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STANOVENI OBSAHU REZIDUI POLARNICH PESTICIDU
PO DERIVATIZACI METODOU LC-MS

1 Rozsah a ucel

Postup je uréen pro analyzu rezidui u¢innych latek pfipravki na ochranu rostlin
v obilovinach, olejnindch a dalSich krmnych surovinach a ostatnim rostlinném materidlu.
Obsah rezidui polarnich pesticidii se stanovi kapalinovou chromatografii ve spojeni
s tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS).

2 Princip

Vzorek se extrahuje vytfepanim do 0,1% kyseliny mraven¢i. Homogenizat se odstiedi a poté
se prevede alikvot, ktery se derivatizuje. Po derivatizaci nasleduje ¢iSténi metodou SPE.
Po zakoncentrovani a filtraci se vzorek analyzuje pomoci LC-MS/MS po ionizaci
elektrosprejem v pozitivnim modu v rezimu sledovani vybranych piechodi (MRM). Obsah
rezidui polarnich pesticidii se stanovi metodou isotopového fedéni a metodou externi
kalibrace.

3 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Ccistoty, nejlépe kvality pro rezidudlni analyzu.
Rozpoustédla museji byt vhodna pro LC-MS analyzu. Dostacujici Cistota chemikalii, sorbentti
a rozpoustédel se testuje proméefenim slepého vzorku.

1 Voda (ultracistd).

Methanol, CH30H, pro HPLC.
Methanol, CH30H, pro LC-MS.
Kyselina mravenc¢i, HCOOH.

wnm A~ W

1% kyselina mravenci ve vodé.

Piiprava: 5 ml kyseliny mravenci (4) se v 500ml odmérné batnice doplni ultracistou
vodou (1).

6 0,1% kyselina mravenci ve vodé.

Ptiprava: 0,25 ml kyseliny mravenc¢i (4) se v 250ml odmérné baiice doplni ultracistou
vodou (1).

7  Hydroxid sodny, NaOH.
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Hydroxid sodny, NaOH, roztok, c(NaOH) = 1 mol/I.

Ptiprava: 1 g hydroxidu sodného (7) se v 25ml odmérné bance doplni ultracistou vodou
(D.

Kyselina borita, H;BOs.

Chlorid draselny, KCI.

Boratovy pufr., pH 9,0.

Ptiprava: 3,1 g kyseliny borité (9), 3,75 g chloridu draselného (10) a 0,8 g hydroxidu
sodného (7) se rozpusti v 80 ml vody (1). Hodnota pH se upravi na 9,0 roztokem
hydroxidu sodného (8). Po ptfevedeni do 100ml odmérné baiiky se vodou (1) doplni
do 100 ml.

Dichloromethan, CH>Cl,, chromasolv.
Acetonitril, CH3CN, chromasolv.
Derivatizac¢ni Cinidlo, roztok FMOC-CI, ¢(FMOC-CI) = 20mM/I1.

Ptiprava: Do 50ml odmérné bailkky se navazi 0,265 g FMOC-CI a doplni se
acetonitrilem (13) po znacku.

Octan amonny, CH3COONH4, roztok, c(CH3COONH4) = 5 mol/I.

Ptiprava: 3,85 g octanu amonného se v 10ml odmérmé baince doplnit vodou (1)
po znacku.

Mobilni faze A: Ultracista voda (1) s methanolem (3) v poméru (90 : 10), V: V, 5 mM
roztok octanu amonného.

Ptiprava: 450 ml vody (1) se smicha s 50 ml methanolu (3) a ptrida se 500 pul roztoku
octanu amonného (15).

Mobilni faze B: Ultracista voda (1) s methanolem (3) v poméru (10 : 90), V : V.
Standardy pesticidu.

Pouzivaji se pevné nebo kapalné standardy s deklarovanou cistotou od ovéfeného
vyrobce.

Glyfosat (C3HsNOsP) CAS [1071-83-6].
Zasobni roztoky pesticidu.

Ptiprava zasobniho roztoku glyfosatu, ¢ = 1 mg/ml: Do 25ml plastové vialky se navazi
ptiblizn¢ 10 mg glyfosatu (18) a dovazi se pfesné napocitané mnozstvi 10% acetonitrilu
(13) ve vode (1). Zasobni roztok glyfosatu se uchovava v tésné uzaviené plastové vialce
v lednici.
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Pracovni roztok glyfosatu, ¢ = 10 pg/ml.

