CH 3.2,

Stanovenie akrylamidu metédou GC/MS/MS a UPLC/MS/MS

1 PRINCIP METODY

GC

Zhomogenizovanu vzorku po bromacii extrahujeme octanom etylnatym. Detekcia sa vykona-
va hmotnostnym detektorom pracujucim v rezime MS/MS. Kvantifik4cia je prevedend meto-
dou vnutornych standardov akrylamidu 1,3,3-13C3 alebo 2,3,3-D3.

UPLC

Zhomogenizovana vzorka sa extrahuje acetonitrilom a hexdnom. Extrakt je precisteny SPE
a eluat odfuikany do sucha. Rezidud, rozpustené vo vode, su napichované na chromatografick
kolonu. Detekcia sa vykonava hmotnostnym detektorom pracujicim v rezime MS/MS. Kvan-
tifikdcia je prevedena metédou vnutorného Standardu akrylamidu D3.

2  POUZITEENOST METODY
Metdda je vhodna na stanovenie akrylamidu vo vode a v potravinach.

3 CHEMIKALIE A ROZTOKY

3.1 Cisté chemikalie

3.1.1 Akrylamid

3.1.2 Bromid draselny - KBr, p.a.

3.1.3 Brom-Brn,

3.1.4 Deionizovana voda

3.1.5 Kyselina bromovodikova - HBr 47%, p.a.
3.1.6 Tiosiran sodny — Na,S;03 . H,O kryst.,p.a.
3.1.7 Siran sodny —Na,SO4 bezvody, p.a.

3.1.8 Octan etylnaty— CH3COOC;Hs

3.1.9 Akrylamid (1,2,3-13C3)

3.1.10 Akrylamid (2,3,3-D3)

3.1.11 Metanol gradient grade p.a.

3.1.12 Acetonitril gradient grade p.a.

3.1.13 n-Hexane p.a.

3.1.14 Ethyl acetate p.a.

3.1.15 K4[Fe (CN)g].3H20




3.2 Roztoky a reagencie

3.2.1 Bromova voda — malé mnozstvo bromu pretrepavame s deionizovanou vodou tak dl-
ho, kym sa rozpusta, a potom bromovu vodu od prebyto¢ného bromu odlejeme.

3.2.2 1M NayS;03.H,0 — do 100ml odmernej banky navazit’ 24,82g Na,S,03.H,0
a doplnit’ po znacku deionizovanou vodou.

3.2.3 Carez I (navazit' 150 g K4[Fe (CN)g].3H,0, preniest’ do 11 odmernej banky a doplnit’
po rysku deionizovanou vodou).

3.2.4 Carez II (navazit’ 300 g ZnSO, .7H,0 preniest’ do 11 odmernej banky a doplnit’ po
rysku deionizovanou vodou).

3.3 Standardné roztoky
3.3.1 Zasobné roztoky Standardov

3.3.1.1 Zasobny roztok akrylamidu (100mg/l vo vode)- (S1)
Navazit' Smg $tandardu do 50ml odmernej banky a doplnit’ po rysku deionizovanou vodou.
Uchovavat ho v chladnicke.

3.3.1.2 Zasobny roztok vnitorného Standardu akrylamid -13C3 (100mg/l v metanole )- (S2)
Odobrat’ 100ul vnatorného Standardu akrylamid - 13C3 (3.1.9) a pridat’ 900ul metanolu.

3.3.1.3 Zasobny roztok vnutorného Standardu akrylamid - D3 (100mg/l v metanole) — (S3)
Navazit’ Smg vnutorného standardu akrylamid — D3 (3.1.10) do 50ml odmernej banky
a doplnit’ metanolom.

3.3.2 Zakladné roztoky Standardov

3.3.2.1 Zakladny roztok akrylamidu ( 1 mg/l vo vode)-FC1
Zobrat’ 100ul zo zasobného roztoku Standardu (3.3.1.1) do 10ml odmernej banky a doplnit’ po
znacku deionizovanou vodou.

