CH5.38.

MULTIREZIDUALNE STANOVENIE REZIDUI PESTICIDOV
METODOU GC A UPLC

1  PRINCIiP METODY
GC

Extrahované reziduad kontaminantov pomocou nepolarneho rozpustadla su precistované na
gélovej permeaCnej kolone. Nasledne st prevedené do nepolarneho rozpustadla
aanalyzované na dvojdimenziondlnom plynovom chromatografe s nizkorozliSovacim
detektorom LECO PEGASUS IV GCxGC/TOF. Kvantifikacia je prevedena metodou externej
kalibracie.

UPLC

Zhomogenizovana vzorka sa extrahuje metanolom, extrahované rezidua st precistované solid
phase extrakciou (SPE). Eluat je odfukany do sucha a rezidua rozpustené v zmesi metanol —
voda. Na analyzu sa pouzije chromatograficka kolona s obratenymi fazami a po rozdeleni
rezidui sa tieto detegujii hmotnostnym detektorom pracujicim v rezZime MS/MS v pozitivnom
mode. Ionizacia ESI. Identifikacia latky je prevedend dvoma tranziciami (2 transitions)
a kontrolou ich iénovych pomerov (ion ratio). Kvantifikécia je prevedend metddou externej
kalibracie.

2  POUZITEECNOST METODY

GC
Metdda je vhodna na stanovenie rezidui pesticidov v matriciach rastlinného a zivocisSneho
povodu.

UPLC
Metdda je vhodna na stanovenie rezidui pesticidov v matriciach rastlinného a zivocisSneho
povodu.

3  CHEMIKALIE A ROZTOKY

3.1 Cisté chemikalie

3.1.1 aldicarb 99,9 % — (A)

3.1.2 aldicarb sulfone 99,7 % — (AS)
3.1.3 aldicarb sulfoxide 96,3 % — (ASXx)
3.1.4 methomyl 99,9 % — (Me)

3.1.5 imidacloprid 99,9 % — (Im)

3.1.6 carbofuran 99,9 % — (Ca)

3.1.7 pirimicarb 99 % — (Pi)

3.1.8 metanol LiChrosolv gradient grade
3.1.9 dichlormethane for liquid chromatography
3.1.10 octan amonny extra pure

3.1.11 chlorid sodny p.a.

3.1.12 redestilovana voda




3.1.13 quintozen 95,9% — (QT)
3.1.14 chlorbenzilat 98,7% — (CHB)
3.1.15 methidathion 96,0% — (MD)
3.1.16 chlorfenvinphos 97,2% - (CHF)
3.1.17 pyrazophos 99,8% — (PY)
3.1.18 deltametrhrin 99,8% — (DM)
3.1.19 bifenthrin 99,5% — (BF)
3.1.20 tecnazene 99,7% — (TC)
3.1.21 profenofos 98,4% — (PF)
3.1.22 cyklohexan p.a.

3.1.23 etylacetat p.a.

3.1.24 nonan p.a.

3.1.25 izooktan

3.1.26 petroléter

3.1.27 aceton p.a.

3.1.28 hydromatrix

3.2 Roztoky a reagencie

3.2.1 20 % chlorid sodny

Navazit’ 20 g chloridu sodného (3.1.11) do 100 ml odmernej banky. Rozpustit’ vo vode

a doplnit’ do 100 ml redestilovanou vodou. (3.1.12)

3.2.2 1 M octan aménny

Navazit’ 7,708 g octanu amoénneho (3.1.10) do 100 ml odmernej banky. Rozpustit’ vo vode

a doplnit’ do 100 ml redestilovanou vodou. (3.1.12.)

3.2.3 0,005 M octan aménny

Zobrat’ 5 ml 1 M octanu amonneho (3.2.2.) a doplnit’ do 1 I redestilovanou vodou. (3.1.12.)

3.2.4 petroléter:aceton(3.1.27) (9:1 v/v) — extrakéna zmes pre ASE-200 DIONEX [do
odmerného valca pridat 900ml petroléteru (3.1.26)a 100ml acetonu(3.1.27)].

3.2.5 cyklohexan:etylacetat (1:1) — mobilna faza [do odmerného valca pridat 500 ml
cyklohexanu (3.1.22)a 500 ml etylacetatu(3.1.23)]

3.3 Standardné roztoky
3.3.1 Zasobné roztoky Standardov

3.3.1.1 Zasobny roztok Standardu aldicarbu (100 mg/l v metanole)

Navazit' 10 mg aldicarbu (3.1.1) do 100 ml odmernej banky. Rozpustit' v malom mnozstve
metanolu a doplnit’ po znacku metanolom (1.1.8).

