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STANOVENI OBSAHU REZIDUi PESTICIDU METODOU GC-MS

1 Rozsah a ucel

Postup je urcen pro analyzu rezidui G¢innych latek ptipravkii na ochranu rostlin v rostlinném
materidlu a krmnych smésich s rtiznym obsahem vody i1 tuku v suSin€¢ vzorku. Postup je
vhodny 1 pro dalsi ovéfené matrice (klra, pida, postiikové kapaliny). Obsah Siroké Skaly
ucinnych latek pesticidnich ptipravkli se stanovi hmotnostni spektrometrii ve spojeni
s plynovou chromatografii.

2 Princip

Vzorek smoceny dostatenym piidavkem vody se extrahuje vytfepanim do acetonitrilu.
pH smési se upravi pfidavkem pufrovacich soli, intenzivné se protiepe a organicka faze
se rozsadi odstfedénim. Extrakt pro GC-MS analyzu se Cisti vymrazenim a néslednou
disperzni SPE.

3 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, nejlépe kvality pro rezidualni analyzu.
Rozpoustédla museji byt vhodna pro HPLC analyzu. Dostacujici Cistota chemikalii, sorbent
a rozpoustédel se testuje proméeienim slepého vzorku.

1 Voda, H,O, ultracista.

Acetonitril, CH3CN.

Metanol, CH30H.

Siran hotfecnaty bezvody, MgSQOs, vyzihany 6 h pii 550 °C.

Chlorid sodny, NaCl, vyzihany 6 h pii 550 °C.

Dvojsodna siil kyseliny citronové, HOC(COOH)(CH2COONa) . 1,5 H>O.
Trojsodna sil kyseliny citronové, HOC(COONa)(CH2COONa) . 2 H>O.
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Pufrovaci smés pro upravu pH vzorku (acetonitril + voda) na pH 5 az pH 5,5.

Ptiprava: Do vialky se navazi 4g+0,2g MgSO4 (4), 1 g+£0,05g NaCl (5),
1 g+0,05 g trojsodné soli k. citronové (7) a 0,5 g + 0,03 g dvojsodné soli (6).

9 Kyselina mraven¢i, CHOOH, koncentrovana.
10 Kyselina mraven¢i, CHOOH, 5% roztok.
Ptiprava: Rozpusti se 0,5 ml koncentrované CHOOH (10) v 10 ml acetonitrilu (2).
11 Sorbent typu primarni sekundarni amin, napt. Bondesil-PSA, (Varian), PSA (Supelco).
12 Sorbent typu C18-silikagel, napt. ODS (Supelco).
13 GCB sorbent (Graphitized Carbon Black), napt. Supelclean Envi-Carb (Supelco).
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Smés GCB + MgS04:
Ptiprava: Smicha se 1 dil GCB (13) s 19 dily MgSO4 (4).

Sorp¢éni smési pro D-SPE.

Smés P1 (zakladni):
Ptiprava: 50 mg PSA (11) + 300 mg MgSO4 (4) na 2 ml extraktu (5.4).

Smés P2 (smés s GCB):
Ptiprava: 50 mg PSA (11) + 300 mg GCB (14) na 2 ml extraktu (5.4).

Smés P3 (smés s GCB a ODS):
Ptiprava: 10 mg ODS (12) + 50 mg PSA (11) + 300 mg GCB (14) na 2 ml ext. (5.4).

Sm¢és P1/2 (smés s ODS):
Ptiprava: 50 mg ODS (12) + 50 mg PSA (11) + 300 mg MgSO4 (4) na 2 ml ext. (5.4).

Smés P1/3 (smés s vyssim obsahem PSA):
Ptiprava: 300 mg PSA (11) + 300 mg MgSO4 (4) na 2 ml extraktu (5.4).

Smés P1/4 (smés s vyssim obsahem PSA):
Ptiprava: 100 mg PSA (11) + 300 mg MgSO4 (4) na 2 ml extraktu (5.4).

Smés P3/2 (smés s GCB a vy$sim obsahem ODS):
Ptiprava: 50 mg ODS (12) + 50 mg PSA (11) + 300 mg GCB (14) na 2 ml ext. (5.4).

Standardy pesticidi.

Certifikované analytické standardy se kupuji v pevném stavu s deklarovanou Cistotou.
Seznam validovanych pesticidl je uveden v aktudlni ptfiloze k osvédceni o akreditaci
NRL, UKZUZ.

Zasobni roztoky pesticidul.

