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Optimization of the multiresidue method for the determination
of pesticide residues in root vegetables

Optymalizacja wielopozostatosciowej metody oznaczania pozostatosci
pestycydow w warzywach korzeniowych

Piotr Kaczynski*, 1zabela Hrynko, Ewa Rutkowska, Patrycja Mojsak,
Julia Szabunko, Bozena tozowicka

Summary

The aim of this study was to develop the multiresidue method for the determination of 426 pesticide residues in root vegetables (be-
etroot, carrot, parsnip, parsley, radish and celery) based on QUEChERS method extraction. Optimization of the method included selection
of the parameters such as a sample weight, extracting solvent and sorbent in a clean-up step. The optimum parameter was the appli-
cation of 10 g sample weight/10 ml 1% formic acid in acetonitrile/clean-up 150 mg MgSO, + 25 mg primary secondary amine + 2.5 mg
graphitized carbon black. Active substances were determined by gas chromatography and liquid chromatography coupled with tandem
guadrupole mass spectrometry (GC-MS/MS and LC-MS/MS). The average recoveries for most compounds were in the range 72.3-119.4%
and the relative standard deviations were 0.3-16.2%. The developed method allowing the determination of very low concentration le-
vels (0.005 mg/kg) has been adapted for routine tests defining the pesticide residues in root vegetables. The obtained results were highly
satisfactory and demonstrated their compliance with the criteria recommended by the European Union document SANTE/11945/2015.
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Streszczenie

Celem badan byto opracowanie wielopozostatosciowej metody oznaczania pozostatosci 426 substancji czynnych srodkéw ochrony
roslin w warzywach korzeniowych (buraku ¢wiktowym, marchwi, pasternaku, pietruszce, rzodkiewce i selerze), opartej na metodzie Qu-
EChERS. Optymalizacja obejmowata dobor takich parametréw, jak: masa probki, rodzaj eluentu do ekstrakcji i sorbentu na etapie oczysz-
czania. Najbardziej optymalne okazato sie zastosowanie uktadu 10 g prébki/10 ml 1% kwasu mréwkowego w acetonitrylu/150 mg MgSO,
+ 25 mg pierwszo-drugorzedowej aminy + 2,5 mg czarnego wegla grafityzowanego. Substancje czynne oznaczono technikami chromato-
grafii gazowej i cieczowej sprzezonymi z tandemowa spektrometrig mas (GC-MS/MS i LC-MS/MS). Srednie odzyski dla wiekszosci zwigzkdw
miescity sie w granicach 72,3-119,4%, a wzgledne odchylenie standardowe 0,3-16,2%. Opracowana metoda pozwalajgca na oznaczenie
niskich pozioméw stezen analitéw (0,005 mg/kg), zostata zaadoptowana do badan rutynowych oznaczania pestycydow w warzywach
korzeniowych. Wyniki walidacji byty zadowalajgce i spetniaty kryteria zalecane przez dokument Unii Europejskiej SANTE/11945/2015.

Stowa kluczowe: optymalizacja; pozostatosci pestycyddw; warzywa korzeniowe; aplikacja metody; kontrola urzedowa

Instytut Ochrony Roslin — Paristwowy Instytut Badawczy
Terenowa Stacja Doswiadczalna

Chetmonskiego 22, 15-195 Biatystok

*corresponding author: p.kaczynski@iorpib.poznan.pl

The Polish Society of Plant Protection
The Institute of Plant Protection — National Research Institute



14

Optimization of the multiresidue method / Optymalizacja wielopozostatosciowej metody

Wstep / Introduction

Warzywa korzeniowe stanowig istotng grupe roslin ma-
toobszarowych uprawianych w Polsce. Sa bogatym zrodiem
witamin, sktadnikéw mineralnych oraz btonnika. Warzywa
korzeniowe wrazliwe sg na choroby pochodzenia bakteryj-
nego i grzybowego (m.in. zgnilizn¢ korzeni, parch zwykty,
septorioze selera, czy fuzarioze), szkodniki (m.in. potys$ni-
c¢ marchwianke, pedraki, drutowce, liSciolubke selerowa,
mszyce) oraz chwasty (m.in. rdest powojowy, gwiazdnice
pospolita, przytuli¢ czepna, czy fiotka polnego).

W celu zapewnienia bezpieczenstwa konsumentéw
niezbegdna jest kontrola jakosci warzyw nalezacych do tej
grupy, w tym rowniez ocena pozostatosci sSrodkow ochrony
ro$lin ($.0.r.). Dlatego tez laboratoria powinny dysponowaé
metodami analitycznymi umozliwiajagcymi oznaczanie sze-
rokiego spektrum pestycydow z réznych klas chemicznych
na niskich poziomach stgzen.