3.3.1.2 Zasobny roztok Standardu aldicarb sulfone (100 mg/l v metanole)

Navazit' 10 mg aldicarbu sulfone (3.1.2) do 100 ml odmernej banky. Rozpustit' v malom
mnozstve metanolu a doplnit’ po zna¢ku metanolom (1.1.8).

3.3.1.3 Zasobny roztok standardu aldicarb sulfoxidu (100 mg/l v metanole)

Navazit' 10,4 mg aldicarbu (3.1.3) do 100 ml odmernej banky. Rozpustit’ v malom mnozstve
metanolu a doplnit’ po zna¢ku metanolom (1.1.8).

3.3.1.4 Zasobny roztok standardu methomylu (100 mg/l v metanole)

Navazit' 10 mg methomylu (3.1.4) do 100 ml odmernej banky. Rozpustit v malom mnozstve
metanolu a doplnit’ po zna¢ku metanolom (1.1.8).

3.3.1.5 Zasobny roztok standardu imidaclopridu (100 mg/I v metanole)

Navazit' 10 mg imidaclopridu (3.1.5) do 100 ml odmernej banky. Rozpustit v malom
mnozstve metanolu a doplnit’ po znacku metanolom (1.1.8).



3.3.1.6 Zasobny roztok Standardu carbofuranu (100 mg/l v metanole)

Navazit' 10 mg carbofuranu (3.1.6) do 100 ml odmernej banky. Rozpustit’ v malom mnozstve
metanolu a doplnit’ po zna¢ku metanolom (1.1.8).

3.3.1.7 Zasobny roztok standardu pirimicarbu (100 mg/l v metanole)

Navazit' 10 mg pirimicarbu (3.1.7) do 100 ml odmernej banky. Rozpustit’ v malom mnozstve
metanolu a doplnit’ po zna¢ku metanolom (1.1.8).

3.3.1.8 Zasobny roztok standardu quintozenu (1000 mg/l v izooktane)

Navazit' 10,4mg quintozenu (3.1.13) do 10 ml odmernej banky. Rozpustit’ v malom mnozstve
izooktanu a doplnit’ po znacku izooktanom (3.3.25).

3.3.1.9 Zasobny roztok standardu chlorbenzilatu (1000 mg/l v izooktane)

Navazit' 10,1mg chlorbenzilatu (3.1.14) do 10 ml odmernej banky. Rozpustit' v malom
mnozstve izooktanu a doplnit’ po znacku izooktanom (3.3.25).

3.3.1.10 Zasobny roztok Standardu methidathion (1000 mg/l v izooktane)

Navazit' 10,4mg methidathionu (3.1.15) do 10 ml odmernej banky. Rozpustit v malom
mnozstve izooktanu a doplnit’ po zna¢ku izooktanom (3.3.25).

3.3.1.11 Zasobny roztok Standardu chlorfenvinphosu (1000 mg/l v izooktane)

Navazit' 10,3mg chlorfenvinphosu (3.1.16) do 10 ml odmernej banky. Rozpustit' v malom
mnozstve izooktanu a doplnit’ po znacku izooktanom (3.3.25).

3.3.1.12 Zasobny roztok Standardu pyrazophosu (1000 mg/l v izooktane)

Navazit' 10mg pyrazophosu (3.1.17) do 10 ml odmernej banky. Rozpustit’ v malom mnozstve
izooktanu a doplnit’ po znacku izooktanom (3.3.25).

3.3.1.13 Zasobny roztok Standardu deltametrhrinu (1000 mg/l v izooktane)

Navazit' 10mg deltametrhrinu (3.1.18) do 10 ml odmernej banky. Rozpustit v malom
mnozstve izooktanu a doplnit’ po znacku izooktanom (3.3.25).

3.3.1.14 Zasobny roztok Standardu bifenthrinu (1000 mg/l v izooktane)

Navazit' 10mg bifenthrinu (3.1.19) do 10 ml odmernej banky. Rozpustit' v malom mnozstve
izooktanu a doplnit’ po znacku izooktanom (3.3.25).

3.3.1.15 Zasobny roztok Standardu tecnazene (1000 mg/l v izooktane)

Navazit 10mg tecnazene (3.1.20) do 10 ml odmernej banky. Rozpustit’ v malom mnoZstve
1zooktanu a doplnit’ po znacku izooktanom (3.3.25).

