UKZUZ

‘ Ustiedni kontrolni a zkusebni tstav zem&dé&lsky

Narodni referen¢ni laboratoft Strana 1

Jednotné pracovni postupy — zkouseni krmiv ,
Vydani 1
10571.1 — Stanoveni obsahu mykotoxinii metodou LC-MS Revize 1

— fumonisin B1a B>

1

STANOVENI OBSAHU MYKOTOXINU METODOU LC-MS -
FUMONISIN B: A B:

Rozsah a ucel

Metoda je vhodna pro stanoveni fumonisind B1 a B2 v krmivech.

2

Princip

Fumonisiny (FUM) se extrahuji ze vzorku smési methanol : voda a Cast extraktu se ptecisti
na imunoafinitni kolonce. Eluat se odpafi do sucha pod proudem dusiku pii 50 °C, rozpusti se
v mobilni fazi a analyzuje se metodou LC-MS.

3

Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

1

2
3
4

Methanol, ¢istota pro HPLC nebo vyssi.

Acetonitril, ¢istota pro HPLC nebo vyssi.

Voda (deionizovana, demineralizovana nebo destilovana).
Extrak¢éni smés methanol : voda, 80 : 20 (v/v).

Ptiprava: Do 1000ml odmérné banky se nalije 800 ml methanolu (1) a doplni se vodou
(3) po znacku.

Smés acetonitril : voda, 50 : 50 (v/v).

Piiprava: Do 100ml odmérné bariky se nalije 50 ml acetonitrilu (2) a doplni se vodou
(3) po znacku.

Pufr PBS.

Ptiprava: 8,0 g chloridu sodného (7), 1,2 g hydrogenfosfore¢nanu sodného (8), 0,2 g
dihydrogenfosforecnanu draselného (9) a 0,2 g chloridu draselného (10) se rozpusti
v 990 ml vody (3) a pfida se malé mnozstvi koncentrované kyseliny chlorovodikové
tak, aby pH roztoku bylo 7. Poté se objem doplni do 1000 ml.

Chlorid sodny, NaCl.
Hydrogenfosfore¢nan sodny, Na;HPOa.
Dihydrogenfosforecnan draselny, KH2POa.
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10 Chlorid draselny, KCI.
11 Tablety pro vyrobu pufru PBS.
Ptiprava: 1 tableta se rozpusti ve 200 ml vody (3).
12 Fumonisin Ba.
13 Fumonisin Ba.
14 Fumonisin By — zasobni roztok o koncentraci 500 pg/ml ve smési acetonitril : voda (5).
Ptiprava: Zéasobni roztok se ptipravi rozpusténim 1 mg krystalického Fumonisinu B
(12) ve 2 ml smési acetonitril : voda (5).
15 Fumonisin Bz — zasobni roztok o koncentraci 500 pg/ml ve smési acetonitril : voda (5).
Ptiprava: Zasobni roztok se pfipravi rozpusténim 1 mg krystalického Fumonisinu B>
(13) v 2 ml smési acetonitril : voda (5).
16 Kyselina mravenci, (98 — 100)%.
17 Mobilni faze pro HPLC.
A: 0,1% roztok kyseliny mravenci ve vode, (v/v).
Piiprava: Pipetuje se 1 ml kyseliny mravenéi (16) do 1000 ml vody (3).
B: Acetonitril (2).
18 Roztok isotopové znaéeného Fumonisinu Bi - U-[**Cszs] Fumonisin Bi — roztok
0 koncentraci 25,1 pg/ml ve smési acetonitril : voda (5) — pouziti jako vnitini standard.
19 Zasobni roztok isotopové znaceného Fumonisinu B1 o koncentraci 251 ng/ml ve smési
acetonitril : voda.
Piiprava: Do 50ml odmérné banky se napipetuje 500 pl roztoku vnitiniho standardu
(18) a doplni se smési acetonitril : voda (5) po znacku.
20 Smésny zasobni roztok fumonisint B1 a B2 o koncentraci 2 pg/ml ve smési acetonitril :
voda.
Piiprava: Do 25ml odmémé banky se napipetuje 100 ul jednotlivych roztoki
standardu (14, 15) a doplni se smési acetonitril : voda (5) po znacku.
21 Sada kalibra¢nich roztokl o koncentracich (87; 174; 348; 497; 870) ng/ml fumonisint

B1a B2 a 156,9 ng/ml vnitiniho standardu.