Etap przygotowania probki jest krytycznym punktem
catego procesu analizy ze wzgledu na obecno$é w matrycy
m.in.: cukrow (Lozowicka i wsp. 2016a), lipidow 1 wos-
koéw (Kaczynski i wsp. 2017), chlorofilu (Lozowicka i wsp.
2014) i innych barwnikéw roslinnych — karotenoidow, fla-
wonoidoéw, antocyjandw, betalain (Rodriguez-Saona i wsp.
1999; Kujala i wsp. 2002; Zhou i wsp. 2009; Klein i Rodri-
guez-Concepcion 2015).

W celu eliminacji substancji przeszkadzajacych oraz
uniknigcia efektu matrycy niezwykle istotne jest wlasciwe
postepowanie w kluczowych etapach analizy probki tj.: eks-
trakcji, oczyszczania ekstraktu oraz jakosciowego i iloscio-
wego oznaczania analitu. Trudnos$ci analityczne przy opra-
cowywaniu takich metod wynikaja z faktu, iz pozostatosci
wystepuja na niskich poziomach stgzen (ppm, ppb) (Lozo-
wicka i wsp. 2016b).

Obecnie najbardziej uniwersalng metoda przygotowa-
nia probek do badan, pozwalajaca na analize¢ szerokiego
spektrum pestycydow w probkach warzyw jest technika
QuEChERS (quick, easy, cheap, effective, rugged and safe
— szybka, prosta, tania, efektywna, odporna i bezpieczna)
(Rejczak i Tuzimski 2015). Polega ona na izolacji i podziale
w uktadzie ciecz—ciecz sktadnikéw probki z uzyciem ace-
tonitrylu, a nastgpnie oczyszczeniu ekstraktu z wykorzysta-
niem metody dyspersyjnej ekstrakcji do fazy statej (d-SPE
— dispersive solid phase extraction) (Anastassiades 1 wsp.
2003).

Celem pracy byla optymalizacja metody analitycz-
nej umozliwiajacej oznaczanie pozostalosci 426 substan-
cji czynnych (s.cz.) $.0.r. w jednym toku analitycznym
przy wykorzystaniu technik chromatografii gazowej i cie-
czowej sprzezonych z tandemowa spektrometria mas
(GC-MS/MS — gas chromatography-tandem mass spektro-
metry i LC-MS/MS — liquid chromatography-tandem mass
spectrometry).

Materialy i metody / Materials and methods

Materiat do badan stanowit 1 kg zhomogenizowanych
czeséci podziemnych warzyw korzeniowych (marchwi, bu-
raka ¢wiklowego i selera) pochodzacych z gospodarstw
ekologicznych, z czego przygotowano po cztery 250 g
podprébki analityczne do dalszych badan. Nawazki (i) 2,
(i1) 5 oraz (iii) 10 g umieszczono w 50 ml probéwkach poli-
propylenowych, ktére wzbogacono mieszaninami wzorcow
z grupy akarycydow, insektycydow, fungicydow, herbicy-
dow oraz regulatorow wzrostu (tab. 1) na trzech poziomach
stezen: 1. 0,005-0,010 mg/kg, 11. 0,050-0,100 mg/kg i III.
0,500-1,000 mg/kg.

Ekstrakcje prowadzono 10 ml: (i) heksanu, (ii) acetonu, (iii)
1% kwasu mrowkowego w acetonitrylu oraz (iv) metanolu.

Nastepnie dodano mieszaning soli buforujacej: 4 g bez-
wodnego siarczanu magnezu, 1 g chlorku sodu, 1 g uwod-
nionego cytrynianu trisodu oraz 0,5 g uwodnionego wodo-
rocytrynianu disodu.

Probke wytrzasano, odwirowano, a warstwe organicz-
ng przeniesiono do probowki polipropylenowej, po czym
oczyszczano technika dyspersyjnej ekstrakeji do fazy sta-
fej (d-SPE — dispersive solid phase extraction), stosujac
nastgpujgce mieszaniny: (i) 150 mg MgSO, (bezwodny
siarczan magnezu) + 10 mg PSA (primary secondary ami-
ne — pierwszo-drugorzgdowa amina); (ii) 150 mg MgSO,
+ 25 mg PSA + 25 mg C18; (iii) 150 mg MgSO, + 25 mg
PSA + 2,5 mg GCB (graphitzed carbon black — czarny
wegiel grafityzowany); (iv) 150 mg MgSO, + 50 mg PSA
+50 mg C18 + 7,5 mg GCB.