3.3.1.16 Zasobny roztok Standardu profenofos (1000 mg/l v izooktane)

Navazit' 10,2mg profenofosu (3.1.21) do 10 ml odmernej banky. Rozpustit v malom
mnozstve izooktanu a doplnit’ po znacku izooktanom (3.3.25).

3.3.2 Zékladné roztoky Standardov

3.3.2.1 Zakladny zmesny roztok Standardov (A, AS, ASx, Me, Pi) 1 mg/l vo vode MFC1

Zobrat’ 1 ml zasobnych roztokov standardov (A, AS, ASx, Me, Pi) 100 mg/l. Preniest’ do 100

ml odmernej banky a doplnit’ po znacku redestilovanou vodou. (1.1.12)

3.3.2.2 Zékladny roztok Standardu (Im) 1 mg/l vo vode MFC2

Zobrat’ 1 ml zasobného roztoku Standardu (Im) 100 mg/1. Preniest’ do 100 ml odmernej banky

a doplnit’ po znacku redestilovanou vodou. (1.1.12)

3.3.2.3 Zakladny roztok standardu (Ca) 1 mg/l vo vode MFC3

Zobrat’ 1 ml zasobného roztoku Standardu (Im) 100 mg/l. Preniest’ do 100 ml odmernej banky

a doplnit’ po znacku redestilovanou vodou. (1.1.12)

3.3.2.4 Zékladny zmesny roztok $tandardov (QT,CHB, MD, CHF,PY,DM,BF, TC,PF) 10 mg/I
Vv izooktane ZRP

Zobrat’ 100ul zasobnych roztokov standardov (QT,CHB, MD, CHF,PY,DM,BF, TC,PF) 1000

mg/l. Preniest’ do 10 ml odmernej banky a doplnit’ po znac¢ku izooktanom. (3.3.25)



3.3.3 Pracovné roztoky Standardov

3.3.3.1 Zmesny roztok Standardov (A, AS, ASx, Im, Me, Ca, Pi) 10 pg/l vo vode WS

Zobrat’ 1 ml zo zakladnych roztokov Standardov A, AS, ASx, Me, Pi (1 mg/l), Im (1 mg/l), Ca

(1 mg/l). Preniest’ do 100 ml odmernej banky a doplnit’ po znacku redestilovanou vodou.

(1.1.12)

3.3.3.2 Pracovny kalibra¢ny standardov (QT,CHB, MD, CHF,PY,DM,BF,TC,PF) - PKP

1.1.1.1.1 Do 10ml odmernych baniek pridat’ jednotlivé objemy roztoku ZRP podl'a tabul’ky
1.

Doplnit’ po znacku izooktanom.

Tabul’ka 1 — priprava kalibra¢nych roztokov

Nazov Koncen | Pridavok Koncen- | Pridavok | Koncen- Pridavok | Koncen- Pridavok
tracia ZRP tracia ZRP tracia ZRP tracia ZRP
(pa/l) (1) (ng/l (1) (pa/l) (1) (pa/l) (1D
BIFENTHRIN 10 10 20 20 40 40 50 50
CHLORBENZILATE 10 10 20 20 40 40 50 50
DELTAMETHRIN 100 100 200 200 400 400 500 500
METHIDATHION 20 20 50 50 100 100 200 200
PROFENOFOS 50 50 100 100 150 150 200 200
PYRAZOPHOS 20 20 50 50 100 100 150 150
QUINTOZENE 10 10 20 20 50 50 100 100
TECNAZENE 50 50 100 100 150 150 200 200
CHLORFENVINPHOS 50 50 100 100 150 150 200 200

4. PRISTROJE A POMOCKY

4.1 kvapalinovy chromatograf Waters Acquity UPLC s hmotnostnym detektorom
Micromass Quattro Premier XE

4.2 chromatografickd koléna : Waters UPLC BEH C18 2,1 x 100 mm, 1,7 um

4.3 analytické vahy

4.4  trepacka

45 centrifuga

4.6 rotacna vakuova odparka (RVO)

4.7 dvojdimenzionalny plynovy chromatograf s nizkorozliSovacim detektorom LECO
PEGASUS IV GCxGC/TOF

4.8 kapilarna chromatograficka kolona: VF5, 35 m x 0,25mm, ID 0,25um

4.9 kapilarna chromatografickd kolona: BPX50, 10 m x 0,1mm, 0,1pum

4.10 GPC-Gilson

4.11 ASE -200 DIONEX

4.12 laboratorne odmerné sklo

4.13 Erlenmayerova banka

4.14 teflonové centrifugaéné nadobky

4.15 striekackovy mikrofilter

4.16 extrakéné kolonky Chem Elut

5 PRACOVNY POSTUP
UPLC



5.1 Predpriprava vzoriek
Vzorka sa dobre zhomogenizuje.

Priprava kvality kontrol vzoriek — matricova kalibracia
5.1.1  Priprava negativnej vzorky a fortifikovanych vzoriek

Na pripravu vzoriek sa pouziju negativne matrice. Vzorky sa fortifikuji v 0.5, 1, 2 a5
nasobku ustanoveného MRL.

