CH 3.5.
STANOVENIE MALACHITOVEJ ZELENEJ A INYCH
NEAUTORIZOVANYCH FARBIV METODOU HPLC/MS/MS

1 PRINCIP METODY

Zhomogenizovana vzorka sa po pridavku vody extrahuje acetonitrilom. Na analyzu sa pouzi-
je chromatografickd kolénu s obratenymi faizami a po rozdeleni rezidui sa tieto deteguju
hmotnostnym detektorom pracujicim v rezime MS/MS a pozitivnom mode ionizacie. loniza-
cia je ESI. Identifikécia latky je prevedena dvoma tranziciami (2 transitions) a kontrolou ich
ionovych pomerov (ion ratio) . Kvantifikicia je prevedena metédou vnatorného Standardu.
Vnutornymi Standardami su: leukomalachitova zelena D5, leukokrystalova violet’ D6, mala-
chitova zelena D5 a krystalova violet’ D6.

2 POUZITEENOST METODY

Metoda je vhodna na stanovenie malachitovej zelenej, leukomalachitovej zelenej, krystalove;j
violete, leukokrystalovej violete, brilantnej zelenej vo svale ryb.

3 CHEMIKALIE A ROZTOKY
3.1 Cisté chemikalie

3.1.1 Leucomalachite green - (LMG)

3.1.2 Crystal violet - (CV)

3.1.3 Crystal violet D6 trihydrate - (CV D6)
3.1.4 Malachite green oxalate— (MG)

3.1.5 Malachite green D5 Picrate— (MG D5)
3.1.6 Leucomalachite green D5- (LMG D5)
3.1.7 Leucocrystal violet — (LCV)

3.1.8 Leucocrystal violet D6 — (LCV D6)
3.1.9 Brilliant green — (BG)

3.1.10 acetonitril gradient grade

3.1.11 hydroxylamine hydrochloride 99 %
3.1.12 octan amodnny extra Cisty bezvody
3.1.13 kyselina octova 100 % p.a.

3.1.14 amoniak 25 % extracisty

3.1.15 metanol gradient grade

3.1.16 deionizovana voda

3.2 Roztoky a reagencie



3.2.1 10 % hydroxid aménny

3.2.2 0.1 M octan amoénny pH 4,5 — mobilna faza
3.2.3 5 g/l hydroxylamin hydrochlorid

3.24 1M octan aménny

3.2.5 0,01 M octan aménny
3.2.6 acetonitril : 0,01 M octan amoénny , (7 :3)

3.3 Standardné roztoky

3.3.1 Zasobné roztoky Standardov

3.3.1.1 Zasobny roztok Standardu LMG (100 mg/l v metanole)

Navazit 10 mg leucomalachite green (3.1.1.) do 100 ml odmernej banky. Rozpustit
v metanole a doplnit’ po zna¢ku metanolom (3.1.15.).

3.3.1.2 Zasobny roztok standardu LMG D5 (100 mg/l v metanole)

Navazit’ 5,05 mg leucomalachite green D5 (3.1.6.) do 50 ml odmernej banky. Rozpustit
v metanole a doplnit’ po zna¢ku metanolom (3.1.15.).

3.3.1.3 Zasobny roztok Standardu MG (100 mg/l v metanole)

Navazit’ 15,3 mg malachite green oxalate (3.1.4.) do 100 ml odmernej banky. Rozpustit
v metanole a doplnit’ po zna¢ku metanolom (3.1.15.).

3.3.1.4 Zasobny roztok standardu MG D5 (100 mg/l v metanole)

Navazit' 8,5 mg malachite green D5 picrate(3.1.5.) do 50 ml odmernej banky. Rozpustit’
v metanole a doplnit’ po zna¢ku metanolom (3.1.15.).

3.3.1.5 Zasobny roztok Standardu CV (100 mg/l v metanole)

Navazit' 10,9 mg crystal violet (3.1.2.) do 100 ml odmernej banky. Rozpustit' v metanole
a doplnit’ po znacku metanolom (3.1.15.).

3.3.1.6 Zasobny roztok standardu CV D6 (100 mg/l v metanole)

Navazit' 5,7 mg crystal violet D6 trihydrate (3.1.3.) do 50 ml odmernej banky. Rozpustit’
v metanole a doplnit’ po zna¢ku metanolom (3.1.15.).

3.3.1.7 Zasobny roztok standardu LCV (100 mg/l v metanole)

Navazit' 10 mg leucocrystal violet (3.1.7.) do 100 ml odmernej banky. Rozpustit’ v metanole
a doplnit’ po znacku metanolom (3.1.15.).

3.3.1.8 Zasobny roztok standardu LCV D6 (100 mg/l v metanole)

Navazit 5,05 mg leucocrystal violet D6 (3.1.8.) do 50 ml odmernej banky. Rozpustit’
v metanole a doplnit’ po zna¢ku metanolom (3.1.15.).

