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STANOVENI OBSAHU REZIDUI POLARNICH PESTICIDU
METODOU LC-MS/MS

1 Rozsah a ucel

Postup je urcen pro analyzu rezidui €innych latek ptipravkii na ochranu rostlin v obilovinach,
olejninach a dalSich krmnych surovindch a ostatnim rostlinném materialu. Obsah rezidui

polérnich pesticidu 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
okyselen¢ho 1% kyselinou mraven¢i. U komplikovanéjSich matric, jako napf. obilniny
a lusténiny, je k extrakci pouzit vétsi pridavek kyseliny mravenci a ptidavek 10% vodného
roztoku NasEDTA. Homogenat se odstfedi a poté se alikvot supernatantu zfiltruje. Filtrat se
analyzuje pomoci LC-MS/MS po ionizaci elektrosprejem v rezimu sledovani vybranych
ptechodi (MRM). Obsah rezidui polarnich pesticidl se stanovi s vyuZzitim isotopoveé znacenych
vnitinich standardt (ILIS) s pomoci solventové nebo matri¢ni kalibrace, ptipadné metodou
standardniho ptidavku.

3 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, nejlépe kvality pro rezidualni analyzu. Rozpoustédla
museji byt vhodna pro LC-MS analyzu. Dostacujici ¢istota chemikalii, sorbentii a rozpoustédel
se testuje proméienim slepého vzorku.

1 Voda, H>O, ultracista.

2 Metanol, CH30H.

3 Acetonitril, CH3CN.

4 10% acetonitril ve vode.

Ptiprava: 10 ml acetonitrilu (3) se v kddince smicha s 90 ml ultracisté vody (1).
Kyselina mravenc¢i, HCOOH.

W

6 Extrakéni Cinidlo, kyselina mravenci v methanolu, 1% roztok.

Ptiprava: Do 500ml odmérné baiiky se napipetuje 5 ml kyseliny mravenci (5) a doplni se
methanolem (2) po znacku.

7  Roztok 0,5% kyseliny mravenci v 50% methanolu.

Ptiprava: V kadince se smicha 10 ml ultracisté vody (1) a 10 ml 1% roztoku kyseliny
mravenci v methanolu (6).

8 Tetrasodna stl kyseliny ethylendiamintetraoctové (dihydrat nebo tetrahydrat),
Ci1oH12N2NasOg x xH>0, Na4sEDTA.
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Komplexaéni ¢inidlo, 10% vodny roztok Na;EDTA.
Piiprava: Do 100ml odmérné banky se navazi 15,85 g, resp. 14,59 g NasEDTA
tetrahydratu, resp. dihydratu (8) a po rozpusténi ve vod¢ se doplni vodou po znacku.

Mravencan amonny, HCOONHa4, roztok, c(HCOONH4) = 2,5 mol/I.

Ptiprava: 3,9410 g mravencanu amonného se rozpusti v 10% acetonitrilu (4) ve 25ml
odmérné bance a doplni se po znacku.

Kyselina octovd, CH;COOH.

Mobilni faze A pro stanoveni chlormekvatu a mepikvatu, 10mM vodny okyseleny roztok
mravenc¢anu amonného.

Ptiprava: Ve 250ml odmérné baiice se rozpusti 0,9 ml kyseliny mravenci (5) a 1 ml
2,5 mol/l roztoku mravenc¢anu amonného (10) a doplni se vodou (1) po znacku.

Mobilni faze B pro stanoveni chlormekvatu a mepikvatu, acetonitril, CH3CN (3).

Mobilni faze A pro stanoveni glyfosatu a spol. (viz Poznamka 1) na koloné
HYPERCARB, 1% kyselina octova v 5% methanolu ve vode¢.

Ptiprava: V 500ml odmérné bance se rozpusti 5 ml kyseliny octové (11), odmérmym
valcem se ptida 25 ml methanolu (2) a baitika se doplni vodou (1) po znacku.

Mobilni faze B pro stanoveni glyfosatu a spol. na koloné HYPERCARB, 1% roztok
kyseliny octové v methanolu.

Ptiprava: V 500ml odmérné baiice se rozpusti 5 ml kyseliny octové (11) a doplni se
methanolem (2) po znacku.

