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STANOVENI OBSAHU MYKOTOXINU METODOU LC-MS -

TOXINT-2a HT-2

Rozsah a ucel

Metoda je vhodna pro stanoveni toxinti T-2 a HT-2 v krmivech.

2

Princip

Toxiny T-2 a HT-2 se extrahuji ze vzorku smési acetonitril : voda a ¢ast extraktu se precisti
napf. na kolonce Multisep 227+. Eluat se odpati pod proudem dusiku pii 50 °C, rozpusti se
v mobilni fazi a dochazi k ptimému nastiiku do systému LC-MS.

3

Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

1
2
3

Acetonitril, ¢istota pro HPLC nebo vyssi.
Voda (deionizovana, demineralizovana nebo destilovana).
Extrakéni smés, acetonitril : voda, 84 : 16 (v/v).

Piiprava: Do 1000ml odmérné banky se nalije 840 ml acetonitrilu (1) a doplni se
vodou (2) po znacku.

Sm¢és acetonitril : voda, 50 : 50 (v/v).

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

T-2 toxin - zasobni roztok o koncentraci 1250 ug/ml v acetonitrilu.

Piiprava: Roztok se pfipravi rozpusténim 5 mg krystalického toxinu T-2 ve 4 ml
acetonitrilu (1).

HT-2 toxin - zasobni roztok o koncentraci 103,1 pg/ml v acetonitrilu (Biopure), objem
5ml.

Isotopové znadeny T-2 toxin, U-[**Cz4] T-2 toxin, roztok o koncentraci 25,1 pg/ml
v acetonitrilu (Biopure), objem 1,2 ml, slouzi jako vnitini standard.

Roztok isotopové zna¢eného T-2 toxinu o koncentraci 251 ng/ml.

Ptiprava: Do 50ml odmérné banky se napipetuje 500 pl roztoku vnitfniho standardu
(7) a doplni se acetonitrilem (1) po znacku.
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9 Smésny roztok T-2 a HT-2 toxind o koncentracich 1000 ng/ml T-2 toxinu

a 2000 ng/ml HT-2 toxinu v acetonitrilu.

Piiprava: Do 50ml odmérné banky se napipetuje 40 pl roztoku T-2 toxinu (5), 970 ul
roztoku HT-2 toxinu (6) a doplni se acetonitrilem (1) po znacku.

10 Sada kalibra¢nich roztoki o koncentracich (20; 100; 400; 700 a 1000) ng/ml T-2
toxinu, (40; 200; 800; 1400 a 2000) ng/ml HT-2 toxinu a 492 ng/ml vnitiniho
standardu.

Ptiprava: Do vialek se napipetuje (0; 20; 100; 400; 700 a 1000) pl roztoku standarda
(9) a do kazdé vialky se ptida jeste¢ 20 ul roztoku vnitiniho standardu (7). Vialky
se doplni do 1 ml smé&si acetonitril : voda (5).

11 Octan amonny.
12 Mobilni faze pro HPLC.

A: 10 mM octan amonny ve vode.
Piiprava: Rozpusti se 0,771 g octanu amonného (11) v 1000 ml vody (2).

B: Acetonitril (1).

Piistroje a pomiicky

Analytické vahy s piesnosti 0,01 mg.

Laboratorni tiepacka horizontalni.

Ultrazvukova lazen.

Zatizeni pro vyrobu ultracisté vody, napt. Milli-Q.
Kolonky SPE, napt. Multisep 227+ firmy ROMER Labs.

Koncentrator vzorkt, napf. Termovap ECOM s.r.0.
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Kapalinovy chromatograf s hmotnostnim detektorem a ptisluSenstvim.

5 Postup

51 Extrakce

Do 300ml konické banky se navazi 25 g zkuSebniho vzorku krmiva a pfida se 100 ml
extrak¢niho ¢inidla (3). Bailka se uzavie zatkou, obsah se promichd a tfepe se na horizontalni
laboratorni tfepacce po dobu 60 min. Nastaveni po¢tu kmitd tiepacky zavisi na konzistenci
vzorku. Poté se barka s obsahem vlozi na 10 min do ultrazvukové 1azn¢, po vyjmuti z 1azné
se necha ustat. Extrakt se zfiltruje ptes skladany papirovy filtr do pfedloZzené nadoby.
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5.2  Prelisténi a piiprava vzorku pro LC-MS analyzu

3 ml zfiltrovaného extraktu se aplikuji na kolonku SPE, napt. MultiSep 227 Trich+, ptida se
150 pl vnitiniho standardu - isotopové znaceného T-2 toxinu (8) a pak dalsi 3 ml extraktu.
Cely extrakt se nechd kolonkou prokapat pouze gravitaci do predlozené nadoby. Zbytek
kapaliny, kterd ztstala v kolonce, se injekéni stiikackou protlaci ven a ptida se k predchozimu
eluatu.

5.3  Pripravavzorku pro LC-MS analyzu

4 ml eluatu se odpafi pod proudem dusiku pfi teploté¢ 50 °C a vysuSeny zbytek se rozpusti
ve 400 pl smeési acetonitril : voda (4). Vzorek se protiepe a nechd nejméné 30 s
v ultrazvukové lazni.

