CH5.11.
STANOVENIE KARBAMATOV METODOU LC/MS/MS

1. URCENIE METODY

Karbamatové pesticidy sa za posledné roky stavaju Coraz viac dolezité pre ich Siroké spektrum
ucinnosti. Ide o triedu vysokoucinnych insekticidov, ktoré su vo svete pouzivané na ochranu
plodin. Inhibuju acetylcholinesterazu, preto sa povazuju za toxické pre zivotné prostredie
a ¢loveka.

SkGsobna metéda je vyvinutd na stanovenie a konfirmaciu pritomnosti rezidui N-metyl
karbamatov:

e Carbofuran

e Pirimicarb
V zivoc¢iSnej matrici (mdso, vajce) a v mede.

2. PRINCIP METODY

Zhomogenizovana vzorka sa opakovane extrahuje organickym rozpustadlom. Extrakt sa
prefiltruje cez vrstvu bezvodého siranu sodného, po odpareni sa zriedi s vodou a upravi pH.
Dalej sa extrakt precisti technikou SPE, eluat sa odpari do sucha a zvy3ok sa zakoncentruje do
rozpustadla, ktoré zodpovedad zloZeniu mobilnej fazy. Pre kvantifikéciu sa pouziva technika
LC s MS detekciou.

3. POMOCKY
3.1 PRISTROJE A ZARIADENIA

Kuchynsky mlynéek na méso, pripadne Ultra Turrax

Ultrazvukovy vodny kupel

Rotacéna vakuova odparka

Centrifuiga

Laboratorna trepacka

Viékuové zariadenie SPE ( LiChrolut Extraction Unit)

Milli-Q-Plus, systém na prec¢istovanie destilovanej vody, Millipore

LC-MS/MS systém(Agilent) = kvapalinova chromatograf 1100 s quartérnou gradientovou
pumpou a vakuovym degasserom + hmotnostny spektrometer MSD Trap

Analyticka kolona: Thermo Hypersil C18, 125 x 2.1 mm, 5um s integrovanou predkolonou
e Striekackové membranové filtre 0.45 um



3.2 CHEMIKALIE A ROZTOKY

Vsetky pouzité materialy a chemikélie musia byt vhodné pre HPLC analyzu (napr. LiChrosolv,
Uvasol, Suprasolv)
e Acetonitril, gradient grade
e Dichlormetan Suprasolv, pre stopova analyzu
e QOctan amoénny, p.a.
e Siran sodny bezvody, p.a.
HPLC-grade H,0, ziskana precistenim destilovanej vody v zariadeni Milli-Q-Plus
e Kyselina fosforecna
¢ SPE kolonky- Strata X, OASIS HLB (200 mg/ 6 ml, resp. 500 mg/6 ml)
e Referenény material: Carbofuran, Pirimicarb (Dr. Ehrenstorfer)
e Roztoky:
mobilna fdza A: 10 mM octan amonny
mobilna fdza B: metanol

4. BEZPECNOST PRI PRACI
Dodrziavanie Zasad pre bezpec¢nt pracu v chemickych laboratoriach STN 018003.
5. PRACOVNY POSTUP
5.1 PRIPRAVA VZORKY
Laboratorna vzorka
Laboratérna vzorka sa zmixuje tak, aby sa ziskal homogénny material. Odoberie sa najmenej
100 g a uchovava sa v mraznicke pri < - 18°C po analyzu.
Z uloZenej laboratdrnej vzorky sa odoberie 5,0 + 0,1 g zhomogenizovanej vzorky.
Priprava fortifikovanych vzoriek (matri¢na kalibracka)
V pripade pozitiévneho nalezu vyhodnocujeme vzorky vzhladm na matricni kalibracnt
krivku. Navéazi sa 5,0 = 0,1 g negativnej vzorky do piatich Erlenmayerovych baniek, ktoré sa
fortifikuji zmesnym S$tandardnym roztokom karbamatov podla tabulky 1. Fortifikované

vzorky sa d’alej upravuji podla nizSie uvedeného postupu.

