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STAN OVENi OBSAHU NEPOVOLENYCH
DOPLNKOVYCH LATEK METODOU LC-MS

1 Ucel a rozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni nepovolenych dopliikkovych latek
Zn-bacitracinu, carbadoxu, olachindoxu, tylosin fosfatu a virginiamycinu vedle sebe, a to jak
v krmnych smésich, tak v premixech, metodou LC-MS. Metoda umoziuje stanoveni nizkych
koncentraci uvedenych latek.

Mez stanovitelnosti metody z&visi na matrici vzorku stejné jako na pouzitém piistroji.

2 Princip

Vzorky krmnych smési a premixti se extrahuji rozpousStédlem methanol-voda s kyselinou
mravenéi na vertikalni tfepacce, po extrakci se odstiedi a nafedi. Po nafedéni se vzorky
analyzuji na reverzni fazi C;s metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie s hmotnostni
detekei.

3 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

1 Methanol, CH30H, HPLC grade.

2 Acetonitril, HPLC grade.

3 Ultracista voda pro HPLC (18,2 MQ/cm).

4 Kyselina mraven¢i p. a. pro hmotnostni spektrometrii, 98%, M: = 46,03.
5 Methanol, 70%.

Ptiprava: Smichd se 700 ml methanolu (1) a 300 ml vody (3). Vznikly roztok
se promichd, odvzdusni v ultrazvukové lazni a vytemperuje na laboratorni teplotu.

6 Extrakéni roztok.

Ptiprava: Smiché se 1000 ml methanolu (5) a 30 ml kyseliny mravenci (4), promicha
se, odvzdusni v ultrazvukové 1azni a vytemperuje na laboratorni teplotu.

7 Acetonitril 50%.

Ptiprava: Smichd se 500 ml acetonitrilu (2) a 500 ml vody (3). Vznikly roztok
se promicha, odvzdusni v ultrazvukové lazni a vytemperuje na laboratorni teplotu.

8 Mobilni faze A: 0,3 % roztok kyseliny mravenci.

Ptiprava: Do 1000ml odmérné banky se odméti 900 ml vody (3) a 3 ml kyseliny
mravenci (4), doplni se vodou (3) po znacku. Vznikly roztok se promiché a odvzdusni
v ultrazvukoveé lazni.
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Mobilni faze B: acetonitril + kyselina mravenci

Ptiprava: Do 1000ml odmérné banky se odméii 900 ml acetonitilu (2) a 3 ml kyseliny
mravenc¢i (4), doplni se acetonitrilem (2) po znacku. Vznikly roztok se promicha
a odvzdusni v ultrazvukové lazni.

Kalibra¢ni standardy analytt.

Zn-bacitracin, CAS: 1405-89-6, CssH101N17016SZn, M; = 1486,07.
Carbadox, CAS: 6804-07-5, C11H10N4O4, M; = 262,23.

Olachindox, CAS: 23696-28-8, C12H13N304, M, = 263,25.

Tylosin fosfat CAS: 1405-53-4, C4sH77NO17 x H3PO4, M; = 1014,1.
Virginiamycin, CAS: 21411-53-0, C23H35N307, M; = 525.59.

Pristroje a pomiicky

Vysokoucinny kapalinovy chromatograf s MS/MS detekei.

Separacni kolona, napt. ACQUITY UPLC BEH C18; 1,7 um, (50 x 2,1) mm.
Analytické vahy.

Ultrazvukova lazeii.

Laboratorni tiepacka, (50-100) kmitd/min.

Laboratorni odstfedivka, 1500 g.

Vialky sklenéné, 1,5 ml.

Postup

Priprava kalibracnich a zasobnich roztoku

Kalibrace se provadi pfed kazdym méfenim. Piipravi se zdsobni roztoky jednotlivych analyti
a jejich smésné pracovni roztoky.

5.1.1 Zasobni roztoky jednotlivych analyti

Zasobni roztok carbadoxu

Navazi se presné asi 10 mg carbadoxu (10) s piesnosti 0,1 mg, kvantitativné se prevede
do tmavé 50ml odmérné banky a doplni methanolem (1) po znacku. Pfi vypoctu piesné
koncentrace analytu v zasobnim roztoku se bere v tivahu také Cistota standardu. Tento roztok
se uchovava ve tmé pfi teploté (4 — 8) °C. Za téchto podminek je stabilni nejméne 6 mésict.

C (carbadox) = cca 0,2 mg/ml.
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Zasobni roztoky ostatnich nepovolenych dopliikovych latek (Zn-bacitracin, olachindox,
virginiamycin, tylosin fosfat)

Navazi se presn¢ asi 10 mg jednotlivych analytii (10) s pfesnosti 0,1 mg, kvantitativné
se prevede do tmavych 10ml odmérnych ban¢k a doplni methanolem (1) po znacku Pti vypoctu
presné koncentrace analytu v zasobnim roztoku se bere v tivahu také Cistota standardu. Tyto
roztoky se uchovavaji ve tme pii teplote (4 — 8) °C. Za téchto podminek jsou stabilni nejméné
6 mésici.