3.3.1.9 Zasobny roztok standardu BG (100 mg/l v metanole)

Navazit' 10,2 mg briliant green (3.1.9.) do 100 ml odmernej banky. Rozpustit’ v metanole
a doplnit’ po znacku metanolom (3.1.15.).

Takto pripravené roztoky sa uchovavaji v chladnicke pri teplote 4°C az 6°C a zostavaju sta-
bilné po dobu troch mesiacov.

3.3.2 Zékladné roztoky Standardov



3.3.2.1 Zakladny roztok standardov LMG, MG, CV, LCV, BG - Z1

(2 mg/l v ACN:0,01 M octan amoénny (7:3))
Zobrat’ 100 pl zédsobnych roztoku Standardov LMG, MG, CV,LCV, BG (100 mg/l) (3.3.1.1.,
3.3.1.3.,3.3.1.5.,3.3.1.7, 3.3.1.9..). Preniest do 10 ml odmernej banky a doplnit’ po znacku
roztokom ACN:0,01 M octan amoénny (7:3) (3.2.6.)
3.3.2.2 Zakladny roztok Standardu LMG D5, MG D5, LCV D6, CV D6 — 1S1

(2 mg/l v ACN:0,01 M octan amoénny (7:3))
Zobrat' 100 pl zasobnych roztokov Standardov LMG D5, MG D5, CV D6, LCV D6, (100
mg/l) (3.3.1.2.), (3.3.1.4.), (3.3.1.6.), (3.3.1.8.) . Preniest’ do 10 ml odmernej banky a doplnit’
po znacku roztokom ACN:0,01 M octan aménny (7:3) (3.2.6.)

3.3.3 Zriedené roztoky zakladnych Standardov

3.3.3.1 Standard LMG, MG, LCV, CV, BG- FC
(50 pg/l v ACN:0,01 M octan amoénny (7:3))
Zobrat’ 500 pl zakladného standardu Z1 (1 mg/1) (3.3.2.1.). Preniest’ do 10 ml odmernej ban-
Ky a doplnit’ po znacku roztokom ACN:0,01 M octan amonny (7:3) (3.2.6.)
3.3.3.2 Standard LMG D5 MG D5, CV D6, LCV D6 — ISR (50 pg/l v ACN:0,01 M octan
amoénny (7:3))
Zobrat’ 500 ul zakladného $tandardu IS1 (1 mg/l) (3.3.2.2.). Preniest’ do 10 ml odmernej
banky a doplnit’ po znac¢ku roztokom ACN:0,01 M octan aménny (7:3) (3.2.6.)

3.3.4 Pracovné roztoky Standardov

3.3.4.1 Zmes standardov LMG, LMG D5, MG D5, CV D6, LCV D6 MG, CV, LCV, BG -
MC1
(2 pg/l v ACN:0,01 M octan amonny (7:3))
Zobrat’ po 20 ul zékladnych roztokov Standardov Z1, IS1 (3.3.2.1.,3.3.2.2.). Preniest do 10
ml odmernej banky a doplnit’ po znacku roztokom ACN:0,01 M octan aménny (7:3) (3.2.6.)

4  PRISTROJE A POMOCKY

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

4.2 chromatografickd kolona : C18, s predkolonkou C18

4.3 analytickd vaha HELAGO HM 200

4.4  trepacka head over head HEIDOLPH Reax 2

4.5 minishaker (Vortex)

4.6 Odstredivka — Biofuge Stratos

4.7 Centrifugacné teflonové nadobky 50 ml

4.8 Hamilton striekacka 100 pl, 500 pl, 25 pl

4.9  Striekackovy mikrofilter 0.45 pm, nylon

4.10 Odmerné sklo 10 ml a 100 ml odmerna banka, 100 ml odmerny valec

5 PRACOVNY POSTUP

5.1 Predpriprava vzoriek



5.1.1 Vzorka sa dobre zhomogenizuje.

5.2 Priprava kvality kontrol vzoriek - matricova kalibracia

5.2.1 Priprava negativnej vzorky a fortifikovanych vzoriek

Na pripravu vzoriek sa pouZiju negativne matrice. Vzorky sa fortifikuju v 0.5, 1, 2 a 5 nasob-
ku ustanoveného MRPL.

Navazit' 2 g homogenizovanej vzorky do centrifugacnej teflonovej nadobky. Pridat’ jednotli-
vé roztoky podla tabul’ky 1. Zmixovat’ na Vortexe. Nechat postat’ 15 minut a pokracovat’
podla procedury od bodu 5.3.2

Tabul’ka 1 Priprava fortifikovanach vzoriek

Koncentrécia Konc. int. Standar- ’ ’ ’
LMG. MG. LCV du LMG D5 MG | Pridavok roztoku | Pridavok roztoku | Pridavok
. ’ ' | D5,LCV D6, CV FC ISR redest. vody
BG, CV vo vzorke
(ug/ke) D6 vo vzorke (ul) (ul) (ul)
(ng’kg)
0 4 0 160 840
1 4 40 160 800
2 4 80 160 760
4 4 160 160 680
10 4 400 160 440
5.3  Priprava vzorky

5.3.1 Fortifikacia vzorky vnutornym Standardom — uroven 4 ug/kg LMG D5,MG D5, LCV

D6, CV D6.

