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STANOVENI OBSAHU MYKOTOXINU METODOU LC-MS -

aflatoxin B1, B2, G1 a G2

Rozsah a ucel

Metoda je vhodna pro stanoveni aflatoxint By, B2, G1 a G2 v krmivech.

2

Princip

Aflatoxiny (AF) se extrahuji ze vzorku smési methanol : voda. Cast extraktu se piedisti
na imunoafinitni kolonce. Eluét se doplni vodou a analyzuje se metodou LC-MS.

3

Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.
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Methanol, ¢istota pro HPLC nebo vyssi.

Acetonitril, Cistota pro HPLC nebo vyssi.

Voda (deionizovana, demineralizovana nebo destilovana).
Toluen, C7Hs.

Extrakéni smés methanol : voda , 70 : 30 (V/v).

Ptiprava: Do 1000ml odmérné baniky se nalije 700 ml methanolu (1) a doplni se vodou
(3) po znacku.

Smés toluen : acetonitril, 98 : 2 (v/v).

Piiprava: Do 100ml odmérné bainky se nalije 98 ml toluenu (4) a doplni se
acetonitrilem (2) po znacku.

Zasobni roztoky aflatoxinli B1, B2, G1, G2 o koncentraci 20 pg/ml.

Ptiprava: Ve ctyfech 50ml odmérnych bankach se rozpusti po 1 mg od kazdého
aflatoxinu (napf. Sigma Aldrich) ve smési toluen : acetonitril (6). Zasobni roztoky
se uchovavaji v odmérnych bailkkdch obalenych hlinikovou folii v chladnicce
pfi teploté 4 °C.
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8 Smésny zasobni roztok — roztok obsahujici 500 ng/ml aflatoxinu Bi, 125 ng/ml
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aflatoxinnu B>, 250 ng/ml aflatoxinu G1 a 125 ng/ml aflatoxinu G2 ve smési toluen :
acetonitril (6).

Ptiprava: 1,25 ml zasobniho roztoku aflatoxinu Bi (7), 313 ul zésobniho roztoku
aflatoxinu B2 (7), 626 ul zasobniho roztoku aflatoxinu Gi1 (7), 313 ul zasobniho
roztoku aflatoxinu G2 (7) se napipetuje do 50ml odmérné baniky a doplni se smési
toluen : acetonitril (6). Uchovava se v odmérné batice obalené hlinikovou folii
Vv chladnicce pfi teploté 4 °C.

Smésné kalibracni roztoky aflatoxinti By, B2, G1 a Go.

Ptiprava: Do vialky se pipetuje (10; 20; 40; 60; 80; 100) pul smésného zasobniho
roztoku (8) a 2 pl vnitiniho standardu aflatoxinu M1 (14). Kapalina se odpafi
pod proudem dusiku pfi laboratorni teplote, rozpusti v 1,6 ml smési methanol : voda
(13) a roztok se promicha. Kazdy den méfeni se pripravuji Cerstvé kalibrac¢ni roztoky

9).

Octan amonny, CH3COONH3.

Mobilni faze pro HPLC.

A: methanol ().

B: vodny roztok octanu amonného, ¢(CHsCOONH4) = 10 mmol/I.
Ptiprava: V 1000 ml vody se rozpusti 0,771 g octanu amonného (10).
Chlorid sodny, NaCl.

Smés methanol : voda , 50 : 50 (v/v).

Piiprava: Do 100ml odmérné banky se nalije 50 ml methanolu (1) a doplni se vodou
(3) po znacku.

Aflatoxin My, roztok o koncentraci 10 pg/ml aflatoxinu Mz V acetonitrilu, pouziva
se jako vnitini standard.

Piistroje a pomiicky

Analytické vahy s presnosti 0,01 mg.

Laboratorni tiepacka horizontalni.

Ultrazvukova lazen.

Zatizeni pro vyrobu ultracisté vody, napt. Milli-Q.

Imunoafinitni kolonky, napt. AflaTest™ firmy VICAM.

Koncentrator vzorki, napt Termovap ECOM s.r.o.

