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STANOVENI OBSAHU GTH METODOU GC-MS

1 Rozsah a ucel

Postup je urCen pro chromatografické stanoveni obsahu glycerol-triheptanoatu (GTH)
Vv zivoc¢isném tuku a masokostni moucce.

Glycerol-triheptanoat je synteticky triglycerid kyseliny n-heptanové, ktery se podle natizeni
(ES) ¢.1069/2009 @ piidava do odpadniho Zivo¢isného materialu p¥i zpracovani rizikovych
surovin v koncentraci 250 mg/kg tuku @,

2  Princip

GTH se ze vzorku extrahuje do n-hexanu a extrakt se piecisti pies komeréné dostupné Cistici
(SPE) kolonky s aminosorbentem. Eluat s pfidavkem vnitiniho standardu se odpafi, odparek

se prevede do isooktanu a obsah GTH se stanovi plynovou chromatografii s hmotnostné
selektivni detekci (GC-MS).

Vysledek se vyjadii v mg GTH/kg tuku, stanoveného postupem pro stanoveni tuku
v krmivech, uvedenym v natizeni (ES) 152/2009 ©,
3 Chemikalie

Pouzitd rozpoustédla jsou cCistoty minimalné p.a., jejich dostacujici kvalita se ovétuje
prométfenim slepého vzorku.

1 n-Hexan, Ce¢Hua.

2 Isooktan, CgHus.

3 Dietyléter, C4H100.

4 Elu¢ni ¢inidlo: 15% dietyléter v n-hexanu.

Piiprava: Do 1L odmérky se odméii 150 ml dietyléteru (3) a doplni se n-hexanem (1)
po rysku. Dikladné se promicha.

5  Promyvaci ¢inidlo: 50% dietyléter v n-hexanu.

Piiprava: Do 1L odmérky se odméii 500 ml dietyléteru (3) a doplni se n-hexanem (1)
po rysku. Dikladné se promicha.

6 Glycerol-triheptanoat, C24H140s, My= 428,6, CAS 620-67-7, napi. Aldrich 92855.
7  Zasobni roztok GTH (c = 1 mg/ml).

Ptiprava: Do 50ml odmérky se navazi 50 mg = 0,1 mg GTH (6) a doplni se isooktanem
po rysku. Dikladné se promicha.
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8 Pracovni roztok (A) GTH (¢ = 10 pg/ml).

10
11

12

13

Ptiprava: Do 50ml odmérky se odméti 0,5 ml zasobniho roztoku GTH (7) a doplni se
isooktanem (2) po rysku. Dukladn¢ se promicha.

Pracovni roztok (B) GTH (¢ =1 pg/ml).

Ptiprava: Do 10ml odmérky se odméti 1 ml pracovniho roztoku (A) GTH (8) a doplni
se isooktanem (2) po rysku. Dikladné se promicha.

5a-Cholestan, Co7Has, My=372,7, CAS 481-21-0, napi. Acros 16560.
Zasobni roztok vnitiniho standardu (¢ = 1 mg/ml).

Ptiprava: Do 50ml odmérky se navazi 50 mg + 0,1 mg cholestanu (10) a doplni se
isooktanem (2) po rysku. Dukladné se promicha.

Pracovni roztok (A) vnitiniho standardu (¢ = 10 pug/ml).

Piiprava: Do 50ml odmérky se odméii 0,5 ml zasobniho roztoku cholestanu (11)
a doplni se isooktanem (2) po rysku. Dikladné se promicha.

Pracovni roztok (B) vnitiniho standardu (¢ = 1 pg/ml).

Piiprava: Do 10ml odmérky se odméfi 1 ml pracovniho roztoku (A) cholestanu (12)
a doplni se isooktanem (2) po rysku. Dikladné se promicha.

Pristroje a pomiicky

Plynovy chromatograf s hmotnostnim detektorem, GC-MS/MS, napf-.:
Trace Ultra/ITQ 1100 (Thermo), software Xcalibur (Thermo),
CP 3800/1200 MS (Varian), software Workstation.

