CH 3.6. Stanovenie melaminu a jeho analégov v krmivach,

mlie¢nych vyrobkoch a pozivatinach metédou
GC-MS

1. URCENIE METODY

Tento postup poskytuje vSeobecny navod pre pripravu a analyzu vzorky na melamin,
kyselinu kyanurovi, ammelide a ammeline pomocou GC-MS. Postup je vhodny na
ryzovy protein a mokry alebo suchy typ krmiva, zahffia extrakcie v dietylamine (DEA).
S upravami Vv priprave vzorky je metoda vhodna na d’alSie matrice ako mlie¢ne vyrobky a
d’alSie pozivatiny ako ¢okolady, cukrovinky.

2. PRINCIiP METODY

— extrakcia vzoriek

— (Cistenie na SPE kolonkach (u mlie¢nych vyrobkov a pozivatiny)

— priprava silylovanych derivatov pomocou bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid s 1%
trimethylchlorsilanom (BSTFA + 1% TMCS)

— GC-MS analyza

3. POMOCKY

3.1. PRISTROJE A ZARIADENIA

- Agilent 5973 GC-MS systém, vybaveny s 30m HP-5MS kolonou (alebo jej
ekvivalentom)

- koncentrator vzoriek Techne Dri-Block DB.3A s odparovanim pod pradom dusika,
pripadne iné zariadenie na tento ucel

- odstredivka

- vortex

- SPE kolonky SampliQ, Polymer SCX Sample Pack, Agilent, USA

- Clean Screen Extraction columns (sorbent CSDAU), UCT, Bristol, PA, USA

3.2. CHEMIKALIE A ROZTOKY

3.2.1. Melamin CAS 108-78-1, zakladny roztok o konc. 1mg/iml v 20% diethylamine,
pripravuje sa cerstvy.

3.2.2. Ammelide, CAS 645-93-2, zakladny roztok o konc. 1mg/iml v 20% diethylamine,
pripravuje sa cerstvy.

3.2.3. Ammeline, CAS 645-92-1, zékladny roztok o konc. 1mg/lml v 20% diethylamine,
pripravuje sa cerstvy.

3.2.4. Kyselina kyanurova, CAS 108-80-5, zakladny roztok o konc. 1mg/iml v 20%
dietylamine, pripravuje sa ¢erstvy.

3.2.5. Zmesny Standardny pracovny roztok o koncentracii 100ug/ml v 20% DEA



3.2.6.  Diethylamin (DEA) , Cistoty pre GC — 20 % vodny roztok, pripravuje sa den pred
pouzitim

3.2.7.  Pyridin — Cistoty pre chromatografiu

3.2.8. BSTFA + 1% TMCS: bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid s 1% trimethylchlorsilanom

3.2.9.  Decionizovana voda (Ultra Pure)

3.2.10. Metanol, Cistoty pre GC

3.2.11. Amoniak, p.a.

3.2.11.1. 5% roztok amoniak/metanol

3.2.12.  kyselina trichloroctova p.a.

3.2.12.1. 0,05M vodny roztok kyseliny trichléroctove;j

4. BEZPECNOST PRI PRACI

Nakol’ko pri préci sa pouzivaji horlaviny, jedy a karcinogénne latky, je potrebné prisne
dodrziavat’ Zasady pre bezpecnu pracu v chemickych laboratoriach podla STN 01 8003.

5. PRACOVNY POSTUP

5.1. PRIPRAVA VZORIEK

— Priprava vzorky: extrakcia,cistenie
— Derivatizacia BSTFA+1% TMCS
—  GC analyza s MS detekciou

— Priprava vzorky

Priprava vzorky: extrakcia, cistenie

Krmiva

Navazi sa 0,5g az 1g vzorky do 50 ml centrifugacnej skimavky. Prida sa 10 ml 20% DEA (20
ml pri navazku vzorky 1g), premiesa sa vortexom 1 mintitu. Ponecha sa v ultrazvuku 30
minut, pred d’alSim krokom sa vzorky vychladia v mraznicke 5-10 minat. Vzorka sa odstredi
pri 4000 otackach za minutu po dobu 10 minat . Supernatant sa odsaje, dokladne premiesa,
pipetou sa odmeria 1 ml av pripade potreby sa prefiltruje cez nylonovy filter (0,45um).
Vezme sa 100 pl filtratu (menej, ak je vysokd hladina alebo viac ak sa vyzaduje vysSia
citlivost’). Odpari sa do sucha, vzorka je pripravena na derivatizaciu.

