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Laboratoř analýzy biologicky aktivních látek
Stanovení reziduí pesticidů v medu technikou DART–TOFMS 

Stanovení reziduí pesticidů v medu technikou DART–TOFMS 
Zadání

1. Připravte matriční standardy pesticidů (cymiazol, bromopropylate, amitraz, coumaphos, tau-fluvalinate I + II, azoxystrobin (vnitřní standard, IS)) z extraktu medu na koncentrační hladině 0,2; 0,5 a 1 mg/kg.

2. S použitím DART iontového zdroje s autosamplerem a vysokorozlišovacího hmotnostního spektrometru s analyzátorem doby letu iontů proměřte dané matriční standardy a vzorek kontaminovaný rezidui pesticidů.

3. Proveďte kvantifikaci analytů přítomných v „neznámem“ vzorku technikou vnitřního standardu (metoda kalibrační křivky).
Materiál a laboratorní sklo:

· Vzorkovací tyčinky Dip–it® (IonSense)
· Vzorkovací jamky Deepwell Microplates (Life systéme Design)
· Skleněné pasteurovy pipety (Poulen & Graf)
· 2 ml HPLC vialky

Rozpouštědla a chemikálie:

· Polyethylen glykol, průměrná Mr 600 (Sigma-Aldrich)

Přístroje a zařízení:

· DART iontový zdroj DP-100 (IonSense)

· Hmotnostní spektrometr AccuTOF LP (Jeol)

· Autosampler AutoDART HTC PAL (Leap Technologies)

· Váhy AND, model GR – 202EC (A&D Instruments LTD)

· Automatické pipety FinnPipette 0,01–0,2 ml a 0,2 – 1 ml (Thermo Scientific)

Vzorky: Extrakt medu připravený metodou QuEChERS (extrakce acetonitrilem)

Cílové analyty:

Tabulka 1. Přehled cílových analytů
	Analyt
	Vzorec
	Elementární složení
	Mr

	Amitraz
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	C19H23N3
	293,4

	Bromopropylate
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	C17H16Br2O3
	428,1

	Coumaphos
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	C14H16ClO5PS
	362,8

	Cymiazole
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	C12H14N2S
	218,3

	tau-Fluvalinate
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	C26H22ClF3N2O3
	502,9


Princip:

DART (Direct Analysis in Real Time) je nový typ iontového zdroje pro hmotnostní spektrometrii pracující za atmosférického tlaku. Hlavní výhodou DART zdroje je možnost získat informaci (hmotnostní spektrum) analyzovaného vzorku v reálném čase. Vlastní analýza, která se provádí pouhým umístěním vzorku (pevný, kapalný či plynný) do prostoru mezi iontový zdroj a vstup do hmotnostního spektrometru, trvá pouze několik sekund. Do iontového zdroje je vháněno hélium, které je dále vedeno do výbojové komory s jehlovou elektrodou. Na elektrodu je vloženo napětí o velikosti několika tisíc voltů (3000–4000 V), v jehož důsledku dochází k výboji a tvorbě plasmy (směs kladně a záporně nabitých iontů plynu a nenabitých metastabilních atomů plynu). Nabité částice jsou z proudu plynu odstraněny a v další části zdroje je zahříván (obvykle na 250 až 350°C), kontrola teploty plynu usnadňuje zplynění/desorpci látek ze vzorkovaných matric. 

Pracovní postup:

Příprava matričních standardů

K 980 (l extraktu v HPLC vialce (koncentrace matrice 0,5 g/ml) se přidá 20 (l kalibračního roztoku v acetonitrilu (5000, 12500, 25000 ng/ml každý s vnitřním standardem o koncentraci 12500 ng/ml); konečné koncentrace analytů v extraktu jsou 0,2; 0,5; 1 mg/kg a koncentrace vnitřního standardu 0,5 mg/kg.

DART–TOFMS:

Při měření se používá automatický přenos vzorku s využitím autosampleru, doba desorpce vzorku před iontovým zdrojem je 7 s. Optimální nastavení parametrů DART–TOFMS systému uvádí Tabulka 2.

Tabulka 2. Nastavení parametrů DART–TOFMS systému pro analýzu reziduí pesticidů.

	Parametr
	Nastavení

	Mód ionizace
	pozitivní

	Průtok hélia
	2,9 l/min

	Teplota plynu
	300°C

	Napětí na výbojové jehle
	–3000 V

	Elektroda 1
	+150 V

	Elektroda 2
	+250 V

	Napětí na kóně
	+20 V

	Napětí na iontové optice
	+600 V

	Napětí na MCP detektoru
	–2600 V

	Rychlost akvizice spekter
	5 spekter/s


Každý vzorek se analyzuje ve třech opakováních, na konci každé analýzy je před iontový zdroj na vzorkovací tyčince ručně umístěn roztok polyethylen glykolu.

Zpracování dat:

Pro zpracování dat se používá softwaru Mass Center v 1.3. Před zjištěním plochy jednotlivých píků se provede korekci pozadí, tj. odstranění veškerých iontů vznikajících v důsledku kontaminace zdroje nebo ionizace komponent atmosféry ze spektra vzorku. Tabulka 3 uvádí přehled cílových analytů a ionty používané pro kvantifikaci. Obrázek 1 představuje DART spektrum matričního standardu.

Tabulka 3. Přehled analytů, jejich iontových forem a kvantifikačních iontů při analýze technikou DART–TOFMS

	Analyt
	Iontová forma
	Elementární složení
	Kvantifikační ion

[m/z]

	Cymiazol
	[M+H]+
	C12H15N2S
	219,096

	Bromopropylate
	[M+H–H2O]+
	C17H15Br2O2
	410,942

	Amitraz
	[M+H]+
	C19H24N3
	294,197

	Coumaphos
	[M+H]+
	C14H17ClO5PS
	363,022

	Tau-Fluvalinate I + II
	[M+H]+
	C26H23ClF3N2O3
	503,135

	Azoxystrobin (IS)
	[M+H]+
	C22H18N3O5
	404,125
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Obrázek 1. DART spektrum matričního standardu (koncentrace analytů 1 mg/kg, vnitřní standard 0,5 mg/kg). (A) Celkové DART spektrum (m/z 100–550); (B) DART spektra cílových analytů: (1) cymiazol; (2) bromopropylate; (3) amitraz; (4) coumaphos; (5) tau-fluvalinate I + II; (6) azoxystrobin (vnitřní standard).
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