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STANOVENI NAMORENOSTI OSIVA METODOU LC-MS

1 Ucel a rozsah

Postup je urcen pro stanoveni u¢innych latek ptipravkii na ochranu rostlin v namofeném osivu
po extrakci do acetonu. Identifikaci pfitomnych G¢innych latek a kvantifikaci jejich obsahu
lze potvrdit nebo vyvratit oSetfeni osiva deklarovanym piipravkem a zjistit moznou
kontaminaci jinym pfipravkem v mofticim zafizeni.

Postup byl optimalizovan pro karboxin, cyprokonazol, difenokonazol, fludioxonyl,
fluoxastrobin, iprodion, prochloraz, prothiokonazol, prothiokonazol-desthio, tebukonazol,
thiram, tritikonazol, propamokarb, klothianidin, thiakloprid, imidakloprid, metalaxyl,
thiamethoxam, imazalil, pencykuron, sedaxan, thiofanat-methyl, tetrakonazol, fluxapyroxad,
fluopyram, fluopikolid, penflufen.

2 Princip

Utinné latky se z celych namofenych zrn extrahuji do acetonu sonifikaci vzorku
v ultrazvukové 1azni. Zfiltrovany extrakt se pouzije pro ptipravu roztoka pro koncové LC-MS
stanoveni.

3 Chemikalie

Vsechny pouzité¢ chemikalie jsou ¢istoty minimalné p.a., nejlépe vSak kvality pro rezidudlni
analyzu, rozpoustédla museji byt vhodna pro LC-MS. Dostacujici Cistota chemikalii
a laboratorniho skla se testuje prométenim slepého vzorku.

Aceton.

Acetonitril.

Methanol.

Voda.

Kyselina octova, CH;COOH.

Kyselina mravenci, HCOOH.

5% roztok HCOOH v acetonitrilu.

Ptiprava: 0,5 ml HCOOH (6) se rozpusti v 10 ml acetonitrilu (2).
8 Mobilni faze A: 0,1% CH3COOH ve vodé.
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Ptiprava: 0,250 ml CH3COOH (5) se ve 250ml odmérné barice doplni po znacku vodou
4.
Mobilni faze B: 0,1% roztok CH3COOH v methanolu.

Ptiprava: 0,250 ml CH3COOH (5) se ve 250ml odmérné banice doplni po znacku
methanolem (3).

10 Analyticky standard Gc¢inné latky ptipravku.

Poznamky

1 Certifikované analytické standardy se nakupuji v pevném stavu a vede se jejich
evidence.

2 Zanalytickych standardii se pripravi zdasobni roztok o presné koncentraci 1 mg/ml
acetonitrilu. Navazuje se alespoin 10 mg s presnosti na 5 desetinnych mist, navazka
se prepocte na deklarovanou Ccistotu standardu a prida se prislusné mnoZstvi
rozpoustédla. Roztoky se uchovavaji pri teploteé do 8 °C a jejich stabilita se musi
pravidelné ovérovat.

3 Pracovni roztoky standardii a jejich smesné kalibracni roztoky se pripravi redénim
zasobnich roztokit do acetonitrilu (pripadné jiného vhodného rozpoustédla podle
koncového stanoveni), v potrebném koncentracnim rozsahu. Napr. (I — 1000) ng/ml
podle ocekdavaného obsahu daného analytu v namoreném osivu.

4 Ucinné latky pripravkic na ochranu rostlin lze z namorenych zrn extrahovat
pomoci jiného rozpoustédla, napr. methanolu nebo acetonitrilu.

4  Pristroje a pomiicky

1 Kapalinovy chromatograf s MS detektorem umoznujici méfeni v MRM médu.

2 Analytickd kolona s reverzni tazi C18 o rozmérech (50 — 100) mm x 2,1 mm x (1,7 —
1,8) pm.

3 Filtra¢ni disky PTFE nebo Nylon, primér 13 mm nebo 30 mm, velikost port 0,2 pm,
injekeéni stiikacka PP, 5 ml nebo 20 ml.