Ptiprava: 100 pl zasobniho roztoku glyfosatu, ¢ = 1 mg/ml (19) se doplni do 10ml
plastové odmérné baiiky vodou (1).

Pracovni roztok glyfosatu, c =1 pg/ml.

Ptiprava: Do plastové vialky se pipetuje 80 pl pracovniho roztoku (20) a 720 pl vody
(D.

Vnitini isotopové znacené standardy (ILIS). Pouzivaji se standardy od ovéfeného
vyrobce.

Glyphosate-'3C,, *N ('*C2CHs'*N OsP), ¢ = 1 mg/ml H2O.
Pracovni roztok ILIS Glyphosate-'*C2-°N, ¢ = 20 pg/ml.

Piiprava: Do plastové vialky se pipetuje 20 pul roztoku ILIS Glyphosate-'3Co-1°N, ¢ =
1 mg/ml (22) a 980 pul vody (1).

Pracovni roztok vnitiniho standardu Glyphosate-'C,-°N, ¢ = 1 pg/ml.

Piiprava: Do plastové vialky se pipetuje 50 ul roztoku Glyphosate-'3Co-1°N, ¢ =
20 png/ml (23) a 950 ul vody (1).

Kalibrac¢ni roztoky pesticidi.

Ptiprava: Smisi se pracovni roztoky pesticidii (20, 21) a vnitinich isotopové znacenych
standarda (24), podle tabulky 1. Kalibra¢ni standardy musi projit procesem derivatizace
a SPE.

Interni referen¢ni material: vzorky ziskané v ramci ucasti v EUPT-C.

Tabulka 1. Priprava kalibraé¢nich standardnich roztoku.

Kalibra¢n | Konc. Konc. Obsah Obsah Pridavek | Ptidavek | Pfidavek
iarovenn | pesticidu ISTD pesticidu ISTD roztoku | roztoku | matrice
(ng/ml) (ng/ml) (mg/kg) | (mg/kg) | pesticidu ISTD (ml)
(ub) (1b)

1 3 50 0,006 0,100 321 50 (24) 4

2 30 50 0,060 0,100 3 (20) 50 (24) 4

3 300 50 0,600 0,100 30 (20) 50 (24) 4

4 400 50 0,800 0,100 40 (20) 50 (24) 4
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4  Pristroje a pomiicky
1 Kapalinovy chromatograf s hmotnostnim spektrometrem, napf-.:
ACQUITY UPLC-TQ MS Xevo (Waters) nebo LC-MS/MS 6420 (Agilent), vybaveny:

UPLC kolonou, napt.: ACQUITY UPLC BEH C18 Column, 100 mm x 2,1 mm x
1,7 pm (Waters),

nebo UHPLC kolonou, napt.: ZORBAX Eclipse Plus C18 Rapid Resolution HD,
100 mm x 2,1 mm x 1,8 um (Agilent).

Analytické vahy.

Ttepacka, (300 — 500) kmiti/min.

Centrifuga, 5000 ot/min.

Centrifugacni zkumavky plastové se Sroubovacim vickem, 15 ml; 50 ml.
SPE manifold.

Vyvéva.

Vysokorychlostni michadlo, napt. Vortex.

Termovap.

O O 0 9 N B~ W N

Filtra¢ni material: stiikackové filtry nylonové o velikosti port 0,2 um.

—_
[e)

Vialky sklenéné, Sroubovaci, 2 ml.
SPE kolonky: Oasis HLB 200 mg (Waters).

—
—

5 Postup
5.1 Priprava vzorku

Homogenni vzorek se navazi do 50ml centrifugacni zkumavky. Navazka se 1i8i v zavislosti
na povaze materialu, napt. u suchych vzorkd, jako jsou obiloviny, luSténiny a olejnatd
seminka se navazuje 2,5 g, u vzorkl rostlin se také navazuje 2,5 g, ale u vzorkl zeleniny,
napf. brambor, je navazka 5 g. Ke vzorku se ptida 20 ml 0,1% kyseliny mravenci ve vodé (6)
a20ml dichlormethanu (12). Vzorek se extrahuje tfepanim 10 min pifi (300 — 500)
kmitech/min. Poté se vzorek odsttedi 5 min pii 4000 ot/min, pii teploté¢ 5 °C. 4ml podil
vodného supernatantu se pievede do Cisté S0ml centrifugaéni zkumavky a pfidd se k nému
50 pl ILIS (24), 4 ml pufru (11) a 4 ml 20mM roztoku FMOC-CI (14). Smés se tiepe 30 min
pii (300 — 500) kmitech/min a poté se doplni do 50 ml 1% kyselinou mravenci (5) a odstiedi
se pii 4000 ot/min. Nasleduje c¢isténi metodou SPE. Kolonky se nejprve promyji 3 ml
methanolu (2) a 3 ml 1% kyselinou mravenci (5). Pak se na kolonky nanese vzorek. Poté
nasleduje promyti 10 ml vody (1) a 5ml dichlormethanu (12). Eluce se provede 5 ml
methanolu (2). Eluat se néasledné odfoukd pod dusikem témét do sucha a rekonstituuje 1 ml
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50 % methanolu, ktery se ziskd smichdnim 500 pul vody (1) a 500 pl methanolu (2).
Po promichani na Vortexu nésleduje ultrazvuk po dobu 1 min a filtrace vzorku do vialky.