Mobilni faze A pro stanoveni glyfosatu a spol. na koloné APP, 1,2% kyselina mravenci ve
vodg.

Ptiprava: V 500ml odmérné bance se rozpusti 6 ml kyseliny mravenci (5) a doplni se
vodou (1) po znacku.

Mobilni faze B pro stanoveni glyfosatu a spol. na koloné¢ APP, 0,5% kyselina mravenci
v acetonitrilu.

Ptiprava: V 500ml odmérné baiice se rozpusti 2,5 ml kyseliny mravenci (5) a doplni se
acetonitrilem (3) po znacku.

Standardy pesticidi. PouZzivaji se pevné nebo kapalné standardy s deklarovanou ¢istotou
od ovéfeného vyrobce.

Chlormequat chloride (CsHi3CLN), CAS [999-81-5].

Mepiquat chloride (C7H16CIN), CAS [24307-26-4].

Aminomethyl phosphonic acid = AMPA (CH¢NOsP), CAS [1066-51-9].
Ethephon (C2HeClOsP), CAS [16672-87-0].

Ethephon-hydroxy = HEPA (CH704P), CAS [22987-21-9].
Fosetyl-aluminium (CsH1sAlO9P3), CAS [39148-24-8].
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Glufosinate ammonium (CsH15sN2O4P), CAS [77182-82-2].
Glufosinate-N-acetyl (C7H14NOsP), CAS [73634-73-8].

Glyphosate (C3HsNOsP), CAS [1071-83-6].

Glyphosate-N-acetyl (CsH1oNOgP), CAS [129660-96-4].

Maleic hydrazide (C4H4N20O7), CAS [123-33-1].

3-(Methylphosphinico) propionic acid = MPP (C4HoO4P), CAS [15090-23-0].
N-acetyl-AMPA (C3HsNO4P), CAS [57637-97-5].

Poznamky
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Skupinou Glyfosat a spol. se rozumi ndasledujicich jedenact latek: AMPA, ethefon,
HEPA, fosetyl, glufosinat, glufosinat-N-acetyl,  glyfosat,  gylfosat-N-acetyl,
maleinohydrazid, MPP a N-acetyl-AMPA.

Zasobni roztoky pesticidul.

Ptiprava zasobnich roztokt jednotlivych pesticidii, ¢ = 1 mg/ml (0,1 mg/ml pro fosetyl):
Pro kazdy analyt se pfipravi zdsobni roztok o pfesné koncentraci 1 mg/ml (0,1 mg/ml pro
fosetyl) ve vhodném rozpoustédle, napt. v methanolu (2) nebo v 10% acetonitrilu ve vodé
(4). Navazuje se ptiblizn¢ 10 mg s piesnosti na 5 desetinnych mist, navazka se piepocte
na deklarovanou ¢istotu standardu a ptida se ptisluSné mnozstvi rozpoustédla. Roztoky se
uchovavaji v tésné uzavienych sklenénych vialkach v lednici, poptipadé¢ v mrazéku pro
chlormekvat a mepikvat. Roztoky AMPA, glyfosatu, HEPA a N-acetyl-AMPA se
uchovavaji v tésn€ uzavienych plastovych vialkach v lednici.

Pracovni smésné roztoky chlormekvatu a mepikvatu.

Pracovni smésné roztoky se pfipravi fedénim zasobnich roztoki (19) podle pozadovaného
rozsahu analyzy, obvykle o koncentraci ¢ = 10; 1 a 0,1 pg/ml v methanolu. Pracovni
roztoky jsou uchovévany v tésn¢ uzavienych sklenénych vialkdch v mrazaku.

Pracovni smésné roztoky glyfosatu a spol.

Pracovni smésné roztoky se ptipravi fedénim zasobnich roztokt (19) podle pozadovaného
rozsahu analyzy, obvykle o koncentraci ¢ = 10/2,5 pg/ml, resp. ¢ = 0,25/0,0625 pg/ml.
Pracovni roztoky jsou pfipravovany do vhodného rozpoustédla, napt. do 10% acetonitrilu
ve vode (4) a jsou uchovavany v tésné uzavienych plastovych vialkach v lednici.

