Narodni referen¢ni laboratof
Strana 1
Q\ Jednotné pracovni postupy — zkouSeni krmiv ‘ Vedni )
ydéani
10530.2 — Stanoveni obsahu melaminu Revize 0
a kyseliny kyanurové metodou LC-MS

1

STANOVENI OBSAHU MELAMINU A KYSELINY KYANUROVE

METODOU LC-MS

Rozsah a ucel

Postup je urcen pro stanoveni obsahu melaminu a kyseliny kyanurové v krmivech.

2

Princip

Vzorky se extrahuji pomoci vodného roztoku 0,1% kyseliny mravenéi nebo pomoci smési
kyseliny trichloroctové, acetonitrilu a vody. Obsah melaminu a kyseliny kyanurové se stanovi
kapalinovou chromatografii s hmotnostné selektivni detekci (LC-MS).

3

Chemikalie

Pouzivaji se chemikdlie analytické Ccistoty, nejlépe kvality pro rezidudlni analyzu
a rozpoustédla vhodna pro LC-MS analyzu.
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Voda, ultracista.

Acetonitril, LC/MS grade.

Methanol, LC/MS grade.

Kyselina mraven¢i, HCOOH, 98%, p = 1,22 g/ml.
Octan amonny, CH3COONHa.

Extrak¢ni ¢inidlo A, 0,1% roztok HCOOH ve vodé.

Ptiprava: Do 100ml odmérné banky se pipetuje 0,1 ml kyseliny mravenci (4), ptida se
asi 90 ml vody (1), roztok se promichd a vytemperuje na laboratorni teplotu. Poté
se doplni vodou (1) po znacku a promicha.

Zasobni roztok octanu amonného, CH3COONH4, ¢ = 5 mol/l.

Ptiprava: Do 10ml odmérmné banky se kvantitativné ptevede (3,85 £+ 0,01) g
CH3COONH;4 (5), ptidaji se asi 4 ml vody (1), roztok se promicha a vytemperuje
na laboratorni teplotu. Poté se doplni vodou (1) po znacku a promicha.

Kyselina trichloroctova.
Sm¢és acetonitril : voda (1 : 3), (v/v)

Ptiprava: Smicha se 250 ml acetonitrilu (2) a 750 ml vody (1).
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Extrakéni ¢inidlo B.

Ptiprava: Navazi se 80 g kyseliny trichloroctové (8) a piida se 600 mL smési acetonitril :
voda (9).

Mobilni faze A: 5 mM vodny roztok CH;COONH4.

Ptiprava: Do Do 250ml odmérné baiiky se pipetuje 0,25 ml CH3COONH4 (7), ptida se
asi 200 ml vody (1), roztok se promichd a vytemperuje na laboratorni teplotu. Poté
se doplni vodou (1) po znacku a promicha.

Sm¢s acetonitril : voda (1 : 1), (v/v).

Ptiprava: Smiché se 500 ml acetonitrilu (2) a 500 ml vody (1).

Standardy analytu.

Pouzivaji se analytické standardy s deklarovanou Cistotou od ovefeného vyrobce.
Melamin (C3HgNs) CAS [108-78-1].

Kyanurova kyselina (C3H3N303) CAS [108-80-5].

B3C3-melamin (*C3HsNg) CAS [1173022-88-2].

13Cs-kyselina kyanurova (3 C3H3N303) CAS [201996-37-4].

Zasobni roztok melaminu, ¢ = 0,1 mg/ml.

Ptiprava: Do 100ml odmérné banky se kvantitativné prevede (10,0 = 0,1) mg melaminu
(13), ptida se asi 60 ml vody (1) a umisti se do ultrazvukové 1azné na (15 — 30) min.
Nasledné¢ se doplni vodou (1) po znacku a promicha.

Zasobni roztok kyseliny kyanurové (c = 0,1 mg/ml).

Ptiprava: Do 100ml odmérné banky se kvantitativné prevede (10,0 = 0,1) mg kyseliny
kyanurové (13), ptida se asi 60 ml vody (1) a umisti se do ultrazvukové 14zné€ na (15 —
30) min. Nésledné¢ se doplni vodou (1) po znacku a promicha.

Pracovni smésny roztok melaminu a kyseliny kyanurové, ¢ =5 pg/ml.

Ptiprava: Do 10ml odmérmné baiiky se pipetuje 0,5 ml roztoku melaminu (14) a 0,5 ml
roztoku kyseliny kyanurové (15), pfida se asi 8 ml vody (1) a roztok se promicha. Poté
se doplni vodou (1) po rysku a promicha.

Zasobni roztok IS *Cs-melaminu, ¢ = 0,1 mg/ml.