5.2 LC-MS/MS stanoveni

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

Kompletni nastaveni pfistroje a podminky méfeni jsou uvedeny v aktudlni méfici metodé
pouzité pristrojové sestavy. Pred analyzou redlnych vzorki se ovéfi citlivost systému
analyzou nejniz§iho kalibracniho bodu a zaroven stabilita reten¢niho chovani v daném
chromatografickém systému. Selektivita analyzy je zajiSténa vyuzitim MRM modu pii MS
detekci. Sledované MRM jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2. MRM sledované pro glyfosat a ILIS.

Pesticid Sledované MRM m/z
Glyfosat-FMOC 392 — 88,392 — 179, 392 — 170
ILIS-Glyfosat-FMOC 395 —» 91, 395 —- 179,395 —» 173

6  Kontrola kvality

Pozadavky na zajiSténi kvality rezidudlnich analyz pesticidi jsou uvedeny v dokumetu
SANTE/11945/2015.

Zkouska je zalozena na metodé izotopového tedeéni, tzn. vzorek je obohacen izotopové
znaenym analogem sledovaného pesticidu (ILIS), ktery se vyuzivd ke korekci ztrat
pii pfipravé vzorku a eliminaci vlivu matricovych interferentd piitomnych v daném vzorku.
V ptipadé¢, Ze je ILIS pifidan ke vzorku pted extrakei, je vysledek korigovan jak na vytéznost,
tak na matricové efekty. ILIS musi byt pfidan nejpozdéji pied krokem derivatizace. Povoleny
rozsah pro vytéznost ILIS v jednotlivych vzorcich je (60 — 140) % a pro jeji vypocet je nutné
porovnani s odezvou ILIS v matricovém standardu/vzorku.

Do kazdé série vzorkid se pribézné zafazuje analyza kontrolniho vzorku referen¢niho
materidlu nebo obohacené matrice. Pro tyto kontrolni vzorky se vede a vyhodnocuje regulacni
diagram.

7  Vypocet a vyjadieni vysledkii

Pfitomnost stanovovaného analytu je potvrzena, pokud je odchylka reten¢niho ¢asu dané¢ho
pesticidu v chromatogramu vzorku a kalibra¢niho standardu + 0,1 min a pokud se pomér
produktovych iontl ve spektru vzorku nachazi v povoleném intervalu daném pomérem téchto
produktovych iontl ve spektru kalibracnich standardti.

Metoda izotopového fedéni umoziuje kvantifikaci vzorku pomoci rliznych matricovych
kalibrac¢nich standardii. Solventovou kalibraci nelze pouzit kvili SPE. Kalibra¢ni zavislost
musi vykazovat minimélni charakteristiky RSD < 20 % a R? > 0.995.
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V ptipadé podezieni na prekroceni povoleného obsahu rezidui ve vzorku se doporucuje pouzit
metodu standardniho piidavku ke vzorku, za pitedpokladu linearni zavislosti odezvy
na koncentraci v daném koncentra¢nim rozsahu.

Vysledek pod mezi stanovitelnosti se uvede jako < RL (reporting limit = mez stanovitelnosti),
tj. < 0,010 mg/kg. Pro hodnoty nad mezi stanovitelnosti se vysledek zaokrouhli na 3 platné
Cislice.

8 Validaéni data

Postupem danym pro tuto zkousku byla stanovena vytéznost a opakovatelnost glyfosatu, které
vyhovovaly pozadavkiim uvedenym v dokumentu SANTE/11945/2015.

Nejnizsi validovana hladina byla 0,006 mg/kg.
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