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STANOVENI MOCOVINY METODOU
LC-MS/MS

1 Ugel a rozsah

Postup specifikuje podminky pro stanoveni mocoviny v krmivech metodou LC-MS/MS.

HoN NH

|
O

Obrazek 1: Mocovina

2 Princip

Vzorky krmiv se extrahuji vodou. Extrakty fedéné acetonitrilem se separuji na HILIC koloné
a analyzuji metodou vysokouc¢inné kapalinové chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni
spektrometrii.

3 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

1 Ultragista voda pro HPLC (18,2 MQ/cm) podle CSN ISO 3696.

2 Mravencan amonny, HCOONHj4, pro hmotnostni spektrometrii, M, = 63,06.
3 Mravencan amonny, HCOONH4, vodny roztok, c(HCOONH4) = 1 mol/l.

Ptiprava: Navazi se pfesn€ 1,5765 g mravencanu amonného (2) a kvantitativné se pievede
do 25ml odmérné baniky a doplni se vodou (1) po znacku.

4 Acetonitril, HPLC grade.

5 Zékladni standardni latky s deklarovanou ¢istotou.
Mocovina CO(NH4)2, M, = 60,06, CAS 57-13-6.
6 Mobilni faze A: 50% roztok acetonitrilu a SmM mravenc¢an amonny ve vode¢.

Ptiprava: Do 500ml odmérné baiiky se odméti 250 ml acetonitrilu (4) a 2,5 ml mravencanu
amonného (3) a doplni se ultracistou vodou (1) po znacku. Vznikly roztok se promicha
a odvzdusni v ultrazvukové 1azni. Uchovava se pfi laboratorni teplote.
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7 Mobilni faze B: 95% roztok acetonitrilu a SmM mravenc¢an amonny ve vodé.

Ptiprava: Do 500ml odmérné baiky se odméti 475 ml acetonitrilu (4) a 2,5 ml mravencanu
amonného (3) a doplni se ultracistou vodou (1) po znacku. Vznikly roztok se promicha
a odvzdusni v ultrazvukové lazni. Uchovava se pfi laboratorni teploté.

4 Piistroje a pomicky

1 Vysokoucinny kapalinovy chromatograf s MS/MS detekei, napt. Waters Xevo TQD.
2 Separaéni kolona, napt. Luna 3p HILIC 100%3,0 mm

3 Ultrazvukova lazei.

4 Analytické vahy s ptesnosti 0,001 g.

5 Laboratorni tfepacka, (50 — 100) kmitt/min.

6 Laboratorni odstfedivka s nastavitelnou teplotou, 1500 g a 4000 g.

7 Vialky sklenéné, 1,5 ml.

8 Membréanové filtry 0,45 pm.

5 Postup

5.1  Piiprava standardnich roztoki

Kalibrace se provadi pfed kazdym métenim. Ptipravi se zdsobni standardni roztok analytu, viz niZe.

Mocéovina — zasobni standardni roztok

Navazi se pfesné asi 10 mg mocoviny (5) s pfesnosti 0,1 mg, kvantitativné se pirevede do 10ml
odmérné banky a doplni se vodou (1) po znacku.

Pii vypoctu vysledné koncentrace se bere v tivahu Cistota zakladni standardni latky. Pii uchovani
ve tme pii teploté (4 — 8) °C je tento roztok stabilni 3 mésice.
c(mocovina) = 1 g/l.

Pracovni standardni roztok

Do 10ml odmémé banky se odméfi vypoctené mnozstvi zasobniho roztoku mocoviny tak, aby
vysledna koncentrace byla 10 mg/l a doplni po znacku vodou (1). Pfi uchovani ve tmé pii teploté
(4 — 8) °C je tento roztok stabilni mésic.

c(mocovina) = 10 mg/1.

5.2  Priprava kalibracnich roztoku a sestrojeni kalibra¢ni krivky

Do 10ml odmérnych ban€k se odméti (0,2; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0) ml pracovniho standardniho roztoku
adoplni se asi 1 cm pod znacku acetonitrilem (4). Po promichani a vytemperovani se doplni

acetonitrilem (4) po znacku a pfevede do vialek. Takto natedéné kalibracni roztoky odpovidaji
koncentracim v rozmezi (0,2; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0) mg/1.
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Na chromatografickou kolonu se davkuje 2 pl kalibra¢niho roztoku. Kalibracni roztoky se pfipravi
bezprostfedné pred kazdym meéfenim. Z primérnych ploch pikl pro kazdou koncentraci se sestroji
kalibracni ktivka. Kalibra¢ni kiivky jsou linearni a prochazeji poc¢atkem.