Pro kazdy analyt se piipravi zdsobni roztok o pfesné koncentraci 1 mg/ml acetonitrilu,
pfipadné¢ metanolu. Navazuje se alespoit 10 mg s pfesnosti na 5 desetinnych mist,
navazka se prepocte na deklarovanou cistotu standardu a ptida se ptisluSné mnozstvi
rozpousStédla. Roztoky se uchovavaji v zatésnéné sklenéné vialce a jejich stabilita se
pravidelné ovétuje.

Pracovni roztoky pesticidnich smési.
Pracovni smésné roztoky se pfipravi fedénim zasobnich roztok dle pozadovaného
rozsahu analyzy, obvykle o koncentraci 10 pg/ml acetonitrilu.

Matricové kalibra¢ni smési.

Analyty ve standardni smési mohou byt vyznamné ovlivnény piitomnosti matri¢nich
koextraktli a jejich odezva na detektoru muze byt vyrazné odliSnd oproti standardu
v Cistém rozpoustédle. Pro spolehlivou kvantifikaci analyti v pfitomnosti extraktu
vzorku je vhodné pouzit matricové kalibracni standardy, které se ptipravi fedénim
pracovnich smésnych roztoki extraktem pozadované matrice, pficemz obsah této
matrice by mél byt minimalné 80 %.
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Standardni smés pro kontrolu kvality (QC), roztok v acetonitrilu, ¢ = 10 pg/ml.

Smés vybranych analytd (z riznych skupin chemickych sloucenin) a vnitiniho
standardu.

Vnitini standardy (ISTD), roztok v acetonitrilu, koncentrace ¢ = (2,5 — 10) ug/ml, napf-.:

D10-diazinon, D6-cypermetrin, D4-folpet, D10-chlorpyrifos, D6-tebuconazol,
D5-pendimethalin, PCB 185, tris-(1,3-dichloroisopropyl)fosfat.

22 Kyselina sirova, koncentrovani, H>SOas.
Poznamky
1 Vnitrni standardy se voli dle pozadavkii analyzy a slouzi ke kontrole retencnich casii,
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vytéznosti a/nebo ke kvantifikaci obsahu stanovovanych analytil.

Tato metoda zahrnuje praci s toxickym a zdravi Skodlivym materidalem, proto je treba
pri pracovnim postupu dodrzovat odpovidajici opatreni dle bezpecnostnich listu.
Pristroje a pomiicky

Plynovy chromatograf s hmotnostni spektrometrem, GC-MS/MS, napf.:

GC 7890B - MS TQ 7010 (Agilent Technologies).

Analyticka kolona, napf.:

DB XLB 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm (J&W Scientific),

VF5-MS 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm (Varian),

DB 1701 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm (J&W Scientific).

Analytické vahy.

Nozovy mlyn, vysokorychlostni disperga¢ni zatizeni.

Centrifuga s rozsahem otacek nad 3000 ot/min, pro objemy do 100 ml.
Centrifugaéni zkumavky s vickem, PP, 1,5 ml, 15 ml; 50 ml.

Vertikalni tfepacka s nastavitelnou frekvenci kmitd, min 500 kmitt/min, drzaky pro
50ml a 15ml centrifugacni zkumavky, napt.: Geno/Grinder 2010 (SPEX Sample Prep).

Muflova pec s T min do 550 °C.
Ultrazvukova lazei.

Bézné laboratorni vybaveni (automatické pipety; pipetovaci ndstavec pro piesné
davkovani rozpoustédla, sklenéné Pasteurovy pipetky) a laboratorni sklo.

Vialky sklenéné, Sroubovaci, objemy 2 ml, 4 ml, 20 ml.
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5 Postup

5.1 Preduprava vzorku

Vzorky se zpracovavaji v den doruceni do laboratoie. Neni-li to mozné, uchovavaji se tak,
aby se zabranilo jejich degradaci a ubytku analytl. Vhodné je zamraZeni vzorku. Je-li tieba,
objem vzorku se umensi kvartaci.

Pro zajiSténi dostatecné homogenity se vzorek rozmélni v nozovém mlynu, nejlépe
s ptfidavkem suchého ledu nebo ve zmrzlém stavu.

Poznamky

3 Netypické vzorky se skladuji vhodnym zpiisobem. Suché a homogenizované pudy Ize
ulozit v suchu a temnu pri laboratorni teploté. Postiikové kapaliny (jicha) se extrahuji
v den dodani do laboratore a extrakt je do dalsiho zpracovani zamrazZen. Zbytek vzorku
se uchovava v lednicce.

