CH 5.10.
Stanovenie pentachlorfenolu v guarovej gume metédou

LC-MS/MS
1 URCENIE METODY

Metdda je ur€ena na stanovenie pentachlorfenolu v guarovej gume, je vSak pouzitel'na aj
pre analyzy inych potravin.

2 PRINCIP METODY

Vzorky sa v kyslom acetonitrile extrahuju v zmesi soli, odstredia a supernatant sa
analyzuje metodou LC-MS/MS.

3 POMOCKY
3.1. PRISTROJE A ZARIADENIA

- analytické vahy

- automatické pipety s nastaviteI'nym objemom, jednokanalové
- strickacky Hamilton

- centrifuga¢né skamavky so zatkou ( 50 ml)

- vortex

- centrifuga s chladenim

- ultrazvukovy kupel

- HPLC separa¢ny modul Waters 2695

- MS detektor Quattro Premier XE

- Koléna Zorbax XDB Eclipse

3.2. CHEMIKALIE A ROZTOKY

- siran hore¢naty, bezvody, p.a

- chlorid sodny, p.a

- citrat trisodny, dihydrat, p.a

- hydrogéncitrat disodny, sesquihydrat, p.a

- kyselina octova, l'adova, p.a.

- mravéan amonny, pre LC/MS

- metanol pre HPLC

- acetonitril pre LC/MS, Sigma -
- redestilovana voda pre HPLC

Standardy: nicarbazin - vnatorny $tandard (ISTD)
pentachlorfenol (PCP)



Zasobné roztoky Standardov

Pripravit’ zasobné roztoky jednotlivych Standardov o koncentracii 1,0 (Sg) mg/ml rozpustenim
odvazeného mnozstva (s presnostou na 0,1 mg) Standardu v acetonitrile .

Pracovné roztoky Standardov

Pripravit’ pracovné roztoky jednotlivych S$tandardov o koncentracii 1,0 pg/ml (riedenie Ss),
riedenim zasobnych roztokov Standardov v acetonitrile.

Kalibracéna krivka

Vykonava sa matricova kalibracia v rozsahu (0; 10; 15; 20; 25; 37,5 )ug/kg. Pokial’ nie je
k dispozicii negativny material k prislu$nej matrici, kalibruje sa do vzorky. Fortifikacia
matrice o navazku 1g je v tabul’ke ¢.1.

Tab.¢.1

Koncentracia [pg/kg] 0 10 15 20 25 37,5

Pridavok pracovného roztoku S;
Standardu PCP [ul] 0 10 15 20 25 | 375

Pridavok pracovného roztoku Sz
interného $tandardu Nicarbazinu [ul]

100 100 100 100 100 100

Zmes soli

Navazit' (s presnostou na 0,01g) do zasobnych fTasiek, uchovavat’ v uzatvorenych flaskach
(skiimavkach) v suchu pri laboratdrnej teplote, pripadne navazit' zmes cerstvu.

4 g MgSO,

1 g Nas-citratu dihydratu

1 g NaCl

0,5 g NayH-citratu-sesquihydratu
- dobre premiesat’

Kysly acetonitril

0,4 ml l'adovej kyseliny octovej pridat’ k 80 ml acetonitrilu v 100 ml odmernej banke, doplnit’
acetonitrilom po znacku, dobre premiesat’.

5 mM roztok mravéanu amoéonneho vo vode (mobilna faza A)

0,315 g mravcanu amoénneho rozpustit’ v 950 ml deionizovanej vody. Doplnit’ redestilovanou
vodou po znacku, dobre premiesat’, 10 min sonifikovat’.
Roztok pripravovat’ vzdy Cerstvy tesne pred pouzitim.

5 mM roztok mravéanu aménneho v metanole (mobilna faza B)

0,315 g mrav¢anu amoénneho rozpustit' v 950 ml metanolu. Doplnit’ metanolom po