U spornych vzorkili s vyznamnym matricnim efektem lze pouzit i interni kalibraci.
5.3  Extrakce ze vzorku

Do 50ml centrifugacni zkumavky se navazi 2 g zkusebniho vzorku krmné smési s presnosti 0,01 g
a prida se 40 ml vody (1). Zkumavka se uzavie a ttepe se pii laboratorni teploté na laboratorni tfepacce
30 min pfi asi 90 kmitech/min. Ziskany extrakt se poté odstfedi 15 min pii 1500 g na odstfedivce
s nastavenou teplotou 10 °C. Ze ziskan¢ho supernatantu se odebere 20 ml do nové 50ml centrifugacni
zkumavky a poté znovu odstiedi 10 min pii 4000 g na odstiedivce s nastavenou teplotou 10 °C.
Po odstiedéni se extrakt vytemperuje na laboratorni teplotu, nafedi se acetonitrilem (4) alespon
10 x au krmiv s davkovanou mocovinou podle jejiho obsahu. Po natedéni se =zfiltruje pies
membranovy filtr 0,45 pm a pievede se do vialky.

V kazdé sérii stanoveni se provede stanoveni slepé¢ho vzorku a vhodného referencniho materialu.

5.4  Méreni mocoviny

Mocovina se méfi za separacnich podminek chromatografického systému, které jsou uvedeny
v Tabulkach 1 a 2. Parametry stanoveni plati pro sestavu LC-MS/MS Waters Xevo TQD a slouZi jako
ptiklad nastaveni instrumentace.

Tabulka 1. Chromatografické parametry stanoveni — priklad.

Kolona Luna 3u HILIC 100 x 3,0 mm

Teplota kolony 30 °C

Teplota autosampleru 20 °C

Mobilni faze gradient mobilni fize A (6) a mobilni fdze B (7) podle Tabulky 2
Celkova doba analyzy 12 min

Priitok mobilni faze (0,2 -0,4) ml/min

Objem néstiiku 2l

Retencni ¢as 4,8 min
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Tabulka 2. Gradientovy program pro analyzu.
Cas (min) Mobilni ftize A (%) Mobilni fize B (%) Pritok (ml/min)

0 0 100 0,2
0,6 0 100 0,2
5,0 100 0 0,2
6,2 100 0 0,2
7,0 0 100 0,4
9,8 0 100 0,4
10,5 0 100 0,2
12,0 0 100 0,2

Parametry stanoveni MS

Pro identifikaci analytu se pouzivd MRM mdd (multiple reaction monitoring), sledovani produktovych
iontll pochézejicich z jednoho prekurzorového iontu. Nalezené optimalni parametry MS detektoru,
pti kterych je intenzita daného produktového iontu maximalni, jsou uvedeny v Tabulce 3. Nastaveni
MRM parametrii tohoto ptechodu je uvedeno v Tabulce 4.

Tabulka 3. Priklad parametria MS detektoru.

Ioniza¢ni méd ESI+

Capilary voltage 1,0 kV

Source temperature 150 °C
Desolvation temperature 400 °C
Desolvation gas flow 650 1/h

Cone gas flow 1 /h

CID gas argon, p = 0,5 bar

Tabulka 4. Piiklad MRM parametrii pro analyzu analytu v krmivech.

Prekurzorovy iont (m/z)

Cone voltage (V)

Produktovy iont (m/z)

Kolizni energie (eV)

Mocovina

61,0

25

44,0

10
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6 Vypocet a vyjadiovani vysledki
Obsah mocoviny (X) vyjadienych v mg/kg se vypocita podle vztahu:

x=c xV xR ,
m

kde
c je koncentrace mocoviny ve zkuSebnim vzorku, zjisténa z kalibra¢niho grafu v mg/I,
V objem extrakéni smési v ml, v tomto postupu 40 ml,
m hmotnost zkusebniho vzorku v g, v tomto postupu 2 g,
R fedéni, resp. zakoncentrovani.
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