Mlie¢ne vyrobky (taveny syr, jogurt, su§ené mlieko, zmrzlina) a poZivatiny

Navazi sa 0,5g az 1g vzorky do 50 ml centrifugacnej skimavky. Pridd sa 15 ml 0,05 M
roztoku kyseliny trichloroctovej. Necha sa v ultrazvuku 10 minut, pretrepe na trepacke 10
minit, potom sa odstredi pri 4000 otackach za minttu po dobu 10 minat. Supernatant sa
prenesie do skumavky. Pripravi sa SPE kolonka premytim 3ml metanolu, potom 3 mi
deionizovanej vody. Na kolonku sa nanesie 10 ml supernatantu vzorky. Kolonka sa premyje 3
ml deionizovanej vody a 3 ml metanolu rychlost'ou cca 1 ml/min. Eluuje sa 3 ml 5 % roztoku
amoniaku v metanole. Eluat sa zachyti do derivatizacnej vialky, odpari do sucha a
derivatizuje.



Blank — slepy pokus
Pouzije sa zmes pyridinu a BSTFA v pomere 3:1. Ked’ sa blank spusti s kazdou davkou
vzoriek, je mozné ho tiez vyuzit na kontrolu prenosu kontaminacie v priebehu merania.

Vzorky

Ak vysledky vzoriek st nad 100pug/ml (vo vialke), musi sa vykonat vhodné riedenie
s derivatizatnym ¢inidlom ( pyridin/BSTFA + 1% TMCS), aby sa dosiahla koncentracia na
koldéne nie vyssia ako 50 pg/ml.

Standardy

Pouzije sa matricova kalibracia, najlepSie priamo do vzorky. Pripravi sa limitna, MRPL
koncentracia 2,5 mg/kg napipetovanim prislusného objemu zmesného Standardného
pracovného roztoku melaminu a jeho analdogov (reagencia 3.2.5).

Derivatizacia vzorky

K odparenej vzorke sa prida 300ul pyridinu, 100 ul BSTFA +1% TMCS apremiesa sa
vortexom. Zahrieva sa Vv termobloku pri 70 °C 30 minat. Vychladi sa, ak je potrebné,
prefiltruje sa cez 0,45um nylonovy filter do vialky. Vzorka sa eSte vizualne skontroluje,
pripadne znova prefiltruje do vialky.

5.2. PRIPRAVA MERANIA

Podmienky merania:

Teplota inletu: 280°C

Typ nastreku: splitless

Nastrekovany objem. 1 ul

Prietok nosného plynu: He 1,0ml/min

MS teplota: 230 °C (zdroj); 150 °C (quadrupdl)
Cas analyzy: 25 minut

Kolona: kapilarna, HP 5-MS

5.3. MERANIE

Na zaciatku kazdej analyzy musi byt zaradeny slepy pokus a potom nahodne v priebehu
analyzy, ak sa vyskytne podozrenie na prenos kontaminacie (z vysoko pozitivnej vzorky na
negativnu). PouZiva sa ,,zatvorkovy* systém kalibracie, to znamend, ze kazdé 3 nastreky
vzoriek s ohrani¢ené 2 nastrekmi Standardu.

Priblizné retencné asy TMS-derivatov su nasledovné:

Melamin ~12.6 min
Ammeline ~11.9 min
Ammelide ~10.9 min

Kyselina kyanurova ~ 9.9 min



6. VYHODNOTENIE NAMERANYCH UDAJOV

Kvantitativne vysledky sa vypocitaji pomocou pocitacového programu Excel na zédklade
priemernych odoziev (ploch) nastrekov Standardov, ktoré boli zaradené pred a po merani 3
vzoriek .

V protokole o skuske sa posudi, ¢i vysledok analyzy je alebo nie je v sulade s platnou
legislativou.

7. LITERATURA

7.1. European Commission, Health & consumer protection directorate — general, Interim
GC-MS method for screening and confirmation of melamine and related analogs
(PRLNW) (Adapted from forensic chemistry center SOP T015). April 25, 2007

7.2.  SPE Method for standard LC and LC/MS/MS, Agilent technologies



CH 3.6.

Stanovenie melaminu metédou GC/MS/MS

1 PRINCIiP METODY
Vzorky st extrahované zmesou acetonitril:voda:diethylamin a analyty si potom konvertované
na trimethylsilyl derivaty.

2 POUZITEENOST METODY
Metoda je vhodna na stanovenie melaminu v mlieku, susenom mlieku, potravinach s obsahom
mlieka, v potravinach s vyssim obsahom bielkovin, rybach a krmivach.

