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Wyzszy stopien potwierdzania obecnosci zwigzku w badaniach
przesiewowych i analizie ilosciowej pestycydow w probkach owocow
| warzyw dzigki systemom QTRAP® LC/MS/MS

Mozliwosci systeméw QTRAP® LC/MS/MS
w poréwnaniu z systemami opartymi na
potréjnym kwadrupolu:

e Selektywnos¢ i czutosé trybu MRM
w analizie ilosciowej, najnizsze
granice wykrywalnosci, doskonata
powtarzalnosé wynikow i liniowy zakres
dynamiczny.

e Szybkosc¢ i wysoka czutos¢ skanowania
liniowej putapki jonowej do analizy
jakosciowej i potwierdzania obecnosci
danego analitu.

e Bogate widma MS/MS, uzyskane
dzieki fragmentaciji jonéw w komorze
zderzen LINAC® i wykorzystaniu techniki
rozszerzenia zakresu energii zderzen
(Collision Energy Spread).

e Brak opdznienia w przetgczaniu
pomiedzy funkcjami potréjnego
kwadrupola i systemu QTRAP®
w eksperymentach IDA, pozwalajgcy
na analize ilosciowa i potwierdzenie
obecnosci danego analitu za pomoca
widm MS/MS podczas jednego
cyklu LC.

e \Wyzszy stopien potwierdzania
obecnosci danego agalitu, uzyskany
dzieki przeszukiwaniu bibliotek widm
fragmentacyjnych minimalizuje ryzyko
uzyskania wynikow fatszywie dodatnich
i fatszywie ujemnych.

3200 QTRAP® LC/MS/MS System
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Rycina 1. Sciezka jonowa w systemie QTRAP® LC/MC/MC

Zarys

Niniejszy dokument przedstawia
wykorzystanie systemow QTRAP®
sprzezonych z chromatografem
cieczowym w badaniach przesiewowych
i potwierdzaniu obecnosci pestycyddw
w probkach owocdow i warzyw.
Poréwnano selektywnosé, czutosé

i doktadnosc¢ detekciji przy uzyciu
systemu QTRAP® w odniesieniu do
konwencjonalnego spektrometru mas

z potréjnym kwadrupolem. Podkreslono,
ze wyzszy stopien potwierdzenia
obecnosci zwigzku w systemie QTRAP®
zostat osiggniety dzieki skanowaniu
MS/MS za pomoca liniowej putapki
jonowej i odniesieniu tak uzyskanych
wynikéw do danych zgromadzonych

w bibliotece widm fragmentacyjnych.
Takie podejscie minimalizuje potencjalne
ryzyko otrzymania wynikéw fatszywie
dodatnich i ujemnych.

Wstep

Chromatografia cieczowa (LC)

w potaczeniu z tandemowym
spektrometrem masowym (MS/MS)

jest poteznym narzedziem analitycznym
wykorzystywanym w wielu laboratoriach
badajgcych zywnos¢, prowadzgcych
badania srodowiska naturalnego

i zajmujgcych sie medycyng sgdowa,
stosowanym do wykrywania obecnosci
pestycydow, narkotykdw, steroidow,
farmaceutykdw, produktéw higieny
osobistej oraz wielu innych zanieczyszczen
wystepujacych w sladowych stezeniach.

Zakres stosowanych zrédet jondw
obejmuie jonizacje elektrosprej (ESI),
jonizacje chemiczna pod cisnieniem
atmosferycznym (APCI, Atmospheric
Pressure Chemical lonization) i fotojonizacje
pod cisnieniem atmosferycznym (APPI,
Atmospheric Pressure Photo lonization).
Zapewniajg one jonizacje zardwno
zwigzkdw polarnych jak i niepolarnych.
Wytworzone w Zrddle jony przemieszczajg
sie przez Sredniocisnieniowy tgcznik dalej
do analizatora mas.

Analizator mas typu potréjny kwadrupol
(QaQ) pracujgcy w trybie monitorowania
reakcji wielokrotnych (MRM, Multiple
Reaction Monitoring) jest wykorzystywany
gtdwnie do celowanej analizy ilosciowe.
W trybie MRM, pierwszy kwadrupol
filtruje specyficzny jon macierzysty, ktory
w komorze zderzen (drugi kwadrupol)
rozpada si¢ wskutek zderzen na jony
fragmentacyjne (jony potomne), a te sg
nastepnie filtrowane przez trzeci kwadrupol
(rycina 2).