Calos¢ wytrzasano, po czym odwirowano warstwe orga-
niczng 1 przeniesiono bezposrednio do fiolek (w przypadku
analizy LC-MS/MS) lub oddestylowano na wyparce proznio-
wej 1 suchg pozostatos¢ rozpuszczono w 2 ml mieszaniny hek-
san/aceton (9 : 1, v/v) (w przypadku analizy GC-MS/MS).

Wyniki oceniono na podstawie badan odzyskéw po-
szczegolnych zwiazkow z probek wzbogaconych. Parame-
try, takie jak poprawnos¢ i precyzja wyrazone za pomocg
sredniego odzysku i wzglednego odchylenia standardowe-
go (RSD - relative standard deviation) pozwolity na oce-
n¢ wydajnosci metody. Zgodnie z kryteriami zawartymi
w przewodniku SANTE/11945/2015, metod¢ mozna za-
stosowa¢ do badan, gdy warto$ci odzyskéw mieszczg si¢
w zakresie 70—120%, a precyzja jest mniejsza od 20%.
W przypadku wielopozostatosciowych metod odzysk
w przedziale 60—70% oraz 120—130% jest akceptowalny
pod warunkiem spelnienia pozostatych parametrow walida-
cyjnych.

Oznaczenie jakosciowe i ilosciowe wykonano na chro-
matografie gazowym i cieczowym sprzezonym z tandemo-
wa spektrometrig mas (GC-MS/MS 1 LC-MS/MS).

Do analizy pozostatosci $.o0.r. technika chromatografii
gazowe] uzyto chromatografu Agilent 7890 A (Agilent
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Technologies, Palo Alto, CA, USA) wyposazonego w auto-
sampler Agilent 7693 i potaczonego ze spektrometrem mas
z trzema kwadrupolami Agilent 7000B. Separacji dokonano
na kolumnie HP—5ms (30 m x 0,25 mm % 0,25 pum film)
i oznaczono w specyficznych warunkach fragmentacji
MS/MS, ktore zoptymalizowano indywidualnie dla kaz-
dej z analizowanych substancji. Program temperaturowy:
70°C => 25°C/min => 150°C => 3°C/min => 200°C =>
=> 8°C/min => 280°C (izoterma 10,0 min), catkowity
czas analizy 42,25 min. Jako gaz no$ny zastosowano hel
o przeplywie 2,1 ml/min. Jonizacj¢ probki przeprowadzono
z zastosowaniem jonizacji elektronami (EI) (energia
jonizacyjna 70 eV). Temperatura linii transferowej, zrodta
jonow i dwoch kwadrupoli wynosita 280°C, 300°C, 180°C,
180°C. Jako gaz kolizyjny wykorzystano azot.

Do analizy pozostatosci $.o.r. technika chromatografii
cieczowej uzyto chromatografu Eksigent Ultra LC—100
(Eksigent Technologies, Dublin, CA, USA). Separacj¢
analitow przeprowadzano na kolumnie KINETEX CI18
(100 mm % 2,1 mm, 2,6 um) utrzymywanej w temperaturze
40°C. Objetos¢ wstrzykiwanej probki wynosita 10 ul. Faze

Tabela 1. Oznaczane substancje czynne srodkéw ochrony ro$lin
Table 1. Detected active substances of plant protection products

ruchoma stanowity: 0,5% roztwor kwasu mréwkowego
z dodatkiem 2 mmol mrowczanu amonu w wodzie (faza
A) 1 w metanolu (faza B). Analiz¢ przeprowadzono sto-
sujac elucje gradientowa o nastgpujagcym programie:
0—1 min 1% sktadnika B; 1-12 min od 1% do 90% B; 12-22
min 90% B; 22-24 min od 90% do 1% B; 24-30 min 1%
B, przy natgzeniu przeptywu fazy ruchomej 0,50 ml/min.
Detekcje przeprowadzono stosujac zrédio jonizacji przez
rozpylenie w polu elektrycznym w trybie tworzenia jondw
dodatnich, charakteryzujaca si¢ nastgpujagcymi parametra-
mi: napiecie przylozone do iglty 5000 V, temperatura zro-
dta 400°C, cisnienie gazow: wspomagajacego rozpylania
60 psi, pomocniczego 50 psi, ostonowego 30 psi. Jako gaz
rozpraszajacy i kolizyjny wykorzystano azot.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

L. Przygotowanie probki do badan — optymalizacja metody

Opracowanie metody oznaczania 426 s.cz. w warzy-
wach korzeniowych wymagalo przeprowadzenia szeregu