3 CHEMIKALIE A ROZTOKY

3.1 Cisté chemikalie

3.1.1 Diethylamin (DEA) puriss. p.a.

3.1.2 Pyridin puriss. p.a.

3.1.3 Acetonitril gradient grade

3.1.4 Melamin

3.1.5 Benzoaguanamin ( 2,4-diamino-6-phenyl-1,3,5-triazin)

3.2 Roztoky a reagencie

3.2.1 Extrakény roztok: 10/40/50: DEA/voda/acetonitril
3.2.2 Silaniza¢né ¢inidlo: BSTFA s 1% TMCS

3.2.3 roztok: 20/80: DEA/voda (v/v)

3.3  Standardné roztoky
3.3.1 Zasobné roztoky standardov

3.3.1.1 Zasobny roztok vntatorného Standardu benzoaguanaminu (1000mg/l v pyridine)- (1S)
Navazit' 10mg Standardu do 10ml odmernej banky a doplnit’ po rysku pyridinom (3.1.2).

3.3.1.2 Zasobny roztok melaminu (1000 mg/l v DEA/voda:20/80)- (S1)
Navazit' 10mg Standardu do 10ml odmernej banky a doplnit’ po rysku roztokom DEA/voda
(20/80) (3.2.3).

3.3.2 Zakladné roztoky Standardov

3.3.2.1 Zakladny roztok vnatorného $tandardu benzoaguanaminu (1mg/l v pyridine)-ZB
Zobrat’ 10ul zo zasobného roztoku standardu 1S (3.3.1.1) do 10ml odmernej banky a doplnit’
po znacku pyridinom.

3.3.2.2 Zakladny roztok melaminu (100mg/l DEA/voda/Acetonitril : 10/40/50)- ZM1
Zobrat’ 1ml zo zasobného roztoku Standardu S1(3.3.1.2) do 10ml odmernej banky a doplnit’
po znacku 10/40/50 : DEA/voda/Acetonitril (3.2.1).




3.3.2.3 Zakladny roztok melaminu (Img/l DEA/voda/Acetonitril : 10/40/50) - ZM2

Zobrat 100ul zo zasobného roztoku Standardu ZM1(3.3.2.2) do 10ml odmernej banky
a doplnit’ po znacku 10/40/50: DEA/voda/Acetonitril (3.2.1).

3.3.2.4 Pracovny roztok melaminu (0,025mg/l)
Zobrat’ 12,5ul zo zasobného roztoku Standardu ZM2(3.3.2.3) do odparovacej nadobky, odfu-
kat’ pri 90°C (asi 30min) a po ochladeni pokracovat’ podl’a bodu 5.2.2.

4 PRISTROJE A POMOCKY

4.1 analytické vahy

4.2 homogenizator —mixér

4.3 homogenizator Ultraturax

4.4  chladend centifuga

4.5 rota¢na 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,

4.10 laboratorne sklo

4.11 Kkapilarna chromatograficka kolona VF-5ms 30mx0,25mm ID, DF=0,25

5 PRACOVNY POSTUP
5.1 Priprava kvality kontroly vzoriek
5.1.1 Priprava negativnej vzorky a fortifikovanych vzoriek

Navazit’ 0,5g homogenizovanej vzorky do 50ml polypropylénove;j tuby. Pridat’ roztok $tan-
dardov podl'a tabul’ky 2.1. Nechat’ postat’ a pokraovat’ podl'a procedury 5.2.
Tabul’ka 2.1 Priprava fortifikovanych vzoriek

Koncentracia Pridavok roztoku
melaminu vo vzorke melaminu ZM1
(mg/kg) (ul)
0 0
2,5 12,5

5.2 Priprava vzorky k analyze

5.2.1 Pridat 20ml extrakéného roztoku DEA/voda/acetonitril : 10/40/50. Mixovat’ na Ultra-
turaxe. Sonifikovat’ na ultrazvuku. Prefiltrovat’ cez nyloénovy filter. Odobrat’” 500 pl
a odftukat pri 90°C do sucha.

5.2.2 Pridat’ 250 pl pyridinu a 300 pl silanizacného ¢inidla SYLON BFT a 20 pl IS benzo-
guanaminu. Premiesat’ a inkubovat pri 70°C.



5.3 Chromatograficka analyza

GC podmienky:

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

vovat’ parametre :

kolona VF-5ms 30mx0,25mm ID, DF=0,25 kat.Cislo CP8944
init temperature 85°C 3 min, 15°C/min do 320°C, drzat’ 1,33 min

injektor PTV
init temperature 95°C 1 min, 200°C/min do 250°C drzat’ 15 min

Manifold temperature: 39,9 °C
lon source temperature: 199,8 °C
Transfer line temperature: 280 °C

Nastrek PTV Sul
prietok He 1 ml/min

6 VYHODNOTENIE VYSLEDKOV MERANIA

Kvantifikacia — metdda Standardného pridavku

C — koncentracia vzorky( mg/kg)

plocha vzorky x koncentracia standardného pridavku

C (vzorka)=
plocha standardného pridavku — plocha vzorky

7 ZOZNAM SKRATIEK

GC- plynova chromatografia

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

LOD - limit detekcie

LOQ — limit kvantifikacie
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