W roku 2002 firma Applied Biosystems/
MDS AnalyticalTechnologies (obecnie
firma AB SCIEX) wprowadzita nowa
generacje systemow LC/MS/MS -
hybrydowych spektrometrow z potréjnym
kwadrupolem i liniowa putapka jonowa
Z osiowym usuwaniem jondw (System
QTRAP®). System QTRAP® zapewnia
unikalne mozliwosci dzieki technologii
taczacej eksperymenty celowane
wiasciwe dla potréjnego kwadrupola
takie jak MRM, skanowanie jondw
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Rycina 2. Badanie przesiewowe i potwierdzenie obecnosci pestycyddw przy pomocy potréjnego kwadrupola oraz systemu QTRAP® LC/MS/MS. Diagram po lewej:
wykrywanie 150 par MRM w celu poszukiwania pestycyddw. Diagram srodkowy: Widmo fragmentacyjne otrzymane w potréjnym kwadrupolu. Diagram po prawej:

Wzmocnione widmo fragmentacyjne otrzymane w systemie QTRAP® w celu potwierdzenia obecnosci wykrytych pestycyddéw. (Prosze zauwazyc, ze czutos¢ widma
QTRAP® MS/MS jest ponad 100 krotnie wyzsza niz czuto$¢ widma otrzymanego w potréjnym kwadrupolu).

macierzystych (Precursor lon, Pl), utrata
obojetnej czgsteczki (Neutral Loss, NL),

z funkcjami skanowania o duzej czutosci
putapki jonowej, takimi jak wzmocnione
MS (Enhanced MS, EMS), wzmocnione
skanowanie jondw potomnych (Enhanced
Product lon, EPI), skanowanie w
podwyzszonej rozdzielczosci (Enhanced
Resolution, ER), wzmocnione skanowanie
jondw wielokrotnie natadowanych
(Enhanced Muiltiple Charge, EMC) oraz
MS/MS/MS**,

Technologia systemu QTRAP®
Analizator mas systemu QTRAP®

oparty jest na konwencjonalnej Sciezce
jonowej spektrometru mas typu potréjny
kwadrupol. W poréwnaniu do systeméw
QaQ, trzeci kwadrupol (Q3) systemu
QTRAP® moze by¢ wykorzystany jako
kwadrupol lub jako liniowa putapka jonowa
(LIT, ang. linear ion trap). Podwajna
funkcjonalnos¢ Q3 pozwala osiggngé
systemowi QTRAP® petne mozliwosci
spektrometru masowego typu QqQ, w tym
monitorowanie wielu reakcji (MRM) do
selektywnej i czutej analizy ilosciowej oraz
dodatkowe funkcje LIT. Nowe mozliwosci
skanowania LIT znacznie zwiekszaja
wydajnos¢ badan przesiewowych,
potwierdzania obecnosci i identyfikacii
Zwigzkow.

Dziatanie Q8 jako LIT mozna podzieli¢ na
dwa podstawowe etapy: (1) chwytanie
i (2) skanowanie, co pokazano na rycinie

3. W pierwszym etapie, w zaleznosci

od wybranego trybu skanowania, jony
macierzyste i/lub jony potomne opuszczaja
komore zderzen i zostajg wprowadzone
do Q3 dziatajgcego w trybie LIT. Tam,

za pomoca przytozonego prostopadle
napiecie RF i odpychajgcego napiecia
DC przytozonego do soczewki wyjscia,
jony zostajg uwiezione. Po trwajgcym
zazwyczaj kilka milisekund akumulowaniu
jondéw, soczewka wejscia zablokowywuje
dostep do Q3 dla kolejnych jondw.
Uwigzione w putapce jony sa przez

krétki czas ,schtadzane” a nastepnie,
przy uzyciu napiecia pomocniczego
przyktadanego jednoczesnie z napieciem
RF, wyprowadzane osiowo z LIT do
detektora.

Najwaznigjsze tryby skanowania LIT
stosowane w badaniach przesiewowych,
potwierdzaniu obecnosci i identyfikacji
zwigzkow to: wzmocnione MS (Enhanced
MS, EMS), skanowanie w podwyzszonej
rozdzielczosci (Enhanced Resolution,

ER) oraz wzmocnione skanowanie jonéw
potomnych (Enhanced Product lon, EPI).