C (analytw) = cca 1,0 mg/ml.

5.1.2 Pracovni roztoky jednotlivych analyti

Smésny pracovni roztok I

Do tmavé 10ml odmérné banky se odméii vypoctené mnozstvi od kazdého jednotlivého
zasobniho roztoku (Zn-baciracin, olachindox, tylosin fosfat, virginiamycin, carbadox) tak, aby
vysledna koncentrace byla 50 mg/l a doplni se po znacku methanolem. (1). Tento roztok
se pripravuje vzdy Cerstvy.

C (analytu) = 50 mg/ 1.

Smésny pracovni roztok I1

Do 10ml odmérné banky se odméti 2 ml smésného pracovniho roztoku I a doplni se po znacku
methanolem (1). Tento roztok se ptipravuje vzdy Cerstvy.

C (analytu) = 10 mg/ 1.

5.2 Kalibrace
5.2.1 Externi kalibrace

Pouziva se pii analyzach krmnych smési 1 premixt. Do 25ml odmérnych bané€k se odméii (0,02;
0,04; 0,1; 0,2; 0,3) ml smésného pracovniho roztoku II, doplni se asi 1 cm pod znacku roztokem
acetonitrilu (7). Po promichéni a vytemperovani se doplni roztokem acetonitrilu (7) po znacku
a ptevede do vialek podle Tabulky 1. Takto nafedéné kalibracni roztoky odpovidaji koncentraci
(0,008 — 0,12) mg/1 Zn — bacitracinu, carbadoxu, olachindoxu, tylosin fosfatu a virginiamycinu.
Na chromatografickou kolonu se davkuje 10 pl kalibra¢nich roztokii. Z primérnych ploch pikt
pro kazdou koncentraci se sestroji kalibraéni kiivka. Na zéklad¢ kalibracni kiivky
vyhodnocovaci program vypocte obsah analytu ve vzorcich.

Tabulka 1. Rozpis pro sestrojeni kalibracni zavislosti.

25 ml banka 1 2 3 4 5
Pracovni roztok II (ml) 0,02 0,04 0,1 0,2 0,3
Koncentrace (mg/1) 0,008 0,016 0,04 0,08 0,12
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5.2.2 Interni kalibrace

Pouziva se predevsim pii analyzach spornych vzorki s extrémnim matricnim efektem, protoze
na rozdil od externi kalibrace 1épe postihuje vlivy matrice vzorku na ionizaci, a tim ina
celkovou odezvu signalu. Do ¢tyt 25ml odmérnych ban€k se pipetuje odpovidajici mnozstvi
extraktu vhodné matrice krmné smési bez obsahu analytu (blank). Prvni baiika (P0) se ponecha
bez ptidavku standard, do zbyvajicich (P1, P2, P3) se pfida odpovidajici mnozstvi smésného
pracovniho roztoku II (P1 — 0,5 ml; P2 — 1,0 ml; P3 — 1,5 ml) a doplni se po znacku roztokem
acetonitrilu (7), viz Tabulka 2.

Tabulka 2. Rozpis pro sestrojeni kalibra¢ni zavislosti.

25 ml banka 1(P0) 2(P1) 3(P2) 4(P3)
Extrakt (ml) 2,5 2,5 2,5 2,5
Pracovni roztok II (ml) 0 0,5 1 1,5
Acetonitril (7) (ml) 22,5 22 21,5 21
Koncentrace (mg/l) 0 0,2 0,4 0,6

Sestroji se zavislost plochy piku na mnozstvi ptidavku a zjisti parametry a, b rovnice y = ax + b
popisujici pfimku pomoci linearni regrese.

Vysledna koncentrace (X) v mg/kg se vypocte podle vztahu

b ..
X =—xzredovaci faktor
a

5.3  Stanoveni
5.3.1 Uprava vzorku

Uprava vzorki se provadi podle CSN EN ISO 6498 Krmiva - Pokyny pro p¥ipravu vzorku
a JPP 60010.1 Postupy tprav zkuSebnich vzorkl jednotlivych druhii krmiv.

5.3.2 Extrakce vzorku

Do 50ml centrifugaéni banky se s presnosti na 0,001 g navazi 1 g zkoumaného vzorku,
ke kterému se ptida 25 ml Cerstvé pripraven¢ho extrakéniho roztoku (6). Bainika se uzavie
a tfepe na vertikalni laboratorni ttepacce 30 min pfi asi 90 kmitech/min. Ziskany extrakt se poté
odstfedi 15 min pi1 15 °C a pti 1500 g a nasledné zfedi roztokem acetonitrilu (7) podle
Tabulky 3.
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Tabulka 3. Redéni extrakti krmnych smési a premixii.