Mechanizm
dziatania
Mode
of action

Substancja czynna
Active substance

1

Akarycydy
Acaricides

(10)

benzoximate?, bromopropylate!, clofentezine?, dicofol!, etoxazole'?, fenbutatin oxide?, hexythiazox'?, propargite'?,
tebufenpyrad'?, tetradifon'

Insektycydy
Insecticides
(179)

3-hydroxycarbofuran', abamectin?, acephate'?, acetamiprid'?, acrinathrin', aldrin', alpha-cypermethrin', amin-
ocarb?, amitraz', azinphos-ethyl!, azinphos-methyl', bendiocarb?, benfuracarb'?, bifenazate'?, bifenthrin', beta-cy-
fluthrin', bromophos-ethyl', bromophos-methyl', buprofezin'?, cadusafos'?, carbaryl'?, carbofuran'?, carbosulfan',
chlorantraniliprole!?, chlorfenvinphos!, chlorfluazuron?, chlorpyrifos!, chlorpyrifos-methyl!, chromafenozide?,
clothianidin?, crimidine?, cyfluthrin', A-cyhalothrin', cypermethrin', dazomet?>, DDT (sum of op’-DDT!, pp’-DDD!,
pp’-DDE!, pp’-DDT!), dieldrin!, dithiocarbamates®, deltamethrin', demeton-S?, demeton-S-methyl?, demeton-S-
methyl sulfone?, diafenthiuron?, diazinon!, dichlorvos', dicrotophos'?, diethyltoluamide (DEET)!, diflubenzuron?,
dimethoate!?, dinotefuran?, dioxacarb?, disulfoton?, disulfoton sulfone?, doramectin?>, emamectin Bla?, emamectin
BI1b?, a-endosulfan!, B-endosulfan!, endosulfan-sulphate!, endrin!, EPN'?, eprinomectin B1a?, esfenvalerate/fenvaler-
ate!, ethiofencarb?, ethiofencarb sulfone?, ethiofencarb sulfoxide?, ethion!, ethiprole?, ethoprophos!'?, etofenprox!'?,
fenamiphos!'?, fenazaquin'?, fenchlorphos'?, fenitrothion!, fenobucarb?, fenoxycarb'?, fenpropathrin', fenpyroximate?,
fensulfothion sulfone?, fenthion!, fipronil'2, flonicamid'?, fluazuron?, flubendiamide?, flufenoxuron?, formothion!,
fosthiazate'?, furathiocarb’, halofenozide?, a-HCH!, B-HCH!, y-HCH (lindane)', heptachlor!, heptachlor epoxide!,
heptenophos!, hexaflumuron?, hydramethylnon?, imidacloprid?, indoxacarb'?, isocarbophos!, isofenphos!, isofenphos-
methyl!, isoprocarb!?, ivermectin?, lufenuron?, malaoxon!, malathion', mecarbam!, metaflumizone?, methacrifos'?,
methamidophos!'?, methiocarb?, methiocarb sulfone?, methiocarb sulfoxide?, methidathion', methomyl?, methoxychlor
(DMDT)!, methoxyfenozide?, metolcarb?, mevinphos'?, mexacarbate?, monocrotophos?, moxidectin?, naled?, niten-
pyram?, novaluron?, omethoate?, oxamyl'2, oxydemeton-methyl?, paraoxon', paraoxon-methyl', parathion', parathion-
methyl!, permethrin', phenthoate'?, phorate!, phorate sulfone?, phorate sulfoxide?, phosalone!, phosmet'?, phoxim?,
pirimicarb'?, pirimicarb-desmethyl?, pirimiphos-ethyl', pirimiphos-methyl!, profenofos', promecarb?, propoxur'?,
prothiofos!?, pymetrozine?, pyridaben', pyridalyl?, pyriproxyfen'?, quinalphos!, rotenone?, spinosyn A', spinosyn D!,
spirodiclofen'?, spiromesifen'?, spirotetramat?, t-fluvalinate!, tebufenozide?, teflubenzuron?, tefluthrin’, tetrachlorvin-
phos!, tetramethrin!, thiacloprid?, thiamethoxam!?, thiodicarb?, thiofanox sulfone?, thiofanox sulfoxide?, triazophos!,
triflumuron?, vamidothion?, zeta-cypermethrin!
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2

Fungicydy
Fungicides
(106)