Navazit 2 g homogenizovanej vzorky do centrifugacnej teflonovej nadobky. Pridat’ 160 pl
roztoku ISR. Zmixovat’ na Vortexe.

5.3.2 Extrakcia

Ku vzorke pridat’ 840 pl redestilovanej vody. PremieSat’ a nechat’ postat’ 10 minut. Pridat’ 8
ml acetonitrilu (3.1.10.). Umiestnit’ na trepacku head over head na 10 minat a nastavit’ 100
ot/min. Centrifugovat’ 5 minut pri 14000 g a teplote 4 OC. Prefiltrovat’ cez nylonovy striekac-
kovy mikrofilter a napichnut’ na chromatografickt kolonu.

Poznamka: V pripade, Ze sa vzorka koncentra¢ne vymyka z rozsahu meranej kalibracnej kriv-
ky je pri opakovanom merani upravena tak, aby koncentracne spadala do kalibra¢ného rozsa-

hu.

5.4 Chromatograficka analyza

LC-podmienky:




chromatograficka kolona: : C18

teplota kolony: 30 °C

prietok mobilnej fazy: 0,6 ml/min
eluent : acetonitril/ 0,1 M octan aménny
gradientova elucia

nastrek: 20 pl

MS podmienky:

MS detektor: Waters Quattro Premier XE

Voltages: Analyser:

Capillary (kV) : 0,75 LM Resolution 1: 13,5
Extractor (V): 6 HM Resolution 1: 13,5
RF Lens (V): 0 lon Energy 1: 1
Temperatures: Entrance: 0

Source Temp (°C): 120 Exit: 1

Desolvation Temp (°C): 400 LM Resolution 2: 13,5
Gas Flow: HM Resolution 2: 13,5
Desolvation (I/hr): 800 lon Energy 2: 0,5

Cone (I/hr): 80

Tabul’ka 2 Nastavenie podmienok MS/MS detekcie

Name RT Precursor Product Cone Collision
min. m/z m/z \Y% eV
. , 3131 37
malachitova zelena 3,46 329,0 164.9 50 60
i1 1 356,1 40
krystalova violet 4,23 372,0 3401 60 55
. , , 341,1 40
briliantova zelena 5,07 385,0 297.0 66 55
leukoma%achltova zele- 6,40 3361 2391 49 30

na D5 IS

leukomalachitova zele- 239,1 30
né 6,44 331,1 316 1 44 29
it a1 238,1 29
leukokrystalova violet 6,50 374,1 350 1 47 29
malachltoxiaS zelena D5 3,42 334.0 318,1 56 37
toukoknySidlovd violet | 6,50 380,1 364,2 47 40
lﬂ‘fStal"Vi‘S“"IGt D6 1 420 378,1 362,1 60 40
. , , 268,0 36
metylénova modra 2,04 284,0 2400 45 35

5.4.1 Iniciacny test

Nainjektovat’ na chromatograficka kolénu roztok MC1 (2 pg/l v mobilnej faze). Skontrolovat
pomer signalu k Sumu produkovanych iénov. Pomer by mal byt’ vyssi ako 6.



6 VYHODNOTENIE VYSLEDKOV MERANIA

Koncentracia zlozky je vyhodnotena pomocou matricovej kalibra¢nej krivky s korekciou
na vnuatorny Standard. Do kalibracnej zavislosti sa vynasa na
os X: pomer koncentracie zlozky/ koncentracie vnitorného Standardu
os y: pomer plochy zlozky/plochy vnitorného standardu
Kvantifik4cia — metdda vnutorného Standardu.

C koncentracia vzorky ( pg/kg)

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

SI samplearea - Sd |c,| area

Kvantifikacia robena na dominantné produkované idny, ktoré su v tabul’ke 3 zvyraznené

v stipci Product. V pripade pozitivnej vzorky je nutna kontrola iénovych pomerov kvantifi-
kaénej a kvalifikatnej tranzicie. I6novy pomer musi spifiat’ podmienky definované

v Nariadeni ES 657/2002.
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8 ZOZNAM SKRATIEK

HPLC - vysokoucinna kvapalinova chromatografia

UPLC — ultrati¢inné kvapalinova chromatografia

MS/MS- hmotnostna detekcia s minimalne dvoma tranziciami
MRPL — minimum required performance limit

RT — reten¢ny Cas

ESI — electrospray ionisation

€.g. - napriklad



