni materidl: stfikackové filtry nylonové o velikosti porti 0,2 um nebo

centrifugaéni filtratni zkumavky s velikosti pori nylonovych filtrti 0,2 um.

9  Vialky sklenéné, Sroubovaci o objemu 2 ml.

Centrifugacni zkumavky polyprolylenova (PP) se Sroubovacim vickem, 15 ml; 50 ml.

10 Beé&zné laboratorni vybaveni (vahy, automatické pipety; pipetovaci nastavec pro piesné
davkovani rozpoustédla, sklenéné Pasteurovy pipetky, hamiltonky) a laboratorni sklo.

Schvalil: RNDr. Jifi Zbiral, PhD., feditel NRL
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5 POStUp

5.1 Priprava vzorku

Homogenni vzorek se navazi do 50ml centrifuga¢ni zkumavky (5) a smoci se dostate¢nym
piidavkem vody. Napiiklad u obilovin, luSténin a olejnatych seminek se k 5 g vzorku prida
10 g vody (1). Extrakce se provede 10 ml okyseleného methanolu (4) tfepanim po dobu
15 minut pii 300 kmitech/minutu. Vzorek se odstredi pii 9000 otackach/min po dobu 5 minut,
supernatant se prevede do 15 ml PP zkumavky (5) a necha se vymrazit. Vymrazeny extrakt se
opét odstiredi 5 minut pii 3900 otackach/min. Pfesn¢ 1 ml supernatantu se prevede
do zkumavky Eppendorf (6) a obohati se 10 ul ISTD (15). Po promichani pomoci Vortexu se
roztok zfiltruje (8) a prevede do vialky (9).

Poznamky

1 Pokud je vyteznost ISTD v dané matrici vrozsahu 80-120 %, coz bylo napriklad
potvrzeno u obilovin a olejnin, je mozné pridat ISTD az k findlnimu extraktu. V opacném
pripade je nutné obohaceni vzorku 20 ul ISTD (14) pred extrakci.

5.2 UPLC-MS/MS stanoveni

Extrakty pfevedené do 2ml vialky se analyzuji metodou UPLC-MS/MS ve vhodné sekvenci
vzorkl a standardii, kdy se kalibra¢ni standardy zafadi do sekvence pfed i za stanovovany
vzorek.

Kompletni nastaveni pfistroje a podminky meéfeni jsou uvedeny v aktudlni méfici metodé
pouzité pristrojové sestavy. Pfed analyzou realnych vzorkii se ovéii citlivost systému
analyzou nejniz§iho kalibracniho bodu a zéaroven stabilita retenéniho chovani v daném
chromatografickém systému. Selektivita analyzy je zajiSténa vyuZzitim MRM moédu pii MS
detekei. Sledované MRM pro chlormequat, mepiquat a ISTD jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2. MRM sledované pro chlormequat, mepiquat a ISTD

Pesticid Sledované MRM
Chlormequat 122 > 58, 122 > 63, 124 > 58
Mepiquat 114 >98, 114 > 58, 114 > 99
Chlormequat D4 (ISTD) 126 > 58

Mepiquat D3 (ISTD) 117 > 101
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6 Kontrola kvality

PoZzadavky na zajisténi kvality rezidudlnich analyz pesticida jsou uvedeny v dokumetu
SANCO/12495/2011.

Zkouska je zaloZzena metod¢€ izotopového fedéni, tzn. vzorek je obohacen izotopoveé znacenym
analogem sledovaného pesticidu (ISTD), ktery se vyuziva ke korekci ztrat pii piipravé vzorku
a eliminaci vlivu matricovych interferentii ptitomnych v daném vzorku. V pfipad¢, ze je ISTD
pfidan ke vzorku pied extrakci, je vysledek korigovan jak na vytéznost, tak na matricové
efekty. Pokud je vytéZnost sledovanych ISTD v dané matrici bliZici se 100 %, naptiklad
u obilovin a olejnin, je mozné¢ ISTD pfidat k finalnimu extraktu pfed analyzou pouze
pro korekci matricovych efekt. Povoleny rozsah pro vytéznost ISTD v jednotlivych vzorcich
je 60 az 140 % a pro jeji vypocet je nutné pouziti porovnani s odezvou ISTD v matricovém
standardu.

Do kazdé série vzorkd se pribézn¢ zatazuje analyza kontrolniho vzorku referencniho
materidlu nebo obohacené matrice a procesni slepy pokus. Pro tyto kontrolni vzorky se vede
a vyhodnocuje regula¢ni diagram.

7  Vypocet a vyjadreni vysledki

Pritomnost stanovovaného analytu je potvrzena, pokud je odchylka reten¢niho ¢asu daného
pesticidu v chromatogramu vzorku a kalibraéniho standardu mensi nez 2,5 % a pokud
se pomér produktovych iontd ve spektru vzorku nachdzi v povoleném intervalu
daném pomeérem téchto produktovych iontli ve spektru kalibracnich standardd.

Metoda izotopového fedéni umozituje provést kvantifikace vzorku jak pomoci solventovych,
tak matricovych kalibrac¢nich standardd. Kalibracni zavislost musi vykazovat minimalni
charakteristiky RSD < 20 % a R? > 0.995.

V ptipadé podezieni na ptekroceni povoleného obsahu rezidui ve vzorku je doporuceno
pouzit metodu standardniho ptidavku ke vzorku, za pfedpokladu linearni zavislosti odezvy
na koncentraci v daném koncentraénim rozsahu.

Vysledek pod mezi stanovitelnosti se uvede jako < RL (reporting limit = mez stanovitelnosti),
tj. < 0,008 mg/kg. Pro hodnoty nad mezi stanovitelnosti se vysledek zaokrouhli dle tabulky 3.

Tabulka 3. Zaokrouhlovani a udavani vysledkii.

Hladina rezidui (ng/kg) Zapis vysledku
<10 2 platné ¢islice
>10 3 platné ¢islice
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8 Validac¢ni data

Postupem danym pro tuto zkousku byla stanovena vytéznost a opakovatelnost chlormequatu
a mepiquatu, které vyhovovaly pozadavkim uvedenym v dokumentu SANCO/12495/2011, tj,
vytéznost byla u vSech valida¢nich experimentu v rozmezi 70 az 120 % a relativni standardni
odchylka opakovaného stanoveni byla mensi nez 20 %.

pro zapis vysledkil. Tato hladina je minimalné petkrat niz8i nez nejnizsi hodnota maximalniho
limitu rezidui pro tyto latky.
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