3.3.2.2 Zakladny roztok vnutorného Standardu akrylamid 13C3 (1mg/l vo vode)- 1S1
Zobrat’ 100ul zo zasobného roztoku standardu S2 (3.3.1.2) do 10ml odmernej banky a doplnit’
po znacku deionizovanou vodou.

3.3.2.3 Zakladny roztok vnutorného standardu akrylamid D3 (1mg/l vo vode) - 1S2
Zobrat’ 100ul zo zadsobného roztoku Standardu S3(3.3.1.3) do 10ml odmernej banky a doplnit’
po znacku deionizovanou vodou.

3.3.2.4 Zakladny roztok akrylamidu (5 mg/l vo vode)-FC2
Zobrat’ 500ul zo zasobného roztoku Standardu (3.3.1.1) do 10ml odmernej banky a doplnit’ po
znacku deionizovanou vodou.

3.3.2.5 Zakladny roztok vnatorného standardu akrylamid D3 (5mg/l vo vode) - 1S3
Zobrat’ 500ul zo zadsobného roztoku Standardu S2 (3.3.1.2) do 10ml odmernej banky a doplnit’
po znacku deionizovanou vodou.

3.3.3 Kalibra¢né roztoky Standardov
Do 10ml odmernych baniek napipetovat’ jednotlivé objemy roztokov podl'a tabul’ky 1
a doplnit’ po znacku deionizovanou vodou.



Tabul’ka 1 Kalibracné roztoky Standardov

Koncentracia Koncentracia

Koncentracia vnatorného vnutorného Stan- | Pridavok Pridavok | Pridavok
akrylamidu Standardu dardu roztoku roztoku roztoku

Vv roztoku akrylamidu D3 | akrylamidu 13C3 FC IS1 I1S2

(nall) Vv roztoku Vv roztoku (ul) (ul) (ul)

(ng/l) (ng/l)

0 50 50 0 500 500

5 50 50 50 500 500

10 50 50 100 500 500

20 50 50 200 500 500

50 50 50 500 500 500

100 50 50 1000 500 500

3.3.4 Pracovné roztoky Standardov

3.3.4.1 Zmesny roztok Standardu akrylamidu a akrylamidu D3 (50 pg/l vo vode) WS
Zobrat’ po 1 ml zo standardov FC2 (3.3.2.4.) a 1S3 (3.3.2.5.) do 100 ml odmernej banky
a doplnit’ po znacku deionizovanou vodou.

4 PRISTROJE A POMOCKY

4.1 analytické vahy

4.2 homogenizator

4.3 homogenizator Ultraturax

4.4  chladena centifuga

4.5 rotacna vakuova odparka (RVO)

4.6 plynovy chromatograf VARIAN 450 — GC, 300MS TQ

4.7 hélium 6.0

4.8 dusik 4.0

4.9 kvapalné CO, — potravinarske

4.10 laboratorne sklo

4.11 Kkapilarna chromatograficka kolona CP Sil 24 CB LOW BLEED/MS, 30 m x 0,25 mm
ID, film 0,25 um

4.12 kvapalinovy chromatograf Waters Acquity UPLC s hmotnostnym detektorom Micro-
mass Quattro XE Premier

4.13 chromatograficka koldna : Waters Acquity UPLC BEH C18 1.7 um, 2,1 x 100 mm

4.14 vodny kapel

4.15 hydromatrix

4.16 sklenena koldna

4.17 sklena vata

5 PRACOVNY POSTUP

5.1 Predpriprava vzoriek




5.1.1 Potraviny
Vzorky zmrazit’ pouzitim suchého 'adu a potom dobre zhomogenizovat’ na mixéri
(4.2).
512 Kava
Vzorky treba poriadne zhomogenizovat’. Zrnkové kavy zomliet’.

5.2 Priprava kvality kontrol vzoriek
5.2.1 Priprava negativnej vzorky a fortifikovanych vzoriek

Potraviny:
Navazit' 2g homogenizovanej vzorky do kadic¢ky. Pridat’ jednotlivé roztoky Standardov podl'a
tabulky 2.1. Nechat postat’ a pokracovat’ podl'a procedury 5.3.1.2

Voda:
Do odmerného valca pridat 50ml vzorky vody, pridat’ jednotlivé roztoky Standardov podl'a
tabulky 2.2. Nechat postat’ a pokracovat’ podl'a procedury 5.3.2.2

Kava:
Na pripravu vzoriek sa pouziju negativne matrice. Vzorky sa fortifikuji na urovni 0, 100,
250, 500, 1000 ng/kg.