5.2 Extrakce

Homogenni vzorek se navazi do 50ml centrifugani zkumavky. V ptipadé vzorku s vysSSim
obsahem vody se navazi 10 g+ 0,1 g, pro vzorky suché 5 g+ 0,05 g nebo 2,5 g+ 0,03 g, pro
matrice poskytujici bohaty extrakt se navazi (1 —2) g+ 0,02 g. Ze vzorku postiikové kapaliny
se pipetuje 1 ml.

Ke vzorkiim s obsahem vody < 80 % se pfida voda (1) tak, aby jeji celkovy obsah ve vzorku
byl pfiblizn¢ 10 g, ale vzdy je nutné, aby vzorek byl vodou pIlné smocen. Podrobny piehled
vhodného zpracovani vzorku ovoce a zeleniny je uveden v CSN EN 15662 (1), vzorové
piiklady pro bézné matrice vzorku jsou v tabulce 1.

Ptida se 10 ml acetonitrilu (2) a definované malé mnozstvi roztoku vnitiniho standardu,
obsahujici jeden nebo vice standardii (21) o urcité koncentraci.

Zkumavka se uzavie a intenzivng¢ se ttepe 2 min., ru¢né nebo ve ttepaccee (7). Suché matrice
s ptfidavkem vody se tiepou 15 min.

Poznamky

4 Neni-li rozmélnéni vzorku dostatecné, extrahuje se za pomoci dispergadtoru, primo
ve zkumavce 2 min pri vysoké rychlosti. Obsahuje-li jiz vzorek pridavek ISTD, neni
nutné ulpély vzorek z dispergacniho ndstavce oplachovat. Ale po kazdém pouZiti musi
byt nastavec dukladne vycisten, aby se zabranilo znecisténi nasledujiciho vzorku. Vzorky
obsahujici vodu by mely byt extrahovany ve zmrzlém stavu nebo v pribehu
rozmrazovani. Je-li vzorek extrahovan pri laboratorni teplote, je nutné se ujistit,
Ze nedochazi k vyznamnému rozkladu cilovych analyti.

5.2.1 Extrakce s hydrolyzou

Pro celkové uvolnéni chlorothalonilu je doporucena kysela hydrolyza vzorku. K navazenému
vzorku se pted extrakci ptida 100 ul HoSO4 (22).

Schvalil: RNDr. Jifi Zbiral, PhD., feditel NRL
Platné od: 15. 1. 2020




‘. Narodni referencni laboratof
™ Strana 5
Jednotné pracovni postupy — zkouSeni krmiv Vedni |
ydéni
10610.1 — Stanoveni obsahu rezidui pesticida Revize 5
metodou GC-MS

5.3 Vysoleni extraktu

K suspenzi vzorku se pfidd vymrazeny michaci kaminek a pfipravend pufrovaci smés (8),
zkumavka se uzavie a 1 min se intenzivné protfepava, prubézné se chladi ponofenim do
ledové tfiste. Pred odstfedénim (5 min pii > 3000 ot/min) se zchlazend smeés intenzivné 1 min
protiepe. Acetonitrilova vrstva supernatantu se prevede do 15ml centrifugaci zkumavky a
ulozi se alespon na 2 h do mraziciho boxu. Spolu s hlavnim podilem tukovych a voskovych
koextraktii se vysrazeji i dalsi latky omezené rozpustné v acetonitrilu, napt. cukry. Vymrazena
zkumavka se kratce odstiedi (5°min pii > 3000 ot/min) a zhorni Ciré vrstvy se odebiraji
podily pro dalsi zpracovani.

Poznamky

5 Siran horecnaty ve vodném roztoku ma tendenci tvorit hrudky, které rychle ztvrdnou.
Proto je nutné bezprostiedne po pridavku soli (8) obsah zkumavky dobre protrepat.
Imin extrakce miize byt potom provedena pro celou davku vzorkii. Obsah zkumavek se
po pridavku pufrovacich soli zahiiva a je vhodné vzorky po prvotnim roztiepani kratce
ochladit v ledové tristi.

5.4 Cisténi extraktu (D-SPE)

Aliquotni podil vymrazeného acetonitrilového extraktu (5.3) se vycisti protiepanim
se sorbentem (disperzni SPE) a dalsSim podilem bezvodého siranu hote¢natého pro odstranéni
vlhkosti. Jako zékladni sorbent pro D-SPE se pouzije PSA (11) a GCB (13). Zbytky lipida
v extraktu po vymrazeni (5.3) lze odstranit mensim piidavkem ODS (12).

