UKZUZ\

‘ Ustiedni kontrolni a zkugebni Gstav zem&délsky

Nérodni referen¢ni laboratot Strana 1
Jednotné pracovni postupy — zkouseni krmiv
Vydani 1
10576.1 — Stanoveni obsahu pfirodnich toxind .
Revize 1

metodou LC-MS

STANOVENI OBSAHU PRIRODNICH TOXINU METODOU LC-MS

1

Rozsah a ucel

Postup je urcen pro stanoveni obsahu piirodnich toxint v krmivech.

2

Princip

Piirodni toxiny Se extrahuji ze vzorku pomoci modifikované metody QUEChERS. Obsah
ptirodnich toxint se Stanovi kapalinovou chromatografii s hmotnostné¢ selektivni detekci (LC-

MS).

3

Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické &istoty, pokud neni dale uvedeno jinak. Cistota chemikalii
se kontroluje proméfenim slepého vzorku.

~N OO o1 B~ W DN P

10
11

Voda, ultracdist4, 18,2 MQ/cm.

Acetonitril, CH3sCN, HPLC grade.

Kyselina mravenc¢i, HCOOH, 98%, p = 1,22 g/ml.
Kyselina mravenc¢i, HCOOH, p = 1,22 g/ml, pro MS.
Siran hotfe¢naty bezvody, MgSOa.

Chlorid sodny, NaCl.

Pevné smés soli chloridu sodného a siranu hotecnatého

Piiprava: Do sklenéné vialky se navazi (4 + 0,1) g bezvodého siranu hote¢natého (5)
a (1 0,1) g chloridu sodného (6). Vialka se uzavie vickem a promicha se.

Methanol, CH3OH, LC/MS grade.

Acetonitril, CH3CN, LC/MS grade.

Mravencan amonny, HCOONHa, pro MS.
Extrak¢ni ¢inidlo, 0,1% roztok HCOOH ve vodé.

Priprava: Do 100ml odmérné banky se ptida asi 90 ml vody (1), poté se do banky
pipetuje 0,1 ml kyseliny mravenc¢i (3), roztok se promicha, doplni vodou (1) po znacku.
Pted pouzitim se roztok promicha.
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12  Zasobni roztok mraven¢anu amonného, HCOONHg4, ¢ = 1 mol/l.
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Piiprava: (1,576 + 0,01) g HCOONH3 (10) se rozpusti v kadince asi v 10 ml vody (1),
kvantitativné se ptrevede do 25ml odmérné bariky, roztok se promicha a doplni vodou (1)
po znacku. Pied pouzitim se roztok opét promicha.

Mobilni faze A: 0,1% HCOOH ve vode.

Piiprava: Do 250ml odmérné banky se ptida asi 200 ml vody (1), poté se do banky
pipetuje 0,25 ml kyseliny mravenci (4) a roztok se promicha. Poté se doplni vodou (1)
po znacku. Pied pouzitim se roztok opét promicha.

Mobilni faze B: 0,1% roztok HCOOH v methanolu s ImM HCOONHa.

Piiprava: Do 250ml odmérné bainiky se ptida asi 200 ml methanolu (8), poté se do banky
pipetuje 0,25 ml kyseliny mraven¢i (4) a 0,25 ml 1M HCOONHs (12), roztok
se promichd adoplni methanolem (8) po znacku. Pied pouzitim se roztok opét
promicha.

Standardy analyta.

Pouzivaji se certifikované analytické standardy v pevném, kapalném nebo odpareném
stavu s deklarovanou ¢istotou od ovéteného vyrobce.