2-phenylophenol!, acibenzolar-S-methyl?, azaconazole'?, azoxystrobine'?, benalaxyl'?, benthiavalicarb-isopropyl?,
bitertanol'?, boscalid?, bromuconazole'?, bupirimate'?, captafol', captan', carbendazim? carboxin'?, chlorotha-
lonil', chlozolinate!, cyazofamid?, cyflufenamid'?, cymoxanil?, cyproconazole'?, cyprodinil'2, dichlofluanid'?, di-
clobutrazol?, dicloran', diethofencarb'?, difenoconazole'?, dimethomorph'?, dimoxystrobin'?, diniconazole'-, diphe-
nylamine', epoxiconazole'?, etaconazole'?, ethirimol?, famoxadone'?, fenamidone'?, fenarimol', fenbuconazole'?,
fenfuram?, fenhexamid'?, fenpropidin'?, fenpropimorph'?, fludioxonil'?, fluopicolide'?, fluopyram?, fluoxastrobin?,
fluquinconazole'?, flusilazole'?, flutolanil'?, flutriafol™?, folpet', fuberidazole'?, furalaxyl?>, hexachlorobenzene
(HCB)!, hexaconazole'?, imazalil'?, imibenconazole', ipconazole'?, iprodione', iprovalicarb'?, isoprothiolane'?, kre-
zoxim-methyl'?, mendipropamid?, mepanipyrim'2, mepronil?, metalaxyl'?, metconazole'?, methabenthiazuron?, meth-
furoxam?, metrafenone'?, myclobutanil', oxadixyl'?, oxycarboxin?, penconazole'?, pencycuron'?, picoxystrobin'?,
prochloraz'?, procymidone'?, propamocarb?, propiconazole'?, proquinazid®>, prothioconazole-desthio'?, pyra-
carbolid®’, pyraclostrobin'?, pyrazophos', pyrimethanil'?, quinoxyfen'?, spiroxamine'?, tebuconazole'?, tecna-
zene!, tetraconazole'?, thiabendazole?, thiophanate-ethyl?, thiophanate-methyl?, tolclofos-methyl'?, tolylfluanid'?,
triadimefon'?, triadimenol'?, triazoxide?, tricyclazole?, trifloxystrobin'?, triflumizole'?, triforine?, triticonazole'-, uni-
conazole?, vinclozolin', zoxamide'?

Herbicydy
Herbicides
(126)

acetochlor!, alachlor?, ametryn®, amidosulfuron?, atrazine'?, bensulfuron-methyl®>, beflubutamid?, bromacil'?,
butafenacil®, carbetamide?, cerfentrazone-ethyl?, chlorbromuron?, chloridazon'?, chlorotoluron?, chloroxuron?, chlo-
rpropham!, chlorsulfuron?, cinosulfuron?, clethodim?, clodinafop-propargyl®, clomazone'?, cyanazine', cycloxydim?,
cycluron?, cyprazine'?, desmedipham'?, dichlobenil', difenoxuron?, diflufenican (DFF)'?, dimefuron? dimethachlor'?,
dimethenamid-P!, diuron?, ethametsulfuron-methyl?, ethofumesate'?, ethoxysulfuron?® fenchlorazole-ethyl?, fenox-
aprop-ethyl'?, fenuron?, flazasulfuron?, florasulam?, fluazifop-P-butyl!, flufenacet'?, flumioxazin?, fluometuron?,
fluoroglycofen-ethyl?, fluridone?, flurochloridone'?, fluroxypyr-1-meptylheptyl!, flurtamone'?, fluthiacet methyl?,
foramsulfuron?, halosulfuron-methyl?, haloxyfop-ethoxyethyl? haloxyfop-methyl'? hexazinone?, iodosulfuron-meth-
yI2, isoproturon?, isoxaben?, isoxadifen-ethyl?, isoxaflutole?, lenacil'?, linuron?, mefenacet?>, mesosulfuron-methyl?,
mesotrion?, metamitron'?, metazachlor'?, methoprotryne?, metobromuron'?, metolachlor', metosulam?, metoxuron?,
metribuzin'?, metsulfuron-methyl?>, monolinuron®, monuron?, napropamide’, neburon?, nicosulfuron? nitrofen', nor-
flurazon?, oxyfluorfen', pendimethalin'?, pethoxamid?, phenmedipham?, picolinafen?, primisulfuron methyl?, profoxy-
dim?, prometon?, prometryn'?, propachlor', propaquizafop'?, propazine', propham'?, propoxycarbazone-sodium?,
propyzamide'?, prosulfocarb!?, prosulfuron?, pyridafol?, pyridate?, quinoclamine'?, quizalofop-p-ethyl', rimsulfuron?,
secbumeton?, siduron?, simazine'?, simetryn?, sulfentrazone?, sulfometuron-methyl?, sulfosulfuron?, tebuthiuron?, te-
praloxydim?, terbumeton?, terbuthylazine'?, terbutryn'?, thidiazuron?, thifensulfuron-methyl? thiobencarb?, traloxy-
dim E?, traloxydim Z2, triasulfuron?, tribenuron-methyl?, trifluralin’, triflusulfuron-methyl?, tritosulfuron®

Regulatory
wzrostu
Growth

regulators

(4)

flumetralin', forchlorfenuron?, paclobutrazol'?, trinexapac-ethyl?