2ml podil vymrazeného extraktu (5.3) se pfevede do centrifugacni zkumavky s predvazenou
smési sorbentl (15). Intenzivné se tfepe 2 min a odstiedi se 5 min pii > 3000 ot/min, T <5 °C.

Vzorky s vysokym obsahem karotenoidi nebo chlorofylu je nutné ¢istit D-SPE s pfidavkem
GCB (13).

Vhodné varianty postupu jsou podrobné uvedeny v CSN EN 15662 (1), piiklady v tabulce 1.

Stabilita pesticidt citlivych na bazické prostiedi se zvysi okyselenim c¢isténého extraktu
piidavkem kyseliny mravenci (9) v mnozstvi 10 pl/1 ml extraktu. Stabilizace je vhodna pro
vétSinu analytl (na kyselé prostiedi jsou citlivé napt. sulfonylmocoviny).

5.5 GC-MS stanoveni

Extrakty ptevedené do 2ml vialky se analyzuji metodou GC-MS ve vhodné sekvenci vzorki
a standardq.

V piipadé vyznamného ndlezu rezidui pesticidii se pouzije metoda standardniho ptidavku
ke vzorku pro piesnéjsi kvantifikaci obsahu.

Méfeni muze byt provedeno na raznych pfistrojich s odliSnymi technickymi parametry
a na riznych analytickych kolonach, za pfedpokladu dosaZeni uspokojivych vysledki.

Vhodna je konfirmace vysledkii prométenim extraktii metodou LC-MS.
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Tabulka 1. Priklady podminek extrakce a ¢iSténi pro jednotlivé matrice
Matrice Navazka | Voda Trepani | D-SPE
(2 (ml) (min)
Obiloviny, ryZe a jejich produkty 5 10 15 P1
Med 5 10 15 P1
Otruby 5 10 15 P1/4
Oves 5 10 15 P1/3
Lusténiny, sdjové boby, kukufice, ostropestiec 5 10 15 P2
Krmné smés, olejniny a jejich Sroty 5 10 15 P1/2
Zelenina listova, kofenova (petrzel, mrkev) 10 0 2 P2
Cuketa, cibule, celer, brambory, rajcata 10 0 2 P1
Ovoce, hrozny, dzus, sirup 10 0 2 Pl
Rostliny (listy, dievnaté stonky) 5 10 2 P2
Listy (réva, stromy) 5 7 2 P2
Kefte (tje, jehlicnany) 5 7 15 P3/2
Kira 1 10 15 P3/2
Seno 1 10 15 P2
Slama 2,5 10 15 P1
Rybi moucka 5 10 15 P1/2
Susené mléko, sladovy kvét 2 10 15 P1
Vojtéskova moucka 2 10 15 P2
Mak, kmin, semena 2 10 15 P1/2
Cukrovarské tizky 2 15 15 P2
Puda 5 10 15 P1
Posttikova kapalina (jicha) 1 9 2 -

6  Kontrola kvality

Pozadavky na zajisténi kvality rezidudlnich analyz pesticidi jsou podrobné popsany
v dokumetu DG SANTE (2).

Zkouska na pritomnost interferenci (slepy pokus): Pfipravi se procesni slepy pokus a slepy
pokus s matrici bez pfitomnosti sledovanych analyti. Chromatogram slepych vzorki nesmi
obsahovat vyznamné interferujici piky v reten¢nim case pro jednotlivé stanovované latky.
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cey

Kontrola kvality pomoci ISTD: Pro GC aplikace se pouziji jako ISTD pouze ty slouceniny,
které nejsou vyznamné ovliviiovany matrici. Vlivem nezadoucich efektii na ISTD béhem
analyzy muze dojit k chybam pii kvantifikaci. Ztraty ISTD béhem extrakce a ¢isténi vedou
k nadhodnoceni obsahu stanovovanych analytl a tato chyba vyrazné ptfevysuje ostatni zdroje
chyb. Pro matricovy efekt pti GC aplikacich je typické zesileni signdlu a ma za nasledek
podhodnoceni vysledku.

Kontrola kvality pomoci obohacenych vzorki: Pro tento ucel lze vyuzit vzorek
se zanedbatelnym obsahem zajmovych analytd, ktery se obohati pifidavkem pesticidl
na relevatnich hladinach, tj. hladina odpovidajici reporting limitu nebo jeho nésobku,
pfipadné na hladiné¢ maximalniho rezidualniho limitu. Povoleny rozsah vytéznosti pfi rutinni
kontrole kvality je 60 % az 140 %.