W trybie EMS, putapka jonowa wypetniana
jest jonami wygenerowanymi przez zrédto
jonéw co pozwala na przeprowadzenie
identyfikacji zwigzkow.

Tryb skanowania ER stuzy do pomiaru
masy jonéw z wyzsza doktadnoscia. Tryb
ten moze zosta¢ uzyty do okreslenia
krotnosci tadunku jonu oraz do oceny
profilu izotopowego. Wreszcie tryb EPI
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Rycina 3: Chwytanie i skanowanie jonéw w liniowej putapce jonowej (LIT)
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moze by¢ wykorzystany do potwierdzenia
tozsamosci wykrytych zwigzkéw przez
interpretacje widm fragmentacyjnych lub
przez przeszukiwanie bibliotek widm.

Wzmochnione skanowanie jonéw
potomnych (EPI) w systemach

QTRAP® ma wiele zalet wyrdzniajgcych

je na tle trybéw skanowania jonéw
fragmentacyjnych w spektrometrach mas
typu QaQ. Sg to m.in.:

e Znacznie wyzsza czuto$é widm
uzyskanych w trybie wzmocnionego
skanowania jonéw potomnych (EPI),
uzyskana dzigki akumulaciji jondw w LIT
(patrz rycina 2).

e Wiecej jondw fragmentacyjnych
uzyskanych w pojedynczym widmie
MS/MS, dzieki zastosowaniu
rozszerzenia zakresu energii zderzen
(Collision Energy Spread)

e Nizszy czas trwania cykli pracy dzieki
szybszemu skanowaniu liniowej putapki
jonowej

Wzmocnione skanowanie jonéw
potomnych (EPI) w systemach QTRAP®
ma wiele zalet wyrdzniajgcych je na

tle tradycyjnych spektrometrow mas

Z putapka jonowa. Sg to m.in.:

¢ Widma MS/MS bogate we fragmenty
sg charakterystyczne dla dysocjacii
indukowanej zderzeniami (CID, Collision
Induced Dissociation), w przeciwieristwie
do widm uzyskanych w wyniku
wzbudzenia rezonansowego

Dzigki powstawaniu fragmentéw
w komorze kolizyjnej nie ma typowego
dla putapki jonowej odciecia niskich mas.

Nizszy czas trwania cykli w poréwnaniu
z diugoscig cykli w tradycyjnych
putapkach jonowych uzyskany dzigki
jednoczesnemu wyborowi jonu
macierzystego i fragmentacji w czasie,
gdy system QTRAP® jest wypetniony

Nadzwyczajna opornos¢ LIT na efekt
tadunku przestrzennego, dzieki czemu
nie obserwuje sie przesuniecia mas

i nieprawidtowych profili izotopowych
w otrzymywanym widmie*®

Czes¢ eksperymentalna

W eksperymencie obejmujgcym badanie
przesiewowe i potwierdzenie obecnosci
pestycydow wykorzystano system

3200 QTRAP® LC/MS/MS ze zrédtem
jonéw Turbo V™ i sondg ESI w trybach
potréjnego kwadrupola i QTRAP®.

Probki

Probki owocéw i warzyw (jabtko, morela,
banan, ogdérek, winogrono, grejpfrut, kiwi,
cytryna, pomarancza, gruszka, papryka,
rodzynki, truskawki, herbata i pomidor)
zostaly wyekstrahowane przy pomocy
zmodyfikowanej procedury QUEChERS
(skrot od ,Quick, Easy, Cheap, Effective,
Rugged, and Safe”, czyli szybko,

prosto, tanio, wydajnie, niezawodnie

i bezpiecznie).”

HPLC

Wykorzystano system firmy Shimadzu
Prominence zawierajgcy kontroler
systemu CBM-20A, 2 pompy LC-20

AD, degazer DGU-20A3, automatyczny
podajnik prébek SIL-AC i piec do kolumn
CTO-20AC. Rozdziat prowadzono na
kolumnie Phenomenex Synergi 4u Fusion-
RP 80A 50x2 mm w gradiencie eluentu

A (woda z 5 mM mréwczanem amonu)

i eluentu B (metanol z 5 mM mréwczanem
amonu) zmienianym od 80/20 do

10/90 (A/B) w ciggu 8 minut. Kolumne
utrzymywano temperaturze 25 °C.
Wprowadzono 20 pL probki.