Kapilarni kolona, napt.:

DB XLB 30 m x 0,25 mm x 0,25 um (J&W Scientific),
Rapid MS VF5 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm (Chrompac),
DB 1701 30 m x 0,25 mm x 0,25 um (J&W Scientific).

Centrifuga s rozsahem otacek nad 4500 ot/min, pro objemy do 100 ml, napt. 2-16K
(Sigma), centrifuga¢ni zkumavky se Sroubovacim vickem, PP, 50 ml.

SPE manifold.

SPE kolonky s amino sorbentem, 500 mg, 3 ml, napt. Bond Elut NH2 (Agilent
Technologies) nebo Cleanert NH2 (Bonna-Agela Technologies).

Zatizeni pro odpafovani proudem inertniho plynu, napt. Termovap (Ecom); tlakova
lahev N2 (5.0); reakéni vialky pro Termovap, sklo, 5 ml.

Laboratorni tfepacka.
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8 Standardni laboratorni vybaveni (vahy, utrazvukova lazen, michadlo Vortex, pipety,
odmérmeé sklo).

9 Vialky sklenéné, Sroubovaci vi¢ko, septum silikon/PTFE, 2ml, 20 ml.

5 Postup

5.1 Piiprava vzorku

Pomleta surovina masokostni mouc¢ka (MKM) se nemusi dale upravovat. Obsahuji-li vzorek
velké Castice, pomele se v mlynku se sitem o velikosti ok 3 mm. Vzorky tuku neni nutné dale
upravovat.

5.2 Extrakce vzorku

Do centrifuga¢ni zkumavky se navazi 10,00 g + 0,01 g vzorku MKM nebo 1,00 g + 0,001 g
vzorku tuku. Pfida se 20 ml hexanu (1), dobie se promicha a nechd se tfepat v laboratorni
trepacce 20 minut s rychlosti 200 kyvli/min. Po tfepani se zkumavka odstfedi 10 minut pfi
6000 otacek/min, (resp. pfi maximalné dosazitelné rychlosti). Z ¢iré horni vrstvy se odebere
podil 0,2 ml extraktu pro SPE ¢isténi.

5.3 CiSténi extraktu

Do 5ml reakéni vialky se napipetuje 1 ml pracovniho roztoku vnitiniho standardu (13), tj.
1 pg cholestanu. Do SPE manifoldu se upevni distici kolonky (5) a kondicionuji se 6 ml
hexanu (1), promyvaci hexan se nesbird. Na pfipravenou kolonku se nanese 200 pl
odstfedéného extraktu (5.2) a GTH se z kolonky vymyje 3 ml elu¢niho ¢inidla (4)
do ptipravené 5ml vialky s vnitinim standardem. Eluat se odpaii k suchu pod mirnym
proudem dusiku a odparek se rekonstituuje do 2 ml isooktanu (2). Dikladné se rozpusti
pomoci ultrazvuku nebo michadla Vortex a 1,5 ml se pfevede do 2ml vialky ke koncové
analyze (5.4.3).

Poznamky

1  Po eluci GTH se kolonky promyji 6 ml promyvaciho cinidla (5) a 3 ml hexanu (1)
a nechaji se vyschnout. Po overeni vytéznosti lze SPE kolonky opakované pouczit.