Kontrola kvality pomoci internich referenénich materialii: Pro tento ucel lze vyuzit
vzorky ziskané pii UcCasti v testech zpusobilosti pofddanych EURL pro rezidua pesticida,
uchovavané v zamrazeném stavu.

7  Vypocet a vyjadreni vysledki

7.1 Identifikace

Pro potvrzeni pfitomnosti stanovovaného analytu ve vzorku lze pouzit vice parametri:
- Retencni ¢as (RT) analytu, 1épe jeho relativni ¢as (RRT), vztazeny na ISTD.

- Charakteristicky tvar piku analytu.

- Charakteristicky pomér sledovanych hmot fragmenti v MS spektru. Dostacujici jsou
2 SRM piechody pro MS/MS a sledovani 3 hmot v MS(SIM).

Parametry pro identifikaci jednotlivych analyti se ziskaji proméfenim analytickych standarda
(ptednostné z matricového standardu). Pro vysSS$i stupenn jistoty muze byt provedeno
konfirmaéni stanoveni za jinych chromatografickych separa¢nich podminek nebo se provede
kvantifikace s vyuzitim jiného charakteristického iontu.

7.2 Vypocet koncentrace rezidui

Odezvy jednotlivych analytli jsou vyznamné ovliviiovany pfitomnosti koextraktll z matrice
vzorku. Pro prvni orientani stanoveni urovné rezidui pesticidi ve vzorku lze pouzit
kalibra¢ni standard v Cistém rozpoustédle (18), tyto vysledky lze pouzit i pro kvantifikaci,
pokud bylo piedchozimi experimenty prokdzano, ze nedochazi k vyraznému ovlivnéni analytu
matrici. V pfipadé¢ vyznamného nélezu (napt. podezieni na piekroCeni povolené hodnoty
MRL) musi byt pouzit matricovy standard (19) a nebo metoda standardniho ptidavku.

Metoda ISTD s kalibraci pomoci matricovych standardu

Kalibra¢ni funkce se sestroji pro kazdou ucinnou latku vynesenim koncentraci rtiznych
kalibra¢nich bodl proti relativni odezvé latky, vztazené na ISTD. Pro vypocet se pouZzije
vypoctovy software prislusného ptistroje.

Metoda standardniho pridavku ke vzorku

V piipad€¢ podezieni na piekroceni povoleného obsahu rezidui ve vzorku a nebo v matrici
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o které¢ je znamo, Ze zpusobuje vyrazny matricovy efekt, se pouzije metoda standardniho
pfidavku ke vzorku, za pfedpokladu linedrni zavislosti odezvy na koncentraci v daném
koncentracnim rozsahu.

Ptipraveny extrakt vzorku se rozdéli na n€kolik dil¢ich podilt, které se obohati vzriistajicim
znamym mnozstvim cilového analytu. Tento postup piedpokladd znalost ocekavané trovné
rezidui analytu z pfedchozi orientacni analyzy.

7.3 Konfirmacni zkousky

Konfirmace kvantity zahrnuje analyzu druhé navazky vzorku v ptipad€, Ze prvni analyza
ukazuje na mozné pirekroceni povolené¢ho obsahu rezidui (MRL).

8 Validac¢ni data

Metoda byla ovéfena analyzou obohacenych reprezentativnich matric na riznych
koncentra¢nich hladindch. Zakladni validaéni parametry, vytéznost a opakovatelnost
stanoveni pro vétSinu pesticidnich latek vyhovovaly pozadavkim stanovenym v dokumentu
DG SANTE (2). Vytéznost se obvykle pohybovala v povoleném rozmezi 70 % az 120 % a
relativni standardni odchylka opakovaného stanoveni byla mensi nez 20 %.

Dosazitelné meze detekce a meze stanovitelnosti pro tuto metodu tizce souviseji s mnozstvim
stanovovanych parametri ve vzorku, s citlivosti a selektivitou pouzitého pfistrojového
uspofadani, ale jsou dostatecné pro zjisténi piitomnosti rezidui pesticidi 1 na hodnoté
0,01 mg/kg (obvykla nejnizsi hodnota MRL).

Metoda byla ovéfena v mezinarodnich porovnavacich testech EUPT potddané EURL pro
pesticidy.
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