Ptiprava: Do 100ml odmémné baiky se kvantitativné prevede (10,0 £ 0,1) mg
13C3-melaminu (13), ptida se asi 60 ml vody (1) a umisti se do ultrazvukové 1azné na (15
—30) min. Nésledn¢ se doplni vodou (1) po znacku a promicha.

Zasobni roztok IS 3Cs-kyseliny kyanurové, ¢ = 0,1 mg/ml.

Ptiprava: Do 100ml odmérné bailky se kvantitativné prevede (10,0 £ 0,1) mg
13Cs-kyseliny kyanurové (13), ptid4 se asi 60 ml vody (1) a umisti se do ultrazvukové
lazné€ na 15 — 30 minut. Nasledné se doplni vodou (1) po rysku a promicha.
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19  Pracovni smésny roztok IS, ¢ =5 pg/ml.

Piiprava: Do 10ml odmémé baiiky se pipetuje 0,5 ml zdsobniho roztoku IS '*Cs-
melaminu (17) a 0,5 ml zasobniho roztoku IS '*Cs-kyseliny kyanurové (18), pfida se asi
8 ml vody (1) a roztok se promicha. Poté se doplni vodou (1) po znacku a promicha.

4  Pristroje a pomiicky

1 Kapalinovy chromatograf s MS/MS detekci.

2 Separacni kolona, napt. ZIC® HILIC (150 mm x 2,1 mm X 5 pm).

3 Analytické vahy s piesnosti 0,1 mg.

4 Laboratorni tfepacka, (250 — 500) kmitd/min.

5 Laboratorni odstredivka, 12000 ot./min.

6  Plastové centrifugacni zkumavky se Sroubovacim vickem; 15 ml; 50 ml.
7  Plastové centrifugacni zkumavky pro objem 1,5 ml, napt. Eppendorf.

8 Vysokorychlostni michadlo, napt. Vortex, IKA Works GmbH, Némecko.
9  Vysokorychlostni dispergator, napt. Ultraturrax, IKA Works GmbH, Némecko.
10 Membranové nylonové filtry o velikosti pori 0,2 pm.

11 Ultrazvukova lazen.

5 Pracovni postup
5.1 Priprava vzorku

Postup A

Do centrifugacni zkumavky se navazi (0,500 + 0,001) g homogenniho vzorku. Piida se 10 ml
extrakéniho ¢inidla A (6) a zkumavka se uzavie Sroubovacim vickem. Vzorek se dobie
promichd pomoci vysokorychlostniho michadla a necha se 20 min tfepat v laboratorni
trepacce s rychlosti (250 — 500) kyvi/min. Po tfepani se zkumavka odstfedi 5 min pii 3600
ot/min. 1 ml supernatantu se prfenese do centrifugacni zkumavky Eppendorf a odstiedi se
5 min pfi 10000 ot/min. Pfesné¢ 200 pl horni vodné faze se pfevede do dalsi centrifugacni
zkumavky Eppendorf, kde se smisi s 300 pl vody (1) a 500 pul acetonitrilu (2). Po dikladném
promichani pomoci vysokorychlostniho michadla se roztok pftefiltruje pfes membranovy filtr
s velikosti portt 0,2 um, nebo odstfedi 5 min pfi 12000 ot/min. Filtrat nebo supernatant
se prevede do 2ml vialky.

Poznamky

1 Kevzorku s tuhou konzistenci (napr. nekteré pamlsky pro psy) je vhodné behem extrakce
do centrifugacni zkumavky pridat michaci kaminek, nebo se miize pouZit
vysokorychlostni dispergator.
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Postup B

Do centrifuga¢ni zkumavky se navazi (1,0 = 0,001) g homogenniho vzorku a ptida se 10 ml
extrakéniho ¢inidla B (10). Vzorek se dobfe promichd pomoci vortexu a poté se umisti
na 15 min do ultrazvukové lazn€. Nasledné se zkumavka odstfedi 10 min pii 3600 ot/min
a 15 °C. Do zkumavky Eppendorf se napipetuje presné¢ 450 pl acetonitrilu (2), 450 pl vody
(1) a prida se 100 ul supernatantu a 10 pl pracovniho roztoku IS (19). Po dikladném
promichani pomoci vortexu se roztok piefiltruje ptes membranovy filtr s velikosti port 0,2
um, nebo odsttedi 5 min pii 12000 ot/min. Filtrat nebo supernatant se prevede do 2ml vialky.