Piiprava: Do vialek se napipetuje (0; 70; 140; 280; 400; 700) ul standardu (20)
a dokazdé vialky se prida jest¢ 10 pl roztoku vnitiniho standardu (18). Vialky
se doplni do 1,6 ml smé&si acetonitril : voda (5).
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Piistroje a pomiicky

Analytické vahy s presnosti 0,01 mg.

Laboratorni tfepacka horizontalni.

Ultrazvukova lazen.

Zatizeni pro vyrobu ultracisté vody, napt. Milli-Q.
Imunoafinitni kolonky, napf. FumoniTest™ firmy VICAM,
Koncentrator vzorkt, napt. Termovap ECOM s.r.0.

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

coO N o o b WODN PP B>

Kapalinovy chromatograf s hmotnostnim detektorem a pfislusenstvim.

5 Postup

5.1 Extrakce

Do 300ml konické baiiky se navazi 25 g zkuSebniho vzorku krmiva, ptida se 2,5 g chloridu
sodného (7) a 100 ml extrakéniho Cinidla (4). Banka se uzavie zatkou, obsah se promicha
a extrahuje se na horizontalni laboratorni tfepacce po dobu 60 min. Nastaveni po¢tu kmita
trepaCky zavisi na konzistenci vzorku. Poté se baika sobsahem vlozi na 10 min
do ultrazvukové lazn€, po vyjmuti z lazné se necha ustat. Extrakt se zfiltruje pies skladany
papirovy filtr do pfedlozené nadoby.

¥ wew

5.2  PreciSténi a priprava vzorku pro LC-MS analyzu

10 ml zfiltrovaného extraktu se napipetuje do Cisté suché banky a ziedi se 40 ml PBS (6, 11).
Po promichani se roztok opét zfiltruje, tentokrat pies vlaknity filtraéni papir (7). 5 ml tohoto
zfedéného zfiltrovaného extraktu se aplikuje na imunoafinitni kolonku (5) pratokem
1 az 2 kapky/s, potom se piida 200 pl vnitiniho standardu (19) a dalSich 5 ml extraktu.
Kolonka se promyje 10 ml PBS (6, 11), rychlost pritoku je stejna. Fumonisiny se eluuji
1,5 ml methanolu (1), vhodné je nechat methanol prokapat pouze gravitaci.

5.3  Priprava vzorku pro LC-MS analyzu

Eluat se odpati pod proudem dusiku pfi teploté 60 °C a vysuSeny vzorek se rozpusti v 500 pl
smési acetonitril : voda (5). Vzorek se protiepe a necha nejméné 30 s v ultrazvukové 1azni.

54 Kalibrace a stanoveni na LC-MS

Ze smésného zasobniho roztoku fumonisinii (20) se nafedi sada smésnych kalibracnich
roztoki (21). Pfipravené kalibra¢ni roztoky 1 vzorky se méfi za nésledujicich podminek, které
slouZzi jako ptiklad.
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Tabulka 1. Chromatografické podminky.
Kolona Zorbax SB C18 150 mm X 4,6 mm L.D. 5 um nebo podobna
Mobilni faze (17), gradientova eluce
Teplota kolony 30 °C
Objem nastiiku (50— 100) pl
Detektor Hmotnostni detektor Esquire 6000, MS/MS analyza

MS podminky Rozsah m/z: 300-800,

Iontovy zdroj: Elektrosprej, zdznam iontii v pozitivnim modu,

Sledované ionty MS: FUM B1 — 722,5 m/z; FUM B, — 706,6 m/z.

Sledované produktové ionty

MS/MS podminky FUM B1 (M= 721,8) — 704, 528, 352, 686, 546, 510, 370 m/z

FUM B2 (M= 705,8) — 512, 336, 688, 354, 670, 530 m/z

6 Kontrola kvality

Jednou za 3 mésice se analyzuje certifikovany referen¢ni material (napt. firmy R-Biopharm).

Zm¢éiena hodnota musi souhlasit s hodnotou danou pro tento material.

7 Vypocet a vyjadieni vysledki

Obsah fumonisinti B; a B2 v krmivech X vyjadieny v ng/g se vypocita podle vztahu
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kde je koncentrace vypoc¢tena z kalibra¢ni kiivky (ng/ml),
objem rozpoustédla pouzity na extrakci (100 ml),
konecny objem roztoku (500 pl),

navazka vzorku (25 g),

> sam< o

objem extraktu pouZity na ptecisténi (10 ml),

-~

fedéni pred aplikaci na imunoafinitni kolonku (5),

O

koncentrace vnitiniho standardu ve vzorku (100,4 pg/ml),

D koncentrace vnitiniho standardu ve standardu (156,9 pg/ml).
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