Inne — Others

(M

piperonyl butoxide?

'GC-MS/MS, *LC-MS/MS

eksperymentow na etapie przygotowania probki do badan,
takich jak dobdr: rodzaju rozpuszczalnika uzytego do eks-
trakcji, masy probki, a takze mieszanin sorbentow stosowa-
nych na etapie oczyszczania (tzw. ,,clean-up”).

1) masa probki i rozpuszczalnik do ekstrakcji

Pierwszym badanym parametrem optymalizacji meto-
dy byt dobor rodzaju rozpuszczalnika. Na podstawie prze-
prowadzonych badan stwierdzono, iz wybodr selektywnego
ekstrahenta wobec tak duzej liczby analizowanych pestycy-
dow byt zadaniem najtrudniejszym ze wzgledu na szerokie
spektrum oznaczanych zwigzkow (426 s.cz.) pochodzacych
z r6znych grup chemicznych oraz charakteryzujacych sig
réznymi wlasciwosciami fizyko-chemicznymi.

Mase probki 5 g wybrano jako optymalng na tym eta-
pie badan. Przeprowadzono szereg eksperymentéw po-
rownujacych efektywnos$¢ ekstrakeji analitdw poprzez
ocen¢ odzyskéw. Na podstawie danych przedstawionych
na rysunku 1. stwierdzono, iz w przypadku zastosowa-
nia nawazki 5 g oraz 10 ml heksanu lub acetonu, war-
tosci odzyskow dla ponad 150 zwigzkdéw nie speiniaty
kryteriow zawartych w SANTE/11945/2015. Zastosowa-
nie metanolu poprawilo efektywnos¢ wymywania bada-
nych analitéw, a tym samym zwigkszylo liczbe zwigz-
kéw, ktorych odzyski miescity si¢ w akceptowalnym
zakresie (powyzej 300 s.cz.). Wyniki analiz, w ktorych
zastosowano ekstrakcje 1% kwasem mréwkowym w aceto-
nitrylu zapewnity odzyski w zakresie 60-70% dla 70, 83,
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79 zwigzkow, w zakresie 70—120% dla 215, 220, 220 zwigz-
kéw, w zakresie 120-130% dla 74, 50, 64 zwiazkow, od-
powiednio dla marchwi, buraka ¢wiklowego i selera (rys. 1).

Na podstawie wyzej przedstawionych wynikéw mozna
wnioskowac, iz 1% kwas mrowkowy w acetonitrylu okazat
si¢ najbardziej selektywnym rozpuszczalnikiem wzgledem
tak duzej liczby analizowanych pestycyddéw, zapewniajac
maksymalne odzyski analitéw przy minimalnej wspolek-
strakcji interferentdéw. Dodanie kwasu mrowkowego jako
srodka zakwaszajacego do zasadowych matryc (np. se-
ler, pietruszka) pozwolito utrzymac¢ pH probki pomiedzy
5,0-5,5, gwarantujac przy tym stabilno$¢ wrazliwych na
zmiany pH pestycydow (np. abamektyna, acefat, fenheksa-
mid, czy chlorotalonil).

Ekstrakcja heksanem i acetonem spowodowata wzrost
intensywno$ci ko-ekstrakeji zwigzkdéw przeszkadzajacych
w analizie chromatograficzne;j, dlatego tez te rozpuszczalniki
nie mogly by¢ wybrane do dalszej optymalizacji metody.

W kolejnym etapie sprawdzono wptyw 2 g i 10 g masy
probki na efektywno$¢ procesu ekstrakeji przy uzyciu 1%
kwasu mréwkowego w acetonitrylu. Eksperyment wykazat,
iz stosowanie najmniejszej nawazki (2 g) nie spetniato kry-
teriow metody, tj. dla okoto 100 zwigzkow nie uzyskano od-
zyskow w akceptowalnym zakresie. W przypadku nawazki
10 g uzyskano najlepsze parametry walidacyjne (odpo-
wiednio dla marchwi, buraka ¢wiklowego i selera odzyski
w zakresie 60—70% dla 45, 75, 65 zwigzkoéw, w zakresie
70-120% dla 298, 301, 305 zwigzkow, natomiast w zakre-
sie 120-130% dla 65, 32, 34 zwiazkow, przy wzglednym
odchyleniu standardowym < 20%) (rys. 2).