Poznamky

2 V pripade pozitivniho ndlezu se doporucuje provést konfirmacni stanoveni s vyuZitim
rozsireného extrakcniho postupu. Do centrifugacni zkumavky se navazi (2,0 = 0,001) g
homogenniho vzorku a prida se 10 ml extrakcniho cinidla B (10). Vzorek se umisti
na 15 min do ultrazvukové lazné a nasledné se zcentrifuguje 10 min pri 3600 ot/min
a 15 °C. Supernatant se slije do 50ml polypropylenové centrifugacni zkumavky.
Ke zbytku vzorku se napipetuje 10 ml smési acetonitril : voda (9) a intenzivné
se promicha na vortexu. Nasledné se umisti na 15 min do ultrazvukové lazné a poté
zecentrifuguje 10 min pri 3600 ot/min a 15 °C. Druhy supernatant se zkombinuje
s prvnim v 50ml centrifugacni zkumavce. Do zkumavky Eppendorf se napipetuje presné
450 ul acetonitrilu (2), 450 ul vody (1) a prida se 100 ul supernatantu a 10 ul
pracovniho roztoku IS (19). Po promichani se roztok prefiltruje pres membranovy filtr
do 2ml vialky.

5.2 Kalibrace

Do 10ml odmérnych ban¢k se odméti (0,01; 0,05; 0,1; 1; 2) ml pracovniho smésného roztoku
melaminu a kyseliny kyanurové (16) a doplni se smési acetonitrilu s vodou (12) po znacku.
Roztok se promichd a vytemperuje na laboratorni teplotu. Takto nafedéné kalibra¢ni roztoky
odpovidaji koncentracim (0,5; 2,5; 5; 50; 100) mg/kg melaminu a kyseliny kyanurové.
Rozpis fedéni pro sestrojeni kalibracni zavislosti je uveden v tabulce 1. Z primérnych ploch
pikt pro kazdou koncentraci se sestroji kalibra¢ni kiivka.

Tabulka 1. Pfiprava Kkalibra¢nich standardnich roztoki

Kalibraéni aroven 1 2 3 4 5

Pracovni roztok standardii (16) (ml) 0,01 0,05 0,10 1,00 2,00
Roztok acetonitrilu s vodou (12) (ml) 9,99 9,95 9,90 9,00 8,00
Koncentrace analytu (mg/kg) 0,5 2,5 5,0 50 100
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Poznamky

3 V pripadé pouziti izotopove znacenych vnitinich standardii (IS) v extrakénim postupu B,
je nutné pridat IS také ke vsem kalibracnim standardnim roztokiim a to v pomeéru 10 ul
IS (19) na 1 ml kalibracniho roztoku.

5.4 HPLC-MS/MS stanoveni

Extrakty pfevedené do 2ml vialky se analyzuji metodou HPLC-MS/MS ve vhodné sekvenci
vzorkl a standard. Kompletni nastaveni pfistroje a podminky méieni jsou uvedeny v aktudlni
meéfici metod€ pouzité pfistrojové sestavy (pfiklad nastaveni je uveden v tabulce 2).
Pted analyzou realnych vzorkli se ovéfi citlivost systému analyzou nejnizsiho kalibracniho
bodu a zaroven stabilita retenéniho chovani v daném chromatografickém systému. Selektivita
analyzy je zajisténa vyuzitim MRM modu pii MS detekci.

Tabulka 2. Priklad nastaveni HPLC-MS/MS systému.

Kolona ZIC® HILIC 150 mm % 2,1 mm x 5 um
Mobilni faze (11) a (2), gradientova eluce
Pratok 0,7 ml/min

Teplota kolony 30 °C

Objem nastiiku 1w

Detektor Hmotnostni spektrometr SCIEX 4500 Q-Trap, MS/MS analyza

Iontovy zdroj: ESI, zdznam iontl v pozitivnim médu pro melamin
a v negativnim modu pro kyselinu kyanurovou

Melamin: m/z 127 — m/z 85; m/z 127 — m/z 68

Kyselina kyanurova: m/z 128 — m/z 42; m/z 128 — m/z 85
B3C;3-melamin: m/z 130 — m/z 87; m/z 130 — m/z 70
13C;-kyselina kyanurova: m/z 131 — m/z 43; m/z 131 — m/z 87

MS podminky

MS/MS prechody

6 Vypocet a vyjadieni vysledki
Obsah melaminu a kyseliny kyanurové vyjadieny v mg/kg se vypocita podle vztahu
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c je koncentrace melaminu (kyseliny kyanurové) odectend z kalibracni kiivky v pg/ml,

m, hmotnost zkusebniho vzorku v g,

A% objem extraktu v ml,

R fedéni.

Poznamky

4 V pripade pozitivniho ndlezu ve vzorku se doporucuje kvantifikovat metodou

standardniho pridavku ke vzorku, za predpokladu linedrni zavislosti odezvy
na koncentraci v daném koncentracnim rozsahu.
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