4 Vialky se Sroubovacim uzavérem a PTFE/silikon septem, (2; 4; 20; 40) ml.

5 Postup

5.1 Priprava extraktu

Zakladni: Do sklenéné 4ml vialky se vlozi 10 namotenych zrn, diferen¢né se zvazi
s presnosti na 0,0001 g a pridaji se 3 ml acetonu (1). Vialka se uzavie a vlozi se na 10 min
do ultrazvukové lazn€. Do drzdku se upevni télo 5Sml plastové stiikacky, na luerskou
koncovku se pevné nasadi filtra¢ni disk a pod vystup se umisti 20ml sbérnd vialka. Extrakt
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namotenych zrn se dekantuje do pfipravené injekéni stiikacky. Ke zbytku ve 4ml vialce
se pridaji dalsi 2 ml acetonu a vzorek se extrahuje dalSich 10 min v ultrazvuku. I tento druhy
podil se pielije do stfikacky a extrakt se zfiltruje pomalym pohybem pistu pies disk
do ptipravené 20ml vialky. Tento zdsobni extrakt (ZE) se pouzije pro piipravu ziedénych
roztokl pro koncové LC-MS stanoveni.

Pro nehomogenné namorené osivo: Do sklenéné 40ml vialky se navazi 4 g namotenych zrn,
diferencné s presnosti na 0,0001 g a pfida se 20 ml acetonu (1). Vialka se uzavie a vlozi se
na 10 min do ultrazvukové ldzné. Do drzdku se upevni télo 20ml plastové strikacky,
na luerskou koncovku se pevné nasadi filtracni disk a pod vystup se umisti 40ml sbérna
vialka. Extrakt namofenych zrn se dekantuje do pfipravené injek¢éni stfikacky. Ke zbytku
ve 40ml vialce se pfidd dalSich 20 ml acetonu a vzorek se extrahuje dalSich 10 min
v ultrazvuku. Itento druhy podil se pielije do stfikacky a extrakt se zfiltruje pomalym
pohybem pistu pies disk do pfipravené 40ml vialky. Tento zasobni extrakt (ZE) se pouzije
pro piipravu zfedénych roztokl pro koncové LC-MS stanoveni.

Podle ocekédvaného obsahu stanovovanych latek (tabulka €. 3) se ZE zfedi 10 x az 100 x
do kone¢ného objemu 1 ml. Pro stondsobné natfedéni se do 2ml vialky odméii 10 pl ZE,
490 pl acetonitrilu (2) a 500 pl vody (4). Pro desetinasobné nafedéni se do 2ml vialky odméti
100 ul ZE, 400 pl acetonitrilu (2) a 500 ul vody (4). Vialka se uzavie, roztok se dobie
promicha a extrakt je pfipraven ke koncovému stanoveni. Je-li pozadovéano stanoveni analyt
na mezi stanovitelnosti, promé&ii se nefedény zasobni extrakt.

Poznamky

5 Za podminek danych timto postupem lze dosdhnout meze stanovitelnosti 0,1 mg/kg
osiva.

6  Pro zvySeni stability nékterych pesticidu v extraktu je mozné jeho okyseleni v pomeéru
10 ul 5% HCOOH (7)/1 ml extraktu.

7 U vysoce koncentrovanych ZE, je mozné dvoustupnové redeni; v prvnim kroku se ZE
ziedi 100 x acetonitrilem (ZZE) (napr. 100 ul ZE se doplni acetonitrilem v 10ml

odmeérné bairice po znacku) a tento ziedeny extrakt se dale 10 xziedi do minivialky
(napr. 100 ul ZZE, 400 ul acetonitrilu (2) a 500 ul vody (4)).