2  Pri analyze vzorki surovin s nizsim obsahem tuku (w < 10 %) lze na SPE kolonku
nanést vetsi podil extraktu (5.2) a sniZit tak ziedovaci faktor (F) a tim i mez
stanovitelnosti pro tyto suroviny.
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5.4 GC-MS stanoveni
5.4.1 Chromatografické podminky

nosny plyn helium; 2 ml/min
teplota injektoru 250 °C
teplota MS (TL/IZ) 280/220 °C

teplotni program 120 °C (1 min)-45 °C/min-260 °C (10 min)-45 °C/min-300 °C (2 min)
objem nastiiku 2ul

SSL time 0,75 min

retenéni Cas GTH = 7,9 min; 5a-cholestan = 11,2 min

5.4.2 Podminky pro hmotnostni spektrometrii

Elektronova ionizace (EI) pfi 70 eV, méfeni v plném skenu (FS) nebo v rezimu snimani
vybranych iontl (SIM). Pro stanovované latky se sleduji nejméné tii fragmenty m/z, Q1 pro
kvantifikaci, Q2 a Q3 pro konfirmaci.

Tabulka 1. Vybrané ionty pro kvantifikaci a identifikaci stanovovanych latek.

GTH ISTD (5a-cholestan)
m/z pomér iontt (%) m/z pomér iontl (%)
Q1 299 100 217 100
Q2 228 36,7 357 65,4
Q3 185 30,3 372 44,2

5.4.3 Meéreni

Pfed analyzou se zkontroluje aktudlni stav MS (typické odezvy pozadi, tésnost systému
na hmotach pro vodu a vzduch, odezva na kalibra¢ni plyn). Citlivost systému se ovéri
analyzou nejnizs§iho kalibracniho bodu. Do méfici sekvence se zaradi alespon tfi hladiny
kalibra¢nich roztokl, promyvaci rozpoustédlo, série redlnych vzorkli a na zavér opét

kalibra¢ni roztoky.
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Tabulka 2. Rozpis pro piipravu kalibra¢ni iady.
V (ul
Kalibracni ®h
L c(ng/ml) ISTD (12) GTH (8) GTH (9) Isooktan (1)
uroven
c=10 pg/ml c=10 pg/ml c=1pug/ml (ub)
1 5 50 0 5 945
2 50 50 0 50 900
3 100 50 0 100 850
4 1 000 50 100 0 850
5 1250 50 125 0 825
6 1 500 50 150 0 800

5.4.4 Kalibrace

Linearita (R?>0,995) byla ovéfena v koncentraénim rozsahu 5ng az 7.500 ng GTH/ml
isooktanu, s vnitinim standardem o koncentraci 500 ng/ml. Postacujici kalibra¢ni rozsah pro
kvantifikaci vzorkt je 5 az 1.500 ng GTH/ml, to pfi daném postupu odpovida 1 az 300 mg
GTH/Kkg tuku ve vzorku.

6  Vypocet a vyjadiovani vysledki

Z poméru ploch kvantifikac¢nich ionti Q1 pro GTH a vnitini standard se vypocte relativni
odezva GTH a sestroji se kalibracni pfimka, prolozend osovym pocatkem (vyhodnocovaci
program piislusné MS metody).

Obsah GTH v proméfovaném extraktu se vypocte ze smérnice kalibracni pfimky, sestrojené
ze vSech namétenych kalibra¢nich bodl pro danou sérii vzorki.

Vysledek se vyjadii v mg GTH/kg tuku a vypocte se podle rovnice:

=b-F.102 I::V1-V2
m-w V,

C 107

kde C je obsah GTH ve vzorku v mg/kg tuku

b obsah GTH odecteny z kalibra¢ni ptimky (ng/ml)
m navazka vzorku (g)

W

obsah tuku ve vzorku (%)

F zied'ovaci faktor

V1 objem (5.2) extra¢niho hexanu (ml); Vi =20 ml

V2 objem (5.3) isooktanu (ml); Vo=2 ml

V3 aliquot naneseny na SPE kolonku (ml); V3= 0,2 ml
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7 Validacni data

Detekéni limity byly stanoveny proméfenim nejnizs$i urovné kalibrac¢ni piimky na hladiné
5ng GTH/mI. Za podminek danych postupem to odpovida mezi stanovitelnosti LOQ = 1 mg
GTH/Kkg tuku.

Pravdivost (vytéznost) postupu je 80 % - 110 %.

8
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