Vnitini isotopoveé znacené standardy pesticidi (ILIS). Pouzivaji se pevné nebo kapalné
standardy s deklarovanou Cistotou od ovéteného vyrobcee.

Chlormequat chloride D4 (CsHoCIbND4), ¢ = 100 pg/ml v D2O.
Mepiquat iodide D3 (methyl D3) (C7H13IND3), ¢ = 100 pg/ml v D2O.
AMPA-13C, >N (3CH6!°NOsP), ¢ = 1 mg/ml v 10% ACN.

Ethephon D4 (C2H>ClO3PDy4), ¢ = 100 pg/ml v acetonu.

D4 Ethephon-hydroxy (C2H3D4O4P), ¢ = 100 pg/ml v acetonu.
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D15 Fosetyl-aluminium (CsH3zAlD1509P3), ¢ = 0,1 mg/ml v 10% ACN.
Glufosinate D3 hydrochloride (CsHioD3CINO4P), ¢ = 1 mg/ml v 10% ACN.
Glufosinate-N-acetyl D3 (C7D3;H11NOsP), ¢ =1 mg/ml v 10% ACN.
Glyphosate-'*C2, >N (3C2CHs"NOsP), ¢ = 1 mg/ml v H,O.

Maleic hydrazide D2 (C4H2D2N20»), ¢ = 1 mg/ml v MeOH.

MPP D3 sodium salt (C4H4D3NaxO4P), ¢ = 1 mg/ml v 10% ACN.
N-acetyl-glyphosate D3 (CsH7D3NOgP), ¢ = 1 mg/ml v 10% ACN.

Pracovni roztok ILIS pro stanoveni chlormekvatu a mepikvatu, obohaceni vzorku pied
extrakcei, ¢ = 10 pg/ml.

Ptiprava: 130 pl standardu chlormekvat chloridu D4 (22) se smichd s 205 pl mepikvat
jodidu D3 (22) a 665 ul methanolu (2).

Pracovni roztok ILIS pro stanoveni chlormekvatu a mepikvatu, obohaceni extraktu
a kalibra¢nich standardt, ¢ = 1 pg/ml.

Ptiprava: 80 pl pracovniho roztoku ILIS (23) smicha s 720 pl methanolu (2).
Pracovni roztok ILIS pro stanoveni glyfosatu a spol., ¢ = 10/2,5 pg/ml.

Ptiprava: Vypoctené mnozstvi jednotlivych roztokl ILIS (22) se smichd v 10ml plastové
odmérné bance a doplni se 10% acetonitrilem ve vodé (4) po znacku.

Kalibra¢ni roztoky pro stanoveni chlormekvatu a mepikvatu.

Ptiprava: Smisi se pracovni roztoky pesticidi (20) a ptislusné vnitini isotopove znacené
standardy (24). Kalibra¢ni rozsah pro stanoveni chlormekvatu a mepikvatu Ccini
0,004-2,000 mg/kg za pouziti solventové kalibrace ptipravené do 0,5% roztoku kyseliny
mravenci v 50% methanolu (7).

Kalibracni roztoky pro stanoveni glyfosatu a spol.

Ptiprava: Smisi se pracovni roztoky pesticidii (21) a ptisluSné vnitini isotopové znacené
standardy (25). Kalibracni rozsah pro stanoveni glyfosatu a spol. ¢ini napf.
0,002-2,000 mg/kg za pouziti vhodné matricové kalibrace.

Interni referencni material, napt. vzorky ziskané v ramci ucasti v EUPT.
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4  Pristroje a pomiicky
1 Kapalinovy chromatograf s hmotnostnim spektrometrem, napf-.:

ACQUITY UPLC-TQ XS MS Xevo (Waters) nebo UHPLC 1290 Infinity II
Biocompatible (Agilent)-MS/MS QT 4500 (Sciex), s timto vybavenim:

a) HPLC a UPLC kolony pro stanoveni chlormekvatu a mepikvatu, napt.:
OBELISC R, 100 mm x 2,1 mm, 5 pm (Sielc).
ACQUITY UPLC BEH HILIC Column, 50 mm x 2,1 mm, 1,7 pm (Waters).
b) HPLC a UPLC kolony pro stanoveni glyfosatu a spol., napt.:
HYPERCARB, 100 mm x 2,1 mm, 5 pum (Thermo).
Anionic Polar Pesticide (APP), 100 mm x 2,1 mm, 5 pum (Waters).
Torus DEA, 100 mm X% 2,1 mm, 1.7 pm (Waters).