5.4 Kalibrace a stanoveni na LC-MS

Ze zasobniho smésného roztoku T-2 a HT-2 toxinu (9) se nafedi sada smésnych kalibracnich
roztokd (10). Pripravené kalibra¢ni roztoky i vzorky se méii za nasledujicich podminek, které
slouzi jako ptiklad.

Tabulka 1. Chromatografické podminky.

Kolona Zorbax XDB C18 150 mm x 4,6 mm L.D. 5 pum nebo podobna
Mobilni faze (12), gradientova eluce

Teplota kolony 30°C

Objem nastiiku (20 - 50) ul

Detektor Hmotnostni detektor Esquire 6000, MS/MS analyza

Iontovy zdroj: Elektrosprej, zaznam iontd v pozitivnim maédu,
Rozsah m/z: 100 - 600,
Sledované ionty MS:

MS podminky )
T-2 toxin — 489,2 m/z,
HT-2 toxin — 447,2 m/z,
Isotopové znaceny T-2 toxin —513,3 m/z
Sledované produktové ionty:
) T-2 toxin (M = 466,5) — 327, 387, 245 m/z
MS/MS podminky

HT-2 toxin (M = 424,5) — 285, 345 m/z
T-2 toxin, vnitini st. (M =490,5) — 406, 451, 344 m/z
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6 Kontrola kvality

Jednou za 3 mésice se analyzuje certifikovany referencni material. Zmétena hodnota musi
souhlasit s hodnotou danou pro tento material.

7 Vypocet a vyjadieni vysledki
Obsah toxint T-2 a HT-2 v krmivech vyjadieny v ng/g se vypocita podle vztahu

_cxVxE XE_ c><100><0,4x62,7
mx A D 25x4 492

X =cx0,051

kde je  koncentrace vypoctena z kalibra¢ni kiivky (ng/ml),
objem rozpoustédla pouzity na extrakci (100 ml),

kone¢ny objem roztoku (400 pl),

objem extraktu pouzity na piecisténi (4 ml),

c
\Y
E
m navazka vzorku (25 g),
A
C koncentrace vnitiniho standardu ve vzorku (62,7 pg/ml),
D

koncentrace vnitiniho standardu ve standardu (492 pg/ml).
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STANOVENI OBSAHU MYKOTOXINU METODOU LCMS -
’ T-2 AHT-2
S PRECISTENIM NA IMUNOAFINITNICH KOLONKACH

1 Rozsah a ucel

Metoda je vhodna pro stanoveni toxinti T-2 a HT-2 v krmivech.

2 Princip

Toxiny T-2 a HT-2 se extrahuji ze vzorku smési methanol : voda a ¢ast extraktu se pieéisti
na imunoafinitni kolonce, napt. T-2Test™. Eluat se odpati pod proudem dusiku pii 50 °C,
rozpusti se v mobilni fazi a dochazi k ptimému nasttiku do systému LC-MS.

3 Chemikalie

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

2 Acetonitril, ¢istota pro HPLC nebo vyssi.

3 Voda (deionizovand, demineralizovana nebo destilovana).

4 Extrak¢ni smés, methanol : voda, 80 : 20 (v/v).

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

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

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

6 T-2 toxin - zasobni roztok o koncentraci 1250 ug/ml v acetonitrilu.

Piiprava: Roztok se pfipravi rozpusténim 5 mg krystalickeho toxinu T-2 ve 4 ml
acetonitrilu (2).

7 HT-2 toxin - zasobni roztok o koncentraci 103,1 pg/ml v acetonitrilu (Biopure), objem
5ml.
8 Isotopové znadeny T-2 toxin, U-[**C2s] T-2 toxin, roztok o koncentraci 25,1 pg/ml

v acetonitrilu (Biopure), objem 1,2 ml, slouzi jako vnitini standard.
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9 Roztok isotopové zna¢eného T-2 toxinu o koncentraci 251 ng/ml.

10

11

12
13

14
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Ptiprava: Do 50ml odmérné banky se napipetuje 500 pl roztoku vnitiniho standardu
(8) a doplni se acetonitrilem (2) po znacku.

Smésny roztok T-2 a HT-2 toxind o koncentracich 1000 ng/ml T-2 toxinu
a 2000 ng/ml HT-2 toxinu v acetonitrilu.

Piprava: Do 50ml odmérné banky se napipetuje 40 pl roztoku T-2 toxinu (6), 970 ul
roztoku HT-2 toxinu (7) a doplni se acetonitrilem (2) po znacku.

Sada kalibra¢nich roztokt o koncentracich (20; 100; 400; 700 a 1000) ng/ml T-2
toxinu, (40; 200; 800; 1400 a 2000) ng/ml HT-2 toxinu a 492 ng/ml vnitiniho
standardu.

Ptiprava: Do vialek se napipetuje (0; 20; 100; 400; 700 a 1000) pl roztoku standarda
(10) a do kazdé vialky se ptida jesté 20 ul roztoku vnitiniho standardu (8). Vialky
se doplni do 1 ml smé&si acetonitril : voda (5).