[ XIC of +MRM (150 par): 278.2/1... Maks. 4.9e4 cps.

Wzorzec 10ppb

1.20e5
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[ XIC of +MRM (150 par): 278.2...

Detekcja MS/MS

W trybie QqQ, w jonach dodatnich,
wykorzystujgc 2 pary MRM dla kazdego
zwigzku wykryto 75 pestycyddw.

W tabeli 1 wymieniono wykryte w czasie
analizy pary MRM (quantifier/qualifier)
wraz z odpowiednimi stosunkami tych
par. Wszystkie parametry zalezne

od zwigzkdw zostaty catkowicie
zoptymalizowane, w celu wykrycia
kazdego z pestycydow z najwyzszg
czutoscig. Czas trwania kazdego
przejscia MBM (dwell time) wynosit 5ms.
Typowy eksperyment z wykorzystaniem
potréjnego kwadrupola poréwnano

z unikalng technologig warunkowego
zbierania danych QTRAP® (Information
Dependent Acquisition, IDA), w ktérej dla
kazdego ze zwigzkdw monitorowano tylko
jedno, trwajgce 10ms przeksztatcenie
MRM. Jesli dia ktorejkolwiek z par MRM
uzyskano sygnat powyzej 500 zliczen na
sekunde, automatycznie uruchamiane
byto wzmocnione skanowanie jondw
potomnych (EPI). Widma EPI rejestrowano
w zakresie 50 do 550 amu przy
predkosci skanowania 4000 amu/s

i energii zderzen (Collision Energy, CE)
réwnej 35V, z rozszerzonym zakresem
energii zderzen (Collision Energy Spread,
CES) wynoszacym 15V. Ponadto,

w celu zminimalizowania ryzyka utraty
jednoczesnie wymywanych zwigzkdw,
aktywowany zostat tryb dynamicznego
wykluczania.
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2900 Ekstrakt z moreli
2500 5,8 g/kg (10x rozcienczone)

2000
1500
1000

500

6 7 8 9
Czas, min

W XIC of +MRM (150 par): 278.2/1...

4.9e4 76

4.0e4{ Wzorzec 10ppb
MRM dla metazachloru
30e41 (stosunek par =|0,99)

2.0e4

sdo ‘gsoumAsuaju|

1.0e4

0.0

Maks. 4.9¢4 cps. W XIC of *MRM (150 par): 278.2]...

Maks. 2900.0 cps.

2900 76

2500 Ekstrakt z moreli

2000 MRM dla metazachloru
(stosunek par = 0,90)

1500
1000

500

A

5 6 7 8 9 10
Czas, min

0

5 6 7 8 9 10
Czas, min

Rycina 4: Analiza ilosciowa i potwierdzenie na podstawie stosunku dwdch par MRM
(278/134 1 278/210) obecnosci 5,8ug/kg metazachloru w ekstrakcie z moreli
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Pestycyd

Acetamipryd
Aldikarb
Atrazyna
Azoksystrobina
Benalaksyl
Bendiokarb
Bromukonazol
Buprofezyna
Karbaryl
Karbendazym
Karbofuran
Chlorfenwinfos
Chlorotoluron
Chlorpyrifos-metyl
Cyjanazyna
Cyprokonazol
Cyromazyna

Dezetyl-atrazyna

Dezizopropyl-atrazyna

Diazynon
Dichlorfos
Difenokonazol
Difenoksuron
Diflubenzuron
Dimetenamid
Dimetoat
Dimetomorf
Diuron
Etiofenkarb
Fenamifos
Flufenacet
Flufenoksuron
Fluroksypyr
Heksaflumuron
Imazalil
Imazapyr
Imazakwin

Imidakloprid

MRM

223/126 223/99
208/89 208/116
216/174 216/104
404/372 404/344
326/148 326/91
224/109 224/167
378/159 378/161
306/201 306/116
202/145 202/127
192/160 192/132
222/165 222/123
359/99 359/155
213/72 213/46
322/125 324/125
241/214 241/104
292/125 292/70
167/85 167/68
188/146 188/104
174/104 174/96
305/169 306/97
221/109 223/109
406/251 408/253
287/72 287/123
311/141 311/158
276/244 276/168
230/125 230/199
388/301 388/165
233/72 235/72
226/107 226/77
304/217 304/202
364/194 364/152
489/141 489/168
255/209 255/181
461/158 461/141
297/159 299/161
262/217 262/149
312/199 312/267