Monocrotaline (C16H23NOg) CAS [315-22-0].
Retrorsine (C1sH2sNQOs) CAS [480-54-6].
Senecionine (C1gH2sNOs) CAS [130-01-8].
Senkirkine (C19H27NOg) CAS [2318-18-5].
Seneciphylline (C1sH23NOs) CAS [480-81-9].
Ergocornine (C31H39N50s) CAS [564-36-3].
Ergocorninine (C31H3zgNsOs) CAS [564-37-4].
Ergocryptine (C32H1NsOs) CAS [511-09-1].
Ergocryptinine (C3z2Hs1NsOs) CAS [511-10-4].
Ergocristine (CasHzgNsOs) CAS [511-08-0].
Ergocristinine (C3sH39Ns50s) CAS [511-07-9].
Ergosine (CaoH37NsOs) CAS [561-94-4].
Ergosininine (C3oH37Ns0s) CAS [596-88-3].
Ergotamine (Cs3HssNsOs) CAS [113-15-5].
Ergotaminine (C33HssNsOs) CAS [639-81-6].
Ergometrine (C19H23N302) CAS [60-79-7].
Ergometrinine (C19H23N302) CAS [479-00-5].
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16  Zasobni roztoky jednotlivych ptirodnich toxind.
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Pro analyty v pevné nebo odpaiené¢ formé se piipravi zasobni roztoky o ptesné
koncentraci ve vhodném rozpoustédle. Navazka pevného standardu se prepoéte na
deklarovanou distotu standardu a ptidd se pfisluSné mnozstvi rozpoustédla. Nekteré
vyrobce.

Pracovni roztok smési ptirodnich toxind, ¢ = 500 ng/ml.

Piiprava: Do 2ml vialky se pipetuji standardy ptirodnich toxint (16) v takovém
mnozstvi, aby pro kazdy analyt po ptidavku acetonitrilu (9) vznikl roztok o koncentraci
500 ng/ml. Ptiklad piipravy smésného roztoku alkaloidt je uveden v Tabulce 1.

Tabulkal. Priklad piipravy smésného roztoku standarda alkaloidi o koncentraci
500 ng/ml a objemu 1 ml.

Koncentrace zasobniho

Latka roztoku standardu (ug/ml) Objem (ul)
Retrorsine 50 10
Monocrotaline 50 10
Senecionine 50 10
Seneciphylline 50 10
Senkirkine 50 10
Ergocornine 100 5
Ergocorninine 100 5
Ergocryptine 100 5
Ergocryptinine 100 5
Ergocristine 100 5
Ergocristinine 100 5
Ergosine 100 5
Ergosinine 100 5
Ergotamine 100 5
Ergotaminine 100 5
Ergometrie 100 5
Ergometrinine 100 5
Acetonitril (9) - 890
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4  Pristroje a pomucky

1  UltratCinny kapalinovy chromatograf s hmotnostnim spektrometrem, napf.:
ACQUITY UPLC-TQ MS Xevo (Waters), vybaveny UPLC kolonou a ptedkolonou,
napf.:

ACQUITY BEH C18 VanGuard, 5 mm x 2,1 mm x 1,7 um (Waters),

ACQUITY UPLC BEH C18, 50 mm x 2,1 mm x 1,7 um (Waters),

nebo

ACQUITY UPLC BEH C18, 100 mm x 2,1 mm x 1,7 um (Waters).

Analytické vahy s ptesnosti 0,1 g a analytické vahy s piesnosti 0,1 mg.

Horizontélni tftepacka, 250 kmiti/min.

Laboratorni odstredivka, 10000 ot/min.

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

Sroubovaci vialky s uzavérem pro objem 1,5 ml.

© 00 N o o1 W N

Vysokorychlostni michadlo, napt. Vortex, IKA Works GmbH, Némecko.
10  Vysokorychlostni dispergator, napi. Ultraturrax, IKA Works GmbH, Némecko.

11  Membréanové filtry s velikosti pori 0,2 pm. Mohou se pouzit napt. nylonové nebo PTFE

membranoveé filtry.