Navazit' 5 g homogenizovanej vzorky do centrifugacnej teflénovej nadobky. Pridat’ jednotlivé
roztoky Standardov podla tabulky 2. PremieSat’ na vortexe. Nechat postat 10 minut
a pokracovat’ podl'a procedury od bodu 5.1.2

Tabul’ka 2 Priprava fortifikovanych vzoriek

. . ., Pridavok Pridavok Pridavok
koncentracia pesticidov vo vzorke
(ue/ke) roztoku roztoku roztoku
MECI (ul) MEFC2 (ul) MEFC3 (ul)
C. G, C.SX’ Im Ca C,CS, C.SX' Im Ca
Me, Pi Me, Pi
0 0 0 0 0 0
25 5 10 125 25 50
50 10 20 250 50 100
100 20 40 500 100 200
250 50 100 1250 250 500

5.1.2 Navazit’ 5g homogenizovanej vzorky do centrifugacnej teflonovej nadobky. Pridat’ 9
ml vody. Nechat’ postat’ 10 minat. Pridat’ 20 ml metanolu (1.1.8). Vzorku 2 minuty mieSat’.
Odobrat’ 6 ml extraktu, pridat’ 2 ml roztoku chloridu sodného (1.2.1.). Odobrat’ 5 ml extraktu.
Naniest’ na Chem Elut kolonku. (nie je nutné pouzit’ vakuum, vzorka pretekd samospadom)
Pockat’ 5 min. Vyeluovat’ 16 ml dichlérmetanu. (1.1.9.). Eluat odfukat’ do sucha na RVO.
Rezidua rekonstituovat’ v 250 pl metanolu (1.1.8.), pridat’ 1 ml redestilovanej vody. (1.1.8.).
Prefiltrovat’ cez striekackovy mikrofilter do vialky. Napichnit’ na chromatograficka kolonu.

GC

5.2  Predpriprava vzoriek
Vzorka sa dobre zhomogenizuje.

5.2.1. Priprava vzorky (plati pre méso, peceni, krmiva)

Navazit' 1 g zhomogenizovanej vzorky a zmieSat' s asi 4 g hydromatrixu (3.1.3) v trecej
miske. Zmes kvantitativne preniest do 22 ml extrakcénej cely aobjem cely vyplnit
dosypanim morského piesku. Extraként celu vlozit do extraktora ASE 200 a extrakciu
spustit’ za tychto podmienok :

v tlak systému - 10342 kPa (1500 PSI)

v teplota pece - 100°C

v Oven Heat-up Time- 5 min.

v’ Static Time- 5 min.

v" Solvent : chloroform:aceton (2:1 v/v)



v" Flush Volume - 60 % of extraction cell volume
v" Nitrogen Purge - 1034kPa (150 PSI) 90 sektind
v’ Pocet cyklov - 2

Extrakt v zachytnej skimavke preliat’ do 100 ml Erlenmayerovej banky a zahustit na RVO
takmer do sucha. Zbytok dofukat’ dusikom . Do banky pridat pomocou pipety 3 ml zmesi
cyklohexan:etylacetat (1:1) Pokracovat’ podl'a bodu 5.4.4.

5.2.2. Priprava vzorky (plati pre mlieko)

Navazit 20 g mlieka, zaliat' extrakénou zmesou petroléter:aceton (1:1 v/v) (5.4), nechat’
vyextrahovat 24 hodin. Potom vrchnu vrstvu zliat, zahustit na RVO takmer do sucha
a zbytok dofukat’ dusikom. Do Erlenmayerovej banky pridat’ pomocou pipety 4 ml MF (5.5).
Pokracovat’ podl'a bodu 5.2.3.

5.2.3. Priprava vzorky (plati pre med)

Navazit' 10g medu do kadicky, pridat’ 20ml redestilovanej vody a rozpustit. Nasledovne
vzniknuty roztok  vyextrahovat v deliacom lieviku roztokom hexan:dietyléter (1:1)
s objemom 50 ml. Pretrepavat’ 2min. Nechat’ stat’ 2 hod. Spodnt vrstvu zliat’ do deliaceho
lievika a opét’ extrahovat. Vrchnt vrstvu preniest do Erlenmayerovej banky cez 2lyZice
Na,SO, aoplachnut’ 2,5ml acetonu. Zahustit na RVO takmer dosucha a zvySok dofukat
dusikom. Rozpustit’ v 1ml izooktanu.