2 Analytické vahy.

3 Ttepacka, min. 300 kmiti/min.

4  Centrifuga, 3900 ot./min a 5000 ot./min, 1 ml az 100 ml.

5 Centrifugacni zkumavky plastové se Sroubovacim vickem, 15 ml; 50 ml.
6  Centrifugacni zkumavky typu Eppendorf, 1,5 ml.

7  Vysokorychlostni michadlo, napt. Vortex.

8  Filtracni material: stfikackové filtry nylonové o velikosti porii 0,2 um.

9  Vialky sklenéné a plastové, Sroubovaci, 2 ml.

5 Postup

5.1 Extrakce vzorku — postup vhodny pro rostlinny material, ovoce a zeleninu

Homogenni vzorek se navazi do 50ml centrifugani zkumavky a smoci se dostateCnym
piidavkem vody (1). Navazka vzorku a ptidavek vody se voli podle doporuceni v metodice
QuPPe (2). U ovoce a zeleniny se navazuje 10 g, u listil a obilovin 5 g atd. Vzorek se extrahuje
10 ml okyseleného methanolu (6) tfepanim 15 min pti minimalné 300 kmitech/min. Vzorek se
odstiedi 5 min pfi nejméné 5000 ot./min, supernatant se ptevede do 15ml plastové zkumavky
anechd se vymrazit v mrazdku nejméné 2 h, nejlépe pres noc. Vymrazeny extrakt se opét
odsttedi 5 min pii 3900 ot./min.

5.2 Extrakce vzorku — postup vhodny pro komplexnéjsi matrice

Homogenni vzorek se navazi do 50ml centrifuga¢ni zkumavky a smoc¢i se dostateCnym
ptidavkem vody (1). Napf. u obilovin, lusténin a olejnatych seminek se k 5 g vzorku ptidd 9 ml
vody (1). V ptipadé dalSich materialti se navazka vzorku a ptidavek vody voli podle doporuceni
v metodice QuPPe (2). Ke vzorku se pfida 10 ml okyseleného methanolu (6) a 100 pul kyseliny
mravenci (9), centrifugacni zkumavka se uzavie a kratce protiepa. Poté se ke vzorku ptidd 1 ml
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10% EDTA (9) a vzorek se extrahuje tfepanim 15 min pfi minimalné 300 kmitech/min. Vzorek
se odstfedi 5 min pii nejméné 5000 ot./min, supernatant se pfevede do 15ml plastové zkumavky
a necha se vymrazit v mrazdku nejméné 2 h, nejlépe pres noc. VymraZeny extrakt se opét
odsttedi 5 min pti 3900 ot./min.

Poznamky

2 V pripadé analyzy Glyfosdatu a spol. (pro postup extrakce 5.2) na koloné HYPERCARB se
0,75 ml extraktu smicha s 0,75 ml acetonitrilu (3) ve zkumavce typu Eppendorf. Pak se
manudalné protiepe 1 min a odstiedi 5 min pri nejméne 3000 ot./min. Dale se pokracuje
dle postupu v bode 5.4.

3 U méne béznych matric je nutné vzorek obohatit 20ndasobkem (40nasobkem v pripade
extrakce Glyfosatu a spol. postupem 5.2 a analyzou na koloné HYPERCARB) prislusného
ILIS pred extrakci.

5.3 Finalizace extraktu pro stanoveni chlormekvatu a mepikvatu

Ve zkumavce typu Eppendorf se k 10 pl roztoku ILIS (24) napipetuje 1 ml supernatantu (5.1
nebo 5.2). Zkumavka se uzavie, n¢kolik sekund se promiché na vysokorychlostnim michadle
(napt. Vortexu) a jeji obsah se zfiltruje do sklenéné chromatografické vialky.