256/175 256/209

stosunek LOD

par
0,20
0,60
0,51
0,45
0,97
0,95
077
0,71
0,40
0,17
0,44
0,90
0,21
0,71
0,24
0,95
0,45
0,40
0,77
0,94
0,55
0,56
0,65
0,70
0,24

0,76

0,62
0,59
0,71
0,51
0,74

0,59

0,54
0,99

0,73

(ng/mL)

0,2

0,1

0,05

0,1

0,5

0,5

0,2

0,2

0,05

0,2

0,5

0,2

0,5

0,5

0,5

0,5

01

0,2

0,5

0,1

0,2

0,5

0,5

0,5

0,1

0,2

0,5

0,2

0,5

%CV
(n=3)

4,7
8,5
55
1,5
3,3
79
4,5
4,9
54
3,1
3,3
55
3,2
8,4
6,9
7,2
4,2
77
6,7
3,1
4,6
2,8
2,0
6,6
3,2
2,8
4,3
51
6,7
2,6
34
7.6
10,4
9,0
8,5
3,0
4,5

4,6

Pestycyd

Irgarol
Izoproturon
Lenacyl
Linuron
Lufenuron
Malation
Mebendazole
Metalaksyl
Metamitron
Metazachlor
Metabenzotiazuron
Metydation
Metiokarb
Metomy!
Metolachlor
Metolkarb
Metrybuzyna
Molinat
Monolinuron
Monuron
Nitenpyram
Oksadiksy!
Pendymetalin
Prochloraz
Profenofos
Promekarb
Prometon
Prometryna
Propachlor
Propanil
Propikonazol
Prosulfokarb
Simazyna
Spiroksamina
Terbutryn
Tiabendazol

Tiakloprid

MRM

254/198 254/83
207/72 207/46
235/153 235/136
249/160 249/182
511/141 511/158
331/127 331/99
296/164 296/105
280/220 280/192
203/175 203/104
278/134 278/210
222/165 222/150
3083/145 303/85
226/169 226/121
163/88 163/106
284/252 284/176
166/109 166/94
215/187 215/84
188/126 188/55
215/126 215/99
199/72 199/126
271/126 271/237
279/219 279/132
282/212 282/194
376/308 376/70
375/305 373/303
208/109 208/151
226/142 226/86
242/158 242/200
212/170 212/94
218/127 218/162
342/159 342/69
252/91 252/128
202/132 202/124
298/144 298/100
242/186 242/68
202/175 202/131

253/126 253/99

stosunek LOD

par
0,14
0,25
0,24
0,98
0,50

0,42

0,72
0,98
0,35
0,93

0,96

0,30
0,70
0,52
0,68
0,16
0,78
0,51
0,18
0,26
0,87

0,94

0,72
0,96
0,25
0,21
0,90

0,66

0,62

0,32

(ng/mL)

0,05

0,2

0,2

0,2

0,2

0,5

0,2

0,1

01

0,5

0,5

0,1

0,5

0,5

0,1

0,5

0,5

0,2

0,1

0,2

0,2

0,5

0,2

0,5

0,2

0,1

0,2

%CV
(n=3)

2,2
3,9
5,0
8,5
1,9
27
1.1
4,9
4,3
2,4
3,5
4,7
33
7,0
2,2
3,8
8,2
79
6,0
1,6
41
0,7
8,7
2,8
1.9
6,4
3.2
0,2
3,7
3,6
1,0
7.3
3,1
3,4
2,0
16

6,7
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Wyniki

Selektywnos¢ MRM

Detekcja zwigzkdw w trybie monitorowania
reakcji wielokrotnych (MRM) przy

uzyciu systemow QTRAP® i potrdjnego
kwadrupola pozwala osiagna¢ najwyzsza
selektywnos$c¢ dzieki podwajnemu
filtrowaniu mas przez analizator mas.
Dzieki temu doskonale nadaje sie do
poszukiwania znanych i nieznanych
zwigzkéw w ztozonych prébkach, takich
jak ekstrakty owocow czy warzyw.
Rycina 4 prezentuje przyktad detekcii

w trybie MRM 5,8 pg/kg metazachloru

w ekstrakcie z moreli. Wysoka
selektywnosc¢ trybu MRM chroni przed
naktadaniem sie sygnatow pochodzacych
z matrycy na sygnat badanego zwigzku.