5  Pracovni postup
5.1 Priprava vzorku

Do 50ml uzaviratelné plastové centrifugaéni zkumavky se navazi (2 + 0,001) g homogenniho
vzorku. Ptida se 10 ml 0,1% roztoku HCOOH (11) a 10 ml acetonitrilu (2). Zkumavka
se uzavie Sroubovacim vickem. Vzorek se dobfe promichd pomoci vysokorychlostniho
michadla (napf. Vortex) a necha se 20 min tfepat v horizontalni poloze v laboratorni tiepacce
s rychlosti asi 250 kmitd/min. Intenzita tfepani se upravi tak, aby po celou dobu nedochazelo
k sedimentaci vzorku. Poté se prida 5 g pevné smési soli (7). Smés se nejméné 30 s intenzivné
manualné tiepe. Vzorek se odstfedi 5 min pii 5000 ot/min, supernatant se prevede do 15ml
uzaviratelné plastové centrifugacni zkumavky anecha se vymrazit pii —18 °C nejméné
po dobu 2 h. Vymrazeny extrakt se opét odstfedi 5 min pii 3900 ot/min. Piesné¢ 500 pl horni
acetonitrilové faze se pievede do plastové centrifugacni zkumavky typu Eppendorf, kde
se smisi s 500 pl vody (1). Po dikkladném promichani pomoci vysokorychlostniho michadla
(napt. Vortex) se roztok prefiltruje pies membranovy filtr s velikosti pora 0,2 um nebo
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se centrifuguje 5 min pii 10000 ot/min. Filtrat nebo supernatant se ptevadi do 1,5ml
Sroubovaci vialky.

Slepy pokus se provede stejnym postupem bez navazky vzorku. Slepy pokus slouzi
ke kontrole Cistoty rozpoustédel.

Poznamka

1  Ke vzorku stuhou konzistenci je vhodné béhem extrakce do centrifugacni zkumavky
pridat michaci kaminek, nebo se miize pouZzit VySokorychlostni dispergator.

5.2 Kalibrace

Do ¢tyt 1,5 ml sroubovacich vialek s uzavérem se odméii 500 pl acetonitrilu (9) a prida se (1;
5; 50; 100) ul pracovniho smésného roztoku standardt piirodnich toxinti 0 koncentraci
500 ng/ml (17). Piida se voda (1) do celkového objemu 1 ml. Takto nafedéné kalibracni
roztoky odpovidaji koncentracim (5; 25; 50; 500) pg/kg. Piiklad rozpisu fedéni pro sestrojeni
kalibracni zavislosti je uveden v Tabulce 2.

Z ploch pikti pro kazdou koncentraci se sestroji kalibra¢ni kiivka.

Tabulka 2. Priklad pro sestrojeni kalibrac¢ni zavislosti.

Pracovni roztok standardt (17) (ul) 1 5 50 100
Acetonitril (9) (ul) 500 500 500 500
Voda (1) (ul) 499 | 495 | 450 | 400
Koncentra¢ni hladina analytt ve standardech (ng/ml) 0,5 2,5 25 50
I())r?l;l(;\\//ladz?éc; 1;0{1:;/%:)1% analytt ve vzorku 5 o5 50 500

Podle Tabulky 2 lIze v pfipadé¢ potieby analogicky doplnit kalibra¢ni bod s hladinou
100 ng/ml.

5.4 LC-MS/MS stanoveni

Extrakty, slepy pokus a jednotlivé body kalibra¢ni kiivky se analyzuji metodou LC-MS/MS.
Piiklad nastaveni pfistroje je uveden v Tabulce 3. Pied analyzou realnych vzorkt se ovéii
citlivost systému analyzou nejniz§iho kalibra¢niho bodu a zaroven stabilita reten¢niho
chovani v daném chromatografickém systému. Selektivita analyzy je zajiSténa vyuzitim MRM
moédu pii MS detekei.
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Tabulka 3. Piiklad nastaveni LC-MS/MS systému.

Kolona ACQUITY BEH C18 VanGuard, 5 mm x 2,1 mm x 1,7 um
Mobilni faze (13) a (14), gradientova eluce
Prutok 0,4 ml/min
Teplota kolony 40 °C
Objem nastiiku 2,5ul
Detektor Hmotnostni spektrometr XEVO TQ MS, MS/MS analyza
MS podminky Iontovy zdroj: ESI, zdznam iontd v pozitivhim modu

6 Vypocet a vyjadieni vysledki
Obsah alkaloidi vyjadieny v pg/kg se vypocita podle vztahu

X = cxV xR
ma
kde
C je koncentrace analytu odectena z kalibra¢ni kiivky v ng/ml,

Ma hmotnost zkuSebniho vzorku v g,
\V objem extraktu v ml,

R fedéni.

V piipadé analyzy komplikovanych matric se doporucuje pouzZit metodu standardniho
pfidavku ke vzorku, za predpokladu linearni zavislosti odezvy na koncentraci v daném
koncentra¢nim rozsahu.
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