Tabul’ka €.1: Priprava fortifikovanych vzoriek

Mnozstvo vo vzorke Pridavok Standardu 10mg/l do vzorky
(mg/kg) (ul)
0,02 10
0,05 25
0,10 50
0,15 75
0,20 100




Extrakcia vzorky

Navazi sa 5 g misa, resp. vajca do Erlenmayerovej banky a extrahuje sa s acetonitrilom na
trepacke a Vv ultrazvuku. Extrakt sa prefiltruje cez bezvody Na,SO, a extrakcia sa zopakuje.
Spojené extrakty sa odparia na vakuovej rotacnej odparke do sucha a odparok sa rozpusti v
acetonitrile a vode. Upravi sa pH s H3PO,4 (pH 3). Vzorka sa d’alej precisti technikou SPE.

V pripade medu sa navazi 5g do Erlenmayerovej banky a prida destilovana voda a cely obsah
sa trepe na trepacke a v ultrazvuku. Nakoniec sa upravi pH s HsPO,4 (pH 3). Vzorka sa dalej
precisti technikou SPE.

SPE precistenie a elicia analytov

Kolénka sa kondiciuje acetonitrilom a vodou. Cez kolonku sa nasaje pomocou mierneho vakua
extrakt vzorky (1 ml/min) a vysu$i sa vdkuom. Analyty sa precistia z kolonky 5%
acetonitrilom vo vode. Kolonka sa necha vysusit' a vzorka sa eluuje acetonitrilom. Eluat sa
odpari na odparke do sucha a prida sa 1 ml mobilnej fazy so zloZenim na pociatku gradientu.

Po prefiltrovani cez membranovy filter 0.45 um do HPLC vialky je vzorka pripravend na
analyzu LC-MS/MS.

Schéma SPE precistenia na polymérnych koldnkach:

SPE 200mg/6 ml

Priprava vzorky

Kondiciovanie:
3 ml acetonitril/ 3 ml voda

Nadéavkovanie vzorky

Premytie:
3ml5 % ACN vo vode
Elucia:

3 ml acetonitril

5.2 PRIPRAVA MERANIA

LC podmienky:
Prietok 0,3 ml/min
Nastrek 5ul



Teplota kolony 30°C
Celkovy Cas 30 min

Tabulka ¢. 2: Gradient LC

Cas (min) Mobilna faza A (%) Mobilna taza B (%)
0 90 10
8 80 20
15 0 100
20 0 100
24 90 10

post time 6 min

MS podmienky:

Ioniza¢ny mod ESI, positive (v pripade teflubenzuronu ESI, negative )
Nebuliser 40 psi

Dry gas 9 I/min

Dry temp 350°C

Dusik do MSD je vyrabany in situ generatorom dusika (Parker Balston-UK) z kompresoru
vzduchu (Jun Air-Dansko) pri 6 baroch.

5.3 MERANIE

Prekurzorovy i6n: ion, ktory je vyselektovany v prvom MS kroku.
Produktovy i6n: 16n, ktory je vyselektovany v druhom MS kroku, vytvoreny z prekurzorového
16nu koliziou indukovaného napitia (CID = Collision induced dissociation).

Tabulka ¢. 3: MS/MS fragmentacia

Zlucenina  Prekurzor i6n Produktion  Fragmentatna  Segment/RT
(m/z) (m/z)* energia (eV) (min)**
Carbofuran 222 165.0 1,0 2/16,8 min
123.0
Pirimicarb 239 182.0 1,2 2/17,4 min
195.0

* produkt 16n je podc¢iarknuty
** MRM = multi reaction monitoring

6. VYHODNOTENIE NAMERANYCH UDAJOV



Vypocet sa robi na zaklade metédy vonkajSiecho Standardu integraciou ploch pikov alebo
meranim vySok pikov po zohl'adneni elucnych Casov a linearity kalibracnej krivky. Pri vypocte
sa zohl'adni pripadny zried’'ovaci faktor.

Identifikacia sa robi pomocou porovnania retencnych ¢asov a spektier meranych analytov.
Vzorky sa vyhodnocujii pomocou nameranej kalibra¢nej Ciary, ktora pozostava aspon z troch
bodov.

Obsah analytov vo vzorke sa vypocita:

c.V
X = — F
n

X- obsah analytu vo vzorke v mg/kg

¢ — koncentracia meraného roztoku v mg/I
V - kone¢ny objem meraného roztoku v ml
N -navazka vzorky v g

F — zried'ovaci faktor
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