5.2 Stanoveni metodou LC-MS

Pro vlastni stanoveni se pouzije metoda ultraacinné kapalinové chromatografie (UPLC)
s hmotnostné spektrometrickou detekci v modu sledovani vicendsobnych pirechodi (MRM).
Jednotlivé pesticidy se separuji gradientovou eluci na chromatografické koloné s reverzni fazi
typu C18. Piiklady mozného nastaveni chromatografickych a MRM podminek jsou uvedeny
v tabulkach €. 1 a €. 2.
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Tabulka €. 1. Priklad nastaveni chromatografickych podminek.
Teplota termostatu kolony | 40 °C
Pratok mobilni faze 0,6 ml/min
Gradiont mobilni fize 0 min (10% B) — 4 min (100% B) — 7 min (100% B)
7,1 min (10% B) — 10 min (10% B)
Nastiik (1 —2) pl s preplnénim smycky
Slaby promyvaci roztok Deionizovana voda/methanol (90/10), (V/V)
Silny promyvaci roztok Methanol
Tabulka €. 2. Priklad nastaveni MRM podminek.
Prekursor | Produkt | CV,CE | Prekursor | Produkt | CV,CE
Pesticid ion 1 ion 1 (V) ion 2 ion 2 (V)
Propamokarb 189 102 22,17 189 144 22,12
Karboxin 236 143 25,16 236 87 25,22
Thiram 241 120 20,15 241 88 20,10
Klothianidin 250 132 15,17 250 169 15,12
Thiakloprid 253 126 30,20 253 90 30,37
Imidakloprid 256 175 20,19 256 209 20,16
Metalaxyl 280 192 15,17 280 220 15,13
Cyprokonazol 292 125 27,24 292 70 27,18
Thiamethoxam 292 211 14,13 292 181 14,22
Imazalil 297 159 30,23 297 69 30,22
Tebukonazol 308 125 31,40 308 70 31,22
Prothiokonazol-desthio 312 70 13,25 312 125 13,20
Tritikonazol 318 70 20,18 318 125 20,40
Penflufen 318 141 45,20 318 234 45,15
Pencykuron 329 125 40,20 329 218 40,15
Iprodion 330 245 12,16 332 247 12,15
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Sedaxan 332 159 15,20 332 292 15,10
Thiofanat-methyl 343 151 19,22 343 93 19,46
Prothiokonazol 344 189 13,20 344 125 13,20
Tetrakonazol 372 159 32,30 372 70 32,20
Prochloraz 376 70 13,34 376 308 13,16
Fluxapyroxad 382 342 20,20 382 362 20,10
Fluopikolid 383 145 30,40 383 173 30,20
Fluopyram 397 145 45,45 397 173 45,25
Difenokonazol 406 111 37,60 406 251 37,25
Fluoxastrobin 459 427 27,18 459 188 27,18
Fludioxonyl 247 180 7,35 247 126 7,35

Teplota iontového zdroje: 150 °C; teplota desolvata¢niho plynu: 450 °C; pratok
desolvatac¢niho plynu: 900 I/h; pratok ,,cone gas*: 45 1/h; priitok kolizniho plynu: 0,18
ml/min; napé&ti na kapilare: — 3 kV; ionizace elektrosprejem se stifidanim polarit.

6  Vypocet a vyjadieni vysledkii

Podminky pro zpracovani a vyhodnoceni namétenych dat se zadaji do vyhodnocovaci metody
pfistroje. Pro potvrzeni identity stanovované latky je dilezitd shoda reten¢niho casu
a zastoupeni charakteristickych hmotnostnich fragmentti m/z (Q) v proméfovaném extraktu
a v roztoku externiho standardu. Koncentrace analytd (G¢innych latek moficich ptipravki)
v extraktu se vypocte zrovnice kalibra¢ni kiivky, sestrojené z odezev analytl, ziskanych
promé&ienim kalibra¢nich roztokd.

Vysledek se vyjadii v mg analytu/kg osiva a vypocte se podle vztahu

:bXV—IXFXm% F=13
m v,

X

kde x je obsah uc¢inné pesticidni latky ve vzorku v mg/kg,
b koncentrace u¢inné latky v proméfovaném roztoku v ng/ml, odectend z kalibrace,
F zied’ovaci faktor,
Vi objem zasobniho extraktu (ml); V;=5 ml,
V> objem alikvotniho podilu ze zasobniho extraktu (ul); napt. V>= 10 pl,
V3 objem proméfovaného extraktu ve 2ml vialce (ul); V3= 1000 pl,

m  navazka vzorku v mg.
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Je-li to pozadovano, vypocte se i hodnota namotenosti N, kterd uddva mnozstvi ucinné
latky (g) na vysevni jednotku (VJ). Neni-li uvedeno jinak, tak 1 VJ =100 000 zrn.

N =xxHVJ %107

kde N je namotenost vzorku (g/VJ),
HVJ hmotnost vysevni jednotky (kg).

Tabulka €. 3. Priklady odhadu o¢ekavaného obsahu uc¢innych latek v moreném osivu.

ve o yr S rs Deklarovany obsah Davka Ocekavany obsah

Mo¥ici pripravek Uc¢inna latka @) (Ut osiva) (mg/kg osiva)
. Karboxin 200 500
Vitavax 2000 Thiram 200 2,5 500
) Cyprokonazol 200 20 400
Maxim Star 025 | pjy dioxonil 200 : 400
Fludioxonil 25 15 37,5
Celest Extra Difenokonazol 25 ’ 37,5
Orius 6 Tebukonazol 60 0,5 30
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