Czutos¢ MRM

Pracujgc w trybie MRM systemy

QTRAP® i potrojny kwadrupol pozwalajg
na przeprowadzenie analizy ilosciowej
substancji wystepujacych w stezeniach
sladowych i uzyskanie najwyzszej czutosci
pomiaru. W tabeli 1 zebrano uzyskane
granice wykrywalnosci (LOD) dla 75
pestycyddw.

Na rycinie 5 zamieszczono przyktadowe
chromatogramy wybranych pestycyddw
dodanych do ekstraktu z pomidora na
poziomie 10 ng/ml. Wszystkie przejscia
MRM w prezentowanym badaniu
przesiewowym rejestrowano przy
zastosowaniu krotkiego czasu trwania
(dwell time) wynoszacym 5 ms. Komora
zderzen z akceleracja liniowg (LINAC®)
pozwala na stosowanie tak krétkiego
czasu bez strat czutosci.

Potwierdzenie obecnosci zwiazku za
pomoca stosunku par MRM

Pomimo wysokiej selektywnosci detekcii
w trybie MRM zawsze istnieje ryzyko
otrzymania wyniku fatszywie dodatniego
lub ujemnego z powodu naktadajacych
sie sygnatow matrycy. W zwigzku z tym,
wyniki badania przesiewowego wymagaja
potwierdzenia. Zazwyczaj monitorowana
jest druga para MRM dla danego agalitu
(qualifier), a uzyskany stosunek par MRM
pordwnywany jest ze wspdtczynnikiem
MRM dla prébek wzorcowych. Poziom
tolerancji wspdtczynnika MRM niezbedny
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Rycina 5: Przyktadowe chromatogramy wybranych pestycydéw dodanych do ekstraktu z pomidora na
poziomie 10 ng/ml (po lewej) z odpowiadajacymi im widmami EPI w tym samym stezeniu (po prawej).
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Rycina 6: Analiza ilosciowa 135ug/kg tiabendazolu i 15.2ug/kg imazalilu w ekstrakcie z bananéw

z dodatnim potwierdzeniem obecnoéci tiabendazolu (0,55 z tolerancja w zakresie 0,50-0,76) i ujemnym
potwierdzeniem obecnosci imazalilu (0,50 z tolerancja 0,28-0,46). Wykorzystujac potwierdzenie oparte
na skanowaniu w trybie EPI i przeszukiwanie bibliotek mozna unikna¢ otrzymania wyniku fatszywie

ujemnego (FIT — dopasowanie do widma z biblioteki).
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Rycina 7: Analiza ilosciowa 13,3 pg/kg metalaksylu w ekstrakcie z truskawek. Wyniki potwierdzono
poprzez obliczenie wspodtczynnika MRM (0,72 z tolerancjag 0,59-0,89), ale przeszukiwanie biblioteki widm

wykazato, ze jest to wynik fatszywie dodatni

dla potwierdzenia obecnosci zwigzku
okreslany jest przez rézne wytyczne, m.in.
przez rozporzadzenie Komisji Europejskiej
2002/657/EC (tabela 2). Rycina 4
prezentuje przyktad potwierdzenia
obecnosci zwigzku w oparciu o stosunek
par MRM dla 5,8ug/kg metazachloru,
wykrytego w ekstrakcie z moreli.

Potwierdzenie obecnosci zwigzku

za pomoca QTRAP® MS/MS i funkcji
przeszukiwania bibliotek widm
fragmentacyjnych

Alternatywnie, potwierdzenie mozna
przeprowadzi¢ przy pomocy petnego
skanowania MS/MS i przeszukiwania
bibliotek, w celu poréwnania uzyskanego

widma z widmem wzorca. Jak pokazano
na rycinie 2, potwierdzenie obecnosci
zwigzku w oparciu o widma MS/MS

jest duzo skuteczniejsze przy uzyciu
systemow QTRAP® niz na spektrometrach
mas QqQ, ze wzgledu na wyzszg czutosc
i szybsze skanowanie tych pierwszych.
Ponadto, w poréwnaniu z tradycyjnymi
putapkami jonowymi, systemy QTRAP®
zapewniajg szybsze otrzymanie bardziej
charakterystycznych widm MS/MS.