Deklarace (mg/kg) Redéni
<10 10
Krmna smés 10— 100 100
> 100 1000
<5000 5000
Premix 5000 —20 000 50 000
>20 000 100 000

5.3.3 Méreni

M¢ii se za separacnich podminek chromatografického systému podle doporuceni vyrobce.
V Tabulkédch 4 az 8 jsou uvedeny podminky pro sestavu vysokoucinného kapalinového
chromatografu UPLC-MS/MS a slouZzi jako ptiklad nastaveni instrumentace. V kazdé sérii
stanoveni se provede stanoveni slepého pokusu a vhodného IRM.

Tabulka 4. Parametry chromatografu — priklad nastaveni.

Kolona ACQUITY UPLC BEH C18, 1,7 pm, (50 % 2,1) mm
nebo obdobna
Teplota kolony 40 °C
Teplota autosampleru 10 °C
Mobilni faze Gradient mobilni faze A (8), mobilni faze B (9) dle tabulky 5
Celkové doba analyzy | 3 min
Pritok mobilni faze 0,4 ml/min
Objem nastiiku 10 pl

Schvalil: RNDr. Jifi Zbiral, PhD., feditel NRL
Platné od: 2.1.2025



Nérodni referen¢ni laboratot Strana 6
s N | Jednotné pracovni postupy — zkouSeni krmiv = Vydani 2
a zkusebni Gstav zemédalsky
10630.2 — Stanoveni obsahu nepovolenych Revize 0
doplikovych latek metodou LC-MS

Tabulka 5. Gradientovy program pro analyzu stanoveni Zn-bacitracinu, carbadoxu,
olachindoxu, tylosin fosfitu a virginiamycinu v krmivech a premixech — priklad
nastaveni.

Cas (min) Mobilni faze A (8) (%) Mobilni faze B (9) (%)

0 95 5

0,25 73 27

1,25 73 27

1,3 0 100

2,0 0 100

2,1 95 5
3 95 5

Reten¢ni Casy jednotlivych analytli za uvedenych podminek jsou v tabulce 6.

Tabulka 6. Reten¢ni ¢asy Zn-Bacitracinu, carbadoxu, olachindoxu, tylosin fosfatu
a virginiamycinu za uvedenych podminek

Analyt Retencni ¢as (min)
Zn-bacitracin 1,067
Carbadox 0,732
Olachindox 0,646
Tylosin fosfat 1,691
Virginiamycin 1,756

5.3.4 MS podminky

Pro identifikaci jednotlivych analyti se pouzivda MRM (Multiple Reaction Monitoring) mod
sledovanim dvou produktovych ionti pochazejicich z jednoho prekurzového iontu (European
Union Commission Decision 2002/657/ECC). Nalezené optimalni parametry MS detektoru, pfi
kterych je intenzita daného dcetfiného iontu maximalni, jsou uvedeny v Tabulce 7. Nastaveni
MRM parametrt jednotlivych pfechodi je uvedeno v Tabulce 8.
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Tabulka 7. Priklad parametria MS detektoru.

Ioniza¢ni mod ESI+
Capilary voltage 1,0 kV
Cone voltage 33V
Source temperature 150 °C
Desolvation temperature 450 °C
Desolvation gas flow 650 I/h
Cone gas flow 1 1/h

CID gas argon p =0,5 bar

Tabulka 8. Pfiklad MRM parametri pro analyzu Zn-Bacitracinu, carbadoxu,
olachindoxu, tylosin fosfatu a virginiamycinu v krmivech a premixech.

Analyt Prekurzorovy iont| Produktovy iont | Cone voltage (V)| Kolizni energie
(m/z) (m/z) (eV)
Zn-bacitracin 475,2 86,1 33 22
110,1 33 40
Carbadox 263,0 229.0 37 16
231,0 37 16
Olachindox 264,1 143,1 39 33
221,1 39 13
Tylosin fosfat 916,5 101,1 65 55
174,1 65 41
Virginiamycin 526,4 337,2 30 22
355,2 30 19
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Vypocet a vyjadiovani vysledki

Obsah Zn-bacitracinu, carbadoxu, olachindoxu, tylosin fosfatu a virginiamycinu (X) vyjadieny
v mg/kg se vypocita podle vztahu

Y= cxV xR
m
kde
c je koncentrace dopliikové latky ve zkusSebnim vzorku, zjisténa z kalibracniho grafu
v mg/l,
V objem extrakéni smési v ml,
m hmotnost zkusebniho vzorku v g,
R fedéni, respektive zkoncentrovani.
Poznamky
1 Vysledek stanoveni obsahu tylosin fosfatu je mozné interpretovat také jako tylosin, kde

1 mg tylosin fosfatu (M, = 1014, 1) odpovida 0,90 mg tylosinu (M, = 916,1).

Vysledek stanoveni obsahu tylosin tartratu je mozné interpretovat také jako tylosin, kde
1 mg tylosin tartratu (M, = 1066,2) odpovida 0,86 mg tylosinu (M, = 916,1).
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