Octan amonny.

Mobilni faze pro HPLC.
A: 10 mM octan amonny ve vode.

Piiprava: Rozpusti se 0,771 g octanu amonného (11) v 1000 ml vody (2).
B: Acetonitril (1).
Chlorid sodny, NaCl

Piistroje a pomiicky

Analytické vahy s ptesnosti 0,01 mg.

Laboratorni tfepacka horizontélni.

Ultrazvukova lazen.

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

Imunoafinitni kolonky, napt. T-2Test™ firmy VICAM.

Koncentrator vzorkt, napi Termovap ECOM s.r.o.

Kapalinovy chromatograf s hmotnostnim detektorem a piislusenstvim.

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

Schvalil: RNDr. Jifi Zbiral, PhD., feditel NRL
Platné od: 10. 12. 2015



‘ Ustiedni kontrolni a zkusebni Gstav zem&délsky

. TN Narodni referencni laboratof Strana 7
UKZUZ

Jednotné pracovni postupy — zkousSeni krmiv ‘ vy .

10572.1 — Stanoveni obsahu mykotoxini metodou LC-MS .
. Revize 1
- toxin T-2 a HT-2
5 Postup

51 Extrakce

Do 300ml koénické bariky se navazi 25 g zkusebniho vzorku krmiva, ptida se 2,5 g chloridu
sodného (14) 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 poctu kmith
tiepacky zavisi na konzistenci vzorku. Poté se banka sobsahem vlozi na 10 min
do ultrazvukové 1azné, po vyjmuti z lazné se necha ustat. Extrakt se zfiltruje pres skladany
papirovy filtr do predlozené nadoby.

5.2  Prelisténi a piiprava vzorku pro LC-MS analyzu

10 ml zfiltrovaného extraktu se pipetuje do Cisté suché banky a ziedi se 40 ml vody (3).
Roztok se opét zfiltruje, tentokrat ptes vlaknity filtracni papir (7). 5 ml tohoto zfedéného
zfiltrovaného extraktu se aplikuje na imunoafinitni kolonku, napt. T-2test™ (5) priitokem
1 az 2 kapky/s, dokud neprojde kolonkou vzduch. Pak se ptidad 150 pl vnitfniho standardu —
isotopicky znaceného T-2 toxinu (9) a dalSich 5 ml zfedéného extraktu. Kolonka se promyje
10 ml vody (3). T-2 a HT-2 toxin se eluuji 1,5 ml methanolu (1), vhodné je nechat methanol
prokapat pouze gravitaci.

5.3  Piiprava vzorku pro LC-MS analyzu

Eluat se odpafi pod proudem dusiku pii teploté 50 °C a vysuSeny zbytek se rozpusti ve 200 ul
smési acetonitril : voda (5). Vzorek se protiepe a necha nejméné 30 s v ultrazvukove lazni.

5.4  Kalibrace a stanoveni na LC-MS

Ze zasobniho smésného roztoku toxini T-2 a HT-2 (10) se natfedi sada smésnych kalibra¢nich
roztokd (11). Pripravené kalibra¢ni roztoky i vzorky se méii za nasledujicich podminek, které
slouzi jako ptiklad.
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Tabulka 2. Chromatografické podminky.

Kolona Zorbax XDB C18 150 mm X 4,6 mm L.D. 5 um nebo podobna
Mobilni faze 13, gradientova eluce

Teplota kolony 30°C

Objem nastiiku (20 - 50) ul

Detektor Hmotnostni detektor Esquire 6000, MS/MS analyza

MS podminky lontovy zdroj: Elektrosprej, zaznam iontt v pozitivnim maodu,

Rozsah m/z: 100 - 600,

Sledované ionty MS:

T-2 toxin — 489,2 m/z,

HT-2 toxin — 447,2 m/z,

Isotopové znaceny T-2 toxin —513,3 m/z

MS/MS podminky

Sledované produktové ionty:

T-2 toxin (M = 466,5) — 327, 387, 245 m/z

HT-2 toxin (M = 424,5) — 285, 345 m/z

T-2 toxin, vnitini st. (M =490,5) — 406, 451, 344 m/z

6 Kontrola kvality

Jednou za 3 mésice se analyzuje certifikovany referenni material. Zmétena hodnota musi
souhlasit s hodnotou danou pro tento material.

7 Vypocet a vyjadreni vysledkii

Obsah toxinli T-2 a HT-2 v krmivech vyjadieny v ng/g se vypocita podle vztahu

X

_cxVxE E_CxlOOxO,Z 188,3

mx(

X — =
)D 10

=cx0,153
2

25x=—
5
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kde ¢ je koncentrace vypoctena z kalibra¢ni kiivky (ng/ml),
Vv objem rozpoustédla pouzity na extrakci (100 ml),
E kone¢ny objem roztoku (200 pl),
m navazka vzorku (25 g),
A objem extraktu pouzity na piecisténi (10 ml),
r fedéni pted aplikaci na imunoafinitni kolonku (5),
C koncentrace vnitiniho standardu ve vzorku (188,3 pug/ml),
D koncentrace vnitiniho standardu ve standardu (492 pg/ml).
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