5.4 Finalizace extraktu pro stanoveni glyfosatu a spol.

Ve zkumavce typu Eppendorf se k 5 pl roztoku ILIS (25) napipetuje 1 ml supernatantu (5.1
nebo 5.2). Zkumavka se uzavie, n¢kolik sekund se promiché na vysokorychlostnim michadle
(napt. Vortexu) a jeji obsah se zfiltruje do plastové chromatografické vialky.

5.5 LC-MS/MS stanoveni
Ptipravené extrakty se analyzuji metodou LC-MS/MS ve vhodné sekvenci vzorki a standardu.

Kompletni nastaveni pfistroje a podminky meéfeni jsou uvedeny v aktualni meétici metode
pouzité pristrojové sestavy. Pied analyzou redlnych vzorkl se ovéii citlivost systému analyzou
nejnizsitho kalibratniho bodu a zéarovenn stabilita retenéniho chovani v daném
chromatografickém systému. Selektivita analyzy je zajiSt€éna vyuzitim MRM moddu pii MS
detekci.

6  Kontrola kvality

Pozadavky na zajiSténi kvality rezidudlnich analyz pesticidi jsou uvedeny v dokumetu
SANTE/11312/2021 (V2) (3).

Zkouska vyuziva ke kvantifikaci isotopoveé znacené interni standardy (ILIS) pfislusnych
stanovovanych latek. ILIS pfidané k podilu vzorku pfi finalizaci slouzi k eliminaci matri¢nich
vlivl. V piipadé, ze jsou ILIS pfidany ke vzorku pted extrakei, je vysledek korigovan jak na
matri¢ni efekty, tak na vytéznost. Pokud se vytéznost sledovanych latek pohybuje v rozsahu
80—-120 %, napt. u obilovin a olejnin, je mozné ILIS pfidat k findlnimu extraktu pfed analyzou
pouze pro korekci matri¢nich vliva.
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Do kazdé série vzorki se prubézné zarazuje analyza referencniho materidlu (28) nebo
obohacené matrice. Pro tyto kontrolni vzorky se vede a vyhodnocuje regula¢ni diagram.

7  Vypocet a vyjadreni vysledki

Pfitomnost analytu je potvrzena, pokud je odchylka reten¢niho ¢asu v chromatogramu vzorku
a kalibra¢niho standardu +0,1 min (vhodnéji lze vyuzit relativni retencni ¢as vztaZzeny na
ptislusny ILIS) a pokud se pomér produktovych iontil ve spektru vzorku nachézi v povoleném
intervalu daném pomeérem téchto produktovych iontt ve spektru kalibra¢niho standardu. Pouziti
ILIS umoziuje kvantifikaci vzorku jak pomoci solventovych, tak matricovych kalibracnich
standardli. Pii podezieni na ptekroCeni povolené¢ho obsahu rezidui ve vzorku se doporucuje
pouzit metodu standardniho ptidavku ke vzorku, a to za pfedpokladu linearni zavislosti odezvy
na koncentraci v daném koncentracnim rozsahu.

Vysledek pod mezi stanovitelnosti se uvede jako < RL (reportovaci limit = mez stanovitelnosti).
Pro hodnoty nad mezi stanovitelnosti se vysledek zaokrouhli podle Tabulky 1.

Tabulka 1. Zaokrouhlovani a udavani vysledkii.

Hladina sledovanych analytti (mg/kg) Zapis vysledku
<0,01 2 platné ¢islice
> 0,01 3 platné Cislice

8 Validac¢ni data

Postupem danym pro tuto zkouSku byla stanovena vytéznost a opakovatelnost chlormekvatu,
mepikvatu, AMPA, ethefonu, HEPA, fosetylu, glufosinatu, glufosinatu-N-acetylu, glyfosatu,
glyfosatu-N-acetylu, maleinohydrazidu, MPP a N-acetyl-AMPA, kter¢ vyhovovaly
pozadavkim uvedenym v dokumentu SANTE/11312/2021 (V2). Nejnizsi validovana hladina
odpovida RL, tj. mezi stanovitelnosti nastavené pro zapis vysledkd.
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