Do 100 ml odmernej banky navazit' 2,5 g zhomogenizovanej vzorky. Pridat’ jednotlivé rozto-
ky Standardov podla tabulky 2.3. Nechat' postat a pokracovat podl'a procediry od bodu

5.3.3.

Tabul’ka 2.1 Priprava fortifikovanych vzoriek potravin

Pridavok Koncentracia Koncentracia
Koncentracia vnutorného vnutorného Pridavok Pridavok
) roztoku o “
akrylamidu vo akrvlamidu Standardu Standardu roztoku roztoku
vzorke yFC akrylamidu D3 | akrylamidu 13C3 IS1 1S2
(no/kg) () vo vzorke vo vzorke (uh) (uh)
(ng/kg) (ng/kg)
0 0 250 250 500 500
100 200 250 250 500 500
Tabul’ka 2.2 Priprava fortifikovanych vzoriek vody
, Koncentracia Koncentracia
Pridavok , , , , , ,

, . vnutorného vnutorného Pridavok| Pridavok
Koncentracia roztoku . y K K
akrylamidu vo | akrylamidu standgrdu stanc_iardu roztoku roztoku

K I £C akrylamidu D3 | akrylamidu 13C3 IS1 I1S2

vzorke (ng/kg) () vo vzorke vo vzorke (ul) (ul)
i (no/l) (no/l)

0 0 50 50 25 25

10 5 50 50 25 25

Tabulka 2.3. Priprava fortifikovanych vzoriek kavy




konc. int. Stan- , . .
konc. akrylamidu | dardu akrylamidu Pridavok | - Pridavok | Pridavok Pridavok
vzorke (ug/kg) D3 vo vzorke ;OCZfOkT Frosztokllj Ir ggtoklu vody (ml)
(ue/ke) (uD) (1D (1)
0 500 0 0 250 25,75
100 500 250 0 250 25,5
250 500 625 0 250 25,125
500 500 0 250 250 25,5
1000 500 0 500 250 25,125

5.3 Priprava vzorky k analyze

5.3.1 Potraviny

5.3.1.1 Do odmerného valca navézit’ 2g zhomogenizovanej vzorky.

5.3.1.2 Pridat’ 100ml redestilovanej vody, 10 min mixovat’ na Ultraturaxe. Obsah preniest’ do
centrifugacnej skimavky a centrifugovat. Supernatant prefiltrovat cez filter Whatman.
K 50ml filtratu pridat’ 7,5g KBr (3.1.2), mieSanim rozpustit. Upravit pH na 1-3 konc. HBr
(3.1.5), pridat’ 5ml nasytenej bromovej vody (3.1.12) a zamieSat’. Vzorku vlozit’ do 'adového
kapela v tme anechat’ reagovat. Prebytok bromu odstranit’ pridanim 1M Na,S,;03 .H,O (
3.2.2). Pridat’ 15g vyzihaného Na,SO, (3.1.7). Roztok previest’ do 250ml deliaceho lievika
a extrahovat’ 2 x Sml octanom etylnatym (3.1.8). Organicku fazu presusit’ cez vrstvu 2g bez-
vodého Na,S04 (3.1.7) a filter premyt’ 2ml octanu etylnatého (3.1.8). Spojené organické fazy
odparit’ na RVO (4.5) a dofukat’ dusikom. Rozpustit' v 5 ml octanu etylnatého (3.1.8).