Na rycinie 5 zaprezentowano widma
uzyskane w trybie wzmocnionego
skanowania jondw potomnych (EPI)
wybranych pestycyddéw dodanych do
ekstraktu z pomidora do uzyskania
stezenia 10 ng/ml. Widma te zostaty
zebrane automatycznie przy uzyciu IDA,
z wykorzystaniem 75 przejs¢ MRM.
Uzyskane podczas skanowania EPI
widma sa wysoce selektywne i stanowig
petny ,molekularny odcisk palca”
analitu, potrzebny do potwierdzenia
jego obecnosci w probce. Widma EPI
maja rowniez wyzszg czutos¢ i mozna je
poréwnywac z widmami zgromadzonymi
w bibliotekach widm fragmentacyjnych.

Opisany wyzszy stopien potwierdzania
moze by¢ wykorzystany do
zminimalizowania potencjalnego ryzyka
otrzymania na podstawie stosunku par
MRM wyniku fatszywie dodatniego lub
fatszywie ujemnego. Taki przyktad ilustruje
rycina 6. Podczas badania ekstraktu

z banandw zidentyfikowano i okreslono
stezenie pestycydow tiabendazolu

i imazlilu. Mimo to, jedynie obecnosé
tiabendazolu zostata potwierdzona

na podstawie stosunku par MRM,

z kolei obecnosci imzalilu nie mogta
zostac potwierdzona (stosunek par

MRM 0,50 przy tolerancji 0,28-0,46).

Dla poréwnania, bogate widma EPI

uzyte do przeszukiwania bibliotek widm
jednoznacznie potwierdzity obecnos¢ obu
zanieczyszczen, co pozwolito uniknad
otrzymania fatszywie ujemnego wyniku dla
imzalilu.

Rycina 7 prezentuje kolejny przyktad
ilustrujgcy zalety przeszukiwania bibliotek
MS/MS na etapie potwierdzania.
Wspdtczynnik MRM wyrazne

potwierdza obecnosci metalaksylu
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Pestycyd Stosunek %CV Dopasowanie do %CV
par MRM biblioteki (FIT)
Azoksystrobin 0,22 8,9 88,8 1,8
Dimetomorf 0,76 8,8 95,7 0,5
Flufenacet 0,90 11,8 91,2 1,3
Imazalil 0,52 13,6 94,7 1,3
Imidaklopryd 0,39 25,3 78,1 55
Metabenzotiazuron 0,47 1,7 95,9 1,0
Tiabendazol 0,66 4,9 91,2 2,4
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Rycina 8: Powtarzane analizy ekstraktu z banandw, zawierajacego 15,2 pg/kg imazalilu — dopasowanie
widm EPI do widm z biblioteki wskazuja na wysoka powtarzalnos¢ takiego sposobu potwierdzania na
systemach QTRAP® (inj. - nastrzyk)

w ekstrakcie z truskawek. Natomiast
uzycie odpowiedniego widma EPI

do przeszukiwania biblioteki widm
jednoznacznie wykazuije, ze jest to
wynik fatszywie dodatni. Badana prébka
truskawek nie zawierata metalaksylu.

Powtarzalnos¢ analizy ilosciowej

i potwierdzania obecnosci zwigzkéw
Przeprowadzenie analizy potwierdzajgcej
obecnos¢ zwigzkdw przy pomocy
automatycznie wyzwalanego skanu EPI
zamiast opierania sie na stosunku par
MRM pozwala na zmniejszenie liczby
monitorowanych przejs¢ MRM. Dzigki
temu, stosujac spektrometr mas QTRAP?,

do detekdiji i potwierdzenia 75 pestycyddw
mozna obserwowac jedynie 75, a nie

az 150 par MRM. Zmniejszenie liczby
monitorowanych przejs¢ MRM skraca
dtugos¢ cyklu catego eksperymentu
MRM (QTRAP®: 1,1 s a QqQ: 1,59)
pomimo zastosowania dtuzszego czasu
przejscia dla kazdej pary MRM. Skrdcenie
diugosci cyklu poprawia powtarzalnosé
metody, poniewaz pozwala na uzyskanie
wiekszej ilosci punktéw na obwiedni piku
chromatograficznego.

Do ekstraktu z pomidora wprowadzono
mieszaning pestycydow i 10-krotnie
przeanalizowano jg przy uzyciu

metod QgQ i QTRAP®. Dane
przedstawione w tabeli 3 i przyktadowe
widma przedstawione na rycinie 8
jednoznacznie dowodzg, ze widma EPI
poréwnane z danymi z bibliotek widm
fragmentacyjnych pozwalajg uzyskac
wyzsza powtarzalnos¢ niz obliczanie
wspotczynnika MRM.