5.2.4. Precistenie extraktu na gélovej permeacnej kolone

0,5 ml zahusteného extraktu nastreknut’ na gélovi permeacnu koloénu s prietokom mobilnej
fazy 1,1 ml/min. Zbierat’ frakciu 20 ml - 35 ml do zbernej nadobky s 50 pul nonanu (3.24). Pre
test Uc¢innosti kolony taktiez s kazdou sériou vzoriek nastrekovat’ na kolonu v mnozstve 0,5
ml aj pracovny kal. roztok v mobilnej faze cyklohexan : etylacetat 1:1 (3.2.3) . Frakciu 20 —
35 ml opatrne na RVO odparit’ takmer dosucha a potom dofukat’ dusikom. Nakoniec rezidua
rozpustit’ v 0,5 ml izooktanu (3.25) a nastrekovat’ na chromatograficku kolonu v objeme 1 pl.

Poznamka: V pripade, ze sa vzorka koncentrane vymyka zrozsahu meranej kalibracnej
krivky je pri opakovanom merani upravena tak, aby koncentrane spadala do kalibra¢ného
rozsahu.

Chromatograficka analyza

LC — podmienky:
chromatograficka kolona: Acquity UPLC BEH C18 2,1 x 100 mm, 1,7 pm
teplota: 30 °C
prietok: 0,25 ml/min.
eluent: mobilna faza A: 0,005 M octan amoénny (1.2.3.)
mobilna fdza B: metanol
gradientova ellcia

nastrek : 10 ul
MS podmienky:

ionizacia:ESI pozitivna,
Voltages:



Capillary (kV) : 0,5
Extractor (V): 4

RF Lens (V): 0
Temperatures:

Source Temp (°C): 120
Desolvation Temp (°C): 400
Gas Flow:

Desolvation (I/hr): 700
Cone (I/hr): 70

52  GCxGC podmienky

Koloény: 1. dimenzia: VF-5ms (35m x 0,25mm x 0,25um )
2. dimenzia BPX50 (1,79m x 0,2mm x 0,1um)
1. dimenzia: teplotny program kolony 70°C (2min), 40°C/min do 180°C (0,2min),
20°C/min do 300°C (13min)
2. dimenzia: teplotny program kolény 100°C (2min), 40°C/min do 210°C (0,2min),
20°C/min do 330°C (13min)

Front inlet: 0,00°C (0,6min), 400°C/min do 350°C (22min)

Kolodna 1.- front inlet gas saver flow 15 ml/min

Kolona 2.- front inlet gas saver flow 5 ml/min

Modulator: 30°C

Modulac¢na peridda: Ssec

Cold jet flow: 6 I/min, dry nitrogen

Hot jet flow: 20 I/min, dry air

TOF-MS parametre:

Ion source temperature: 220°C

Transferline temperature: 280°C

Nastrek: Sul

Iniciacny test
Nainjektovat’ na chromatografickl kolonu roztok WS. Skontrolovat’ pomer signéalu ku Sumu
produkovanych i6nov. Pomer by mal byt’ vyssi ako 6.

6 VYHODNOTENIE VYSLEDKOV MERANIA
Kvantifikacia — metdda externej Kkalibracie

Koncentracia zlozky je Umernd hodnotam plochy pikov. Koncentraciu zloZky moZno

vypocitat’ dosadenim plochy piku zlozky do rovnice kalibra¢nej krivky pre dané stanovenie .

_A-b
a

c A —plocha piku

s

b — tsek z rovnice kalibracnej krivky
a— smernica z rovnice kalibra¢nej krivky

Cy=Cs.R (mg/kg)

Cy - koncentracia analytu v mg/kg



Cs - koncentracia analytu uréena z kal.krivky (mg/l)

R - stupeni riedenia
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8 ZOZNAM SKRATIEK

GC/MS - plynovy chromatograf s hmotnostnym detektorom

UPLC/MS/MS — ultra G¢inna kvapalinova chromatografia s hmotnostnou detekciou
LOD - limit detekcie

LOQ - limit kvantifikacie

SD - vyberova smerodajna odchylka

ASE - accelerated solvent extractor

RVO - Vékuova rota¢na odparka

GPC — gélova permeacna chromatografia

MRL — maximalny rezidualny limit