Filtra¢ni papiry, napt. firmy VICAM: ,,microfibre filters®.

Kapalinovy chromatograf s hmotnostnim detektorem a pfisluSenstvim.
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5 Postup

51 Extrakce

Do 300ml koénické banky se navazi 25 g zkusSebniho vzorku krmiva, pfida se 5 g NaCl
a 100 ml extrakéniho cinidla (5). Banka se uzavie zatkou, obsah se promicha a extrahuje se
na horizontalni laboratorni tfepacce (2) po dobu 60 min. Nastaveni po¢tu kmiti tiepacky
zavisi na konzistenci vzorku. Poté se banika s obsahem vlozi na 10 min do ultrazvukové lazné,
po vyjmuti zlazn¢ se necha ustat. Extrakt se zfiltruje pies sklddany papirovy filtr
do predlozené nadoby.

5.2  PrediSténi a priprava vzorku pro LC-MS analyzu

10 ml zfiltrovaného extraktu se pipetuje do Cisté suché banky a zfedi se 40 ml vody (3).
Roztok se opét zfiltruje, tentokrat pies vlaknity filtracni papir (7). 5 ml tohoto zifedéného
zfiltrovaného extraktu se aplikuje na imunoafinitni kolonku (5) pritokem 1 az 2 kapky/s,
potom se ptida 2,5 pl vnitiniho standardu (14) a dal$ich 5 ml extraktu. Promyje se 10 ml vody
(3), rychlost pritoku je 1 az 2 kapky/s. Aflatoxiny se eluuji 1 ml methanolu (1), vhodné je
nechat methanol prokapat pouze gravitaci. K methanolu se ptida 1 ml vody (3) a roztok
se ponofi aspon na 30 s do ultrazvukové lazné€. Takto pfipraveny vzorek se pouzije k analyze.
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53 Kalibrace a stanoveni na LC-MS

Ze zésobniho smésného roztoku (7) se nafedi sada smésnych kalibra¢nich roztokt (9).
Ptipravené kalibracni roztoky i vzorky se méfi za nasledujicich podminek, které slouzi jako

priklad.

Tabulka 1. Chromatografické podminky.

Kolona Zorbax XDB C18 150 mm % 4,6 mm L.D. 5 um nebo podobna
Mobilni faze (11), isokraticka eluce

Pratok 0,7 ml/min

Teplota kolony 40 °C

Objem nastiiku (50— 100) pl

Detektor

Hmotnostni detektor, MS/MS analyza

MS podminky

Iontovy zdroj: APPIL, zapis iontll v pozitivhim modu,
Rozsah m/z: 100-360,

Sledované ionty MS: AF B1- 313 m/z,

AF B2 — 315 m/z,

AF G1 -329 m/z,

AF G2 — 331 m/z.

MS/MS podminky

Sledované produktové ionty

AF B1 (M =312) — 285, 270, 298, 257, 243 m/z,

AF B2 (M =314) — 287, 297, 271, 255, 259, 241 m/z,
AF G1 (M =328) — 311, 301, 283, 255 m/z,

AF G2 (M =330) — 313, 285, 245, 303, 275 m/z.

6 Kontrola kvality

Jednou za 3 mésice se analyzuje certifikovany referen¢ni material (napf. firmy R-Biopharm).
Zmétend hodnota musi souhlasit s hodnotou certifikovanou pro tento material.
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7 Vypocet a vyjadieni vysledki
Obsah aflatoxinu B1, B2, G1 a G2 v krmivech vyjadieny v ng/g se vypocita podle vztahu
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kde X je obsah jednotlivych aflatoxind v ng/g,

c koncentrace vypoctend z kalibra¢ni kiivky v ng/ml,
\Y objem rozpoustédla pouzity na extrakci (100 ml),
E kone¢ny objem roztoku (2 ml),
m navazka vzorku (25 g),
A objem extraktu pouzity na ptecisténi (10 ml),
r fedéni pied aplikaci na immunoafinitni kolonku (5),
C koncentrace vnitiniho standardu ve vzorku (12,5 ng/ml),
D koncentrace vnitiniho standardu ve standardu (20 ng/ml).
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