Podsumowanie

Ze wzgledu na nieporéwnywalng
selektywnos¢ i czutos¢ najpopularniejsza
metodg stosowang w badaniach
przesiewowych analitéw oraz w analizie
ilosciowej jest monitorowanie reakgii
wielokrotnych (MRM, Multiple reaction
Monitoring) mozliwe do wykonania

za pomocg potréjnego kwadrupola

lub systemoéw QTRAP® LC/MS/MS.
Stanowigce trzon tej metody, podwdjne
filtrowanie masy w analizatorze mas
pozwala na uzyskanie najlepszego
stosunku sygnatu do szumu (S/N)

i najnizszych granic wykrywalnosci (LOD),
przy jednoczesnym zachowaniu doskonate;
powtarzalnosci i liniowego zakresu
dynamicznego.

W przypadku wielu zastosowan,

takich jak analiza zywnosci, badania
Srodowiska i badania kryminalistyczne,

do potwierdzenia obecnosci wykrytych
analitéw formalnie wymagane sa
dodatkowe informacje spektrometryczne.
Zazwyczaj potwierdzenie wykonywane jest
poprzez monitorowanie dwdch przejsé
MRM dla kazdego zwigzku i obliczenie
stosunku par MRM.

Jednakze rosngce wymagania
dotyczace badania coraz wigkszej liczby
zanieczyszczen przy coraz wiekszym
zréznicowaniu probek powoduja,

ze wymagana liczba przejs¢ MRM
przekracza mozliwosci nawet najbardzie;
nowoczesnych spektrometréw mas typu
potrojny kwadrupol takich jak urzgdzenia
firmy AB SCIEX z opatentowang komorg
zderzen z akceleracjg liniowa (LINAC).
Powoduije to ograniczenie liczby zwigzkdw,
ktdre moga by¢ ujete w pojedynczym
badaniu przesiewowym i/lub zmniejsza
to powtarzalnos¢ i doktadnosé pomiaru
ze wzgledu na niedostateczng liczbe
punktéw uzyskanych na obwiedni piku
chromatograficznego.
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Dzigki potgczeniu selektywnego
wykrywania MRM z wysoce czutym
skanowaniem MS/MS za pomocg Q3 jako
liniowej putapki jonowej przedstawiony
tu hybrydowy system z potréjnym
kwadrupolem i liniowg putapka jonowg
(QTRAP®) dostarcza zupetnie nowych
mozliwosci w badaniach przesiewowych
i przy potwierdzaniu obecnosci analitu

w analizach wielozwiazkowych.
Zastosowanie warunkowego zbierania
danych (IDA) pozwala na automatyczne
rejestrowanie widma EPI wykonywane w
wyniku wykrycia sygnatu MRM powyzej
ustalonegj liczby zliczen jondw. W wyniku
selekcji jonu macierzystego w Q1, jonom
fragmentacyjnym tworzonym w komorze
zderzen oraz gromadzeniu jondw w LIT,
otrzymywane widma EPI sg tak czute

i selektywne jak sygnaty MRM i zawierajg
pemny ,molekularny odcisk palca” analitu.
Poniewaz fragmentaciji jonu macierzystego
zachodzi w komorze zderzen, powstate
widma sa niezwykle bogate i jako takie
moga by¢ uzywane do przeszukiwania
bibliotek widm fragmentacyjnych.

Informacje otrzymane podczas petnego
skanowania widm MS/MS pozwalajg
potwierdza¢ obecnosc zwigzku

z wysokim prawdopodobienstwem,
minimalizujac ryzyko uzyskania wyniku
fatszywie dodatniego lub falszywie
ujemnego. Ponadto, skrécony czas

catkowitego cyklu dla wszystkich przejs¢
MRM pozwala na wydtuzenie czasu
pojedynczych przejs¢ MRBM (dwell time),
co poprawia stosunek S/N i skutkuje
lepsza powtarzalnoscig i doktadnoscia
otrzymywanych wynikéw. Zastosowanie
potwierdzania poprzez widmo EPI pozwala
rowniez na zwiekszenie ilosci zwigzkow
monitorowanych za pomocg skanowania
wstepnego w trybie MRM.
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