5.3.2 Voda

5.3.2.1 Do odmerného valca pridat’ 50ml vzorky vody.

5.3.2.2 Pridat’ 7,5g KBr (3.1.2), mieSanim rozpustit. Upravit' pH na 1-3 konc. HBr (3.1.5),
pridat’ 5Sml nasytenej broémovej vody (3.1.12) a zamieSat. Vzorku vlozit' do l'adového kupel'a
v tme a nechat’ reagovat’. Prebytok bromu odstranit’ pridanim 1M Na,S,03 .H,0 ( 3.2.2). Pri-
dat’ 15g vyzihaného Na,SO, (3.1.7). Roztok previest do 250ml deliaceho lievika a extrahovat
2 x 5ml octanom etylnatym (3.1.8). Organicku fazu presusit’ cez vrstvu 2g bezvodého NaSO4
(3.1.7) a filter premyt’ 2ml octanu etylnatého (3.1.8). Spojené organické fazy odparit’ na RVO
(4.5) a dofukat’ dusikom. Rozpustit’ v 1 ml octanu etylnatého (3.1.8).

5.3.3 Kava

5.3.3.1 Do odmernej banky navazit’ 2,5 g zhomogenizovanej vzorky.

5.3.3.2 Pridat’ deionizovanu vodu podl'a tabul’ky 2.3. Pretrepat’ a umiestnit’ na ultrazvuk.
Pocas trepania pridat’ Carez 1. a Carez II. Umiestnit’ na vodny kapel’. Ochladit’. Pridat’ 20 ml
acetonitrilu a 20 ml hexanu. Zatvorit’, pretrepat’ a umiestnit’ na 10 min. na ultrazvuk. Prefil-
trovat’ cez filtraény papier do odmerného valca.

Priprava sklenenej kolony:

Do spodnej Casti kolony umiestnit’ vatu. Kolonu naplnit” hydromatrixom. Na kolénu naniest’
20 ml vyluhu. Eluovat’ etylacetditom. Odparit’' na RVO. Doftukat pod pradom dusika. Rezidua
rozpustit' v 2 ml deionizovanej vody.



5.3 Chromatograficka analyza

5.3.1 GC podmienky:

Plynovy chromatograf VARIAN 450 — GC, 300MS TQ uvedieme do chodu podl'a navodu na
obsluhu. Po splneni vSetkych kritérii a podmienok pomeru vzduch voda mézeme zacat’ nasta-
vovat’ parametre :

kolona Kapilarna chromatograficka kolona CP Sil 24 CB LOW BLEED/MS, 30 m x 0,25 mm
ID, film 0,25 um
init temperature 55°C 1 min, 20°C/min do 220°C, drzat’ 2min, 50°C/min do 270°C, drzat’ 3min

injektor PTV
init temperature 75°C 1 min, 150°C/min do 220°C

lon Source: EI

Scan mode: centroid

SIM width: 0,700 amu
Detector set: voltage1250 V

Manifold temperature: 40,1 °C
lon source temperature: 201,0 °C
Transfer line temperature: 279,5°C

Nastrek PTV Sul
prietok He 1 ml/min

5.3.2 UPLC podmienky

chromatografickd kolona : Waters Acquity UPLC BEH C18 1.7 pm, 2,1 x 100 mm
teplota: 30 °C

prietok: 0,3 ml/min.

eluent: A- 0,5 % kyselina mravcia, B- 0,5 % kyselina mravéia v acetonitrile
gradientova ellcia

Naéstrek: 10 pl
MS podmienky:

ionizacia:ESI pozitivna
Voltages:

Capillary (kV) : 0,86
Extractor (V): 5

RF Lens (V): 0
Temperatures:

Source Temp (°C): 120
Desolvation Temp (°C): 400
Gas Flow:

Desolvation (I/hr): 700



Cone (I/hr): 70

6 VYHODNOTENIE VYSLEDKOV MERANIA

Kvantifikacia — metdéda vnatorného Standardu.

C sample concentration ( pg/kg)

_samplearea - SI Sd [c,] area

C =
] SI samplearea - Sd |c, | area

7  ZOZNAM SKRATIEK

GC- plynové chromatografia

UPLC — ultra u¢innd kvapalinova chromatografia

MS/MS — hmotnostna detekcia s monimalne dvoma tranziciami
RVO - vakuova rota¢na odparka

LOD - limit detekcie

LOQ — limit kvantifikacie

TQ — triple quadrupole
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