2) sorbent do oczyszczania

Ze wzgledu na niewystarczajace usunigcie substancji
ko-elujacych z badanych matryc, kolejnym optymalizowa-
nym parametrem byt wybor rodzaju mieszaniny sorbentow
w tzw. ,,clean-up”.

Warzywa korzeniowe zawieraja duze ilosci barwnikow
roslinnych, takich jak: karotenoidy (marchew) (Klein i Ro-
driguez-Concepcion 2015), flawonoidy (seler) (Zhou i wsp.
2009), antocyjany (rzodkiew) (Rodriguez-Saona i wsp. 1999)
i betalaina (burak ¢wiklowy) (Kujala i wsp. 2002), ktore w
znacznym stopniu utrudniaja analiz¢ chromatograficzna.

Z dostepnych danych literaturowych wynika, iz w przy-
padku probek zawierajacych znaczne ilosci barwnikow
ros$linnych, na etapie d-SPE stosuje si¢ ztoza zawierajace
wegiel aktywny (GCB), grupy oktadecylowe (C18), czy
oktylowe (C8) (Lozowicka i wsp. 2016b). W zwiazku z tym,
ze analizowane matryce (marchew, burak ¢wiktowy i seler)
moga zawiera¢ rozne ilosci i rodzaje barwnikow roslinnych,
testowano cztery mieszaniny sorbentéw (opisane w roz-
dziale Materialy i metody). Eksperymenty przeprowadzono
z wykorzystaniem 10 g nawazki i 1% kwasu mréwkowego
w acetonitrylu, ktore zostalty wybrane jako optymalne na
etapie ekstrakcji analitow.

Zastosowanie na etapie oczyszczania mieszanin (i)
MgSO, + PSA i (ii) MgSO, + PSA + CI18 dato porowny-
walne wyniki dla wszystkich testowanych matryc. Jednakze
w przypadu tych sorbentoéw dla ponad 100 zwiazkéw odzy-
ski nie miescily si¢ w akceptowalnym zakresie (rys. 3).

Zastosowanie mieszaniny (iv) MgSO, + PSA + C18 +
GCB spowodowalo wzrost efektywnosci oczyszczania
probki, a nieakceptowalne wartosci odzyskow uzyskano
dla okoto 50 analizowanych zwiazkow. Jednak najbardziej
skuteczne okazato si¢ oczyszczanie ekstraktu przy wy-
korzystaniu mieszaniny (iii) MgSO, + PSA + GCB. Za-
stosowanie powyzszej kombinacji zapewnito odzyski
w akceptowalnym zakresie (60—70% dla 37, 46, 40 zwiaz-
kow, 70-120% dla 359, 318, 312 zwiazkow, 120-130% dla
30, 62, 74 zwiazkdéw odpowiednio dla marchwi, buraka
¢wikltowego i selera (rys. 3).

Reasumujac, na podstawie przeprowadzonych badan
optymalizacyjnych, opracowano procedure oznaczania
426 s.cz. w probkach warzyw korzeniowych w jednym toku
analitycznym z zachowaniem dobrych parametrow walida-
cyjnych, spetniajac kryteria metody wielopozostalosciowej
(SANTE/11945/2015). Schemat przygotowania probki wa-
rzyw korzeniowych do badan przedstawia rysunek 4.

I1. Walidacja metody

Walidacj¢ zoptymalizowanej metody oznaczania
pozostatosci $.o0.r. przeprowadzono zgodnie z wytycznymi
przewodnika SANTE/11945/2015. Charakteryzuje si¢ ona
dobrymi parametrami walidacyjnymi (wzgledne odchy-
lenie standardowe RSD 0,3-16,2%). Srednie odzyski
analizowanych zwigzkow miescity si¢ w granicach
72,3—119,4% w badanym zakresie st¢zen 0,005—1,00 mg/kg
Czes¢ zwiazkow wykazata akceptowalne odzyski w zakre-
sie 62,0-68,9% oraz 121,5-125,9% z grupy akarycydow
(tetradifon), fungicydéw (kaptafol, kaptan, folpet), herbi-
cydéw (atrazyna, kletodym, symazyna) oraz insektycydow
(benfurakarb, kadusafos, izokarbofos) charakteryzujac si¢
dobrymi pozostatymi parametrami walidacyjnymi.

I11. Aplikacja metody

Proponowana metoda pozwolita na jednoczesne ozna-
czanie szerokiego spektrum pestycydow pochodzacych
z roznych grup chemicznych w podziemnych czegsciach wa-
rzyw korzeniowych.

Analizie poddano 49 probek warzyw korzeniowych:
buraka ¢wiktowego, marchwi, pasternaku, pietruszki, rzod-
kiewki i selera, pobranych z gospodarstw produkcyjnych na
terenie wojewodztwa lubelskiego, mazowieckiego, podla-
skiego i warminsko-mazurskiego.

Pozostatosci $.0.r. wykryto w 24 probkach, co stanowilo
49% przebadanych probek warzyw korzeniowych. Probki
z pozostalosciami nieprzekraczajagcymi najwyzszych do-
puszczalnych pozioméw pozostatosci (NDP) stanowity
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Rys. 1. Wplyw rodzaju rozpuszczalnika na odzysk pestycydow
Fig. 1. Influence of different type of solvent on the extraction recovery
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Rys. 2. Wplyw roznej masy probki na odzysk pestycydow
Fig. 2. Influence of different amount of samples on the extraction recovery
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Fig. 3. Influence of different sorbents on the extraction recovery
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10 g pro 10 g of sample

Etap 1 - Step 1
10 ml 1% kwasu mrowkowegow ACN
-10 ml 1% formic acid in ACN

Mieszanie 1 min - Shake 1
Izolacja - Isolation

4g MgSO,
1g NaCl
1g Na,Cit (Sodium Citrate Dihydrate)

0,5g Na,Cit (Sodium Hydrogencitrate Sesquihydrate)

Mieszanie 1 min - Shake 1 min

Wirowanie 5 min 4000 rpm

Etap 2 - Step 2

- Centrifuge 5 min 4000 rpm)

Oczyszczanie - Clean-up

25 mg PSA
2,5mg GCB
150 mg MgSO,

Etap 3 - Step 3
min - Shake 1 min

Wirowanie 10 min 4000 rpm
- Centrifuge 10 min 4000 rpm

Analiza - Analysis

Chromatografia gazowa GC-MS/MS
- Gas chromatography GC-MS/MS

Chromatografia cieczowa LC-MS/MS
- Liquid chromatography LC-MS/MS

Etap 4 - Step 4

Rys. 4. Schemat przygotowania probki warzyw korzeniowych
Fig. 4. Outline of sample preparation of root vegetables
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Rys. 5. Pozostatosci srodkow ochrony roslin w warzywach korzeniowych
Fig. 5. Pesticide residues in root vegetables

47%, natomiast 2% probek wykazalo nieakceptowalne W buraku éwiklowym oraz pasternaku nie stwierdzono po-
stezenie (powyzej NDP). Pozostatosci $.0.r. stwierdzono  zostatosci $.0.1. (rys. 5).

w 4 sposrod 6 badanych gatunkéw warzyw. Czgsto$¢ ich wy- Potwierdzono obecno$¢ 11 zwigzkéw z 426 poszuki-
stgpowania byla zréznicowana i wynosita 100% w selerze,  wanych, w tym jednego z grupy insektycydow, szesciu
78% pietruszce, 59% w marchwi oraz 50% w rzodkiewce.  fungicydow i czterech herbicydéw (rys. 5). Najczesciej
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Rys. 6. Czgstos¢ wykrywania poszczegdlnych zwigzkow w warzywach korzeniowych
Fig. 6. The frequency of occurrence of compounds detected in root vegetables

stwierdzono pozostatosci herbicydu linuronu (32,6%) oraz
insektycydu chloropiryfosu (27,9%).

Przeprowadzone badania wykazaty dwojakiego rodza-
ju nieprawidtlowosci w stosowaniu §.0.r. — przekroczenia
NDP i stosowanie preparatow niedopuszczonych do ochro-
ny upraw. W przypadku wykrycia stezen powyzej najwyz-
szego dopuszczalnego poziomu uruchomiono procedurg
alarmowg RASFF (Rapid Alert System for Food and Feed).
W jednej prébee (pietruszki) stwierdzono taka niezgodno$é
dla trifluraliny (0,064 mg/kg, NDP= 0,01 mg/kg). Powodem
tego mogl by¢ nieprawidlowy dobor §.0.r. i jego dawki, jak
réwniez termin, czy technika zabiegu chemicznej ochrony.

W 8 probkach (16,3% przebadanych probek) wykryto
substancje niedozwolone do ochrony poszczegélnych
upraw. Nieprawidtowosci te dotyczyly dwoch s.cz. w czte-
rech rodzajach upraw. Odnotowano niedozwolone sto-
sowanie jednej substancji owadobdjczej (chloropiryfosu
w marchwi, pietruszce i rzodkiewce) oraz substancji chwa-
stobdjczej (trifluraliny w pietruszce). Uzyskane wyniki
wskazuja na problem z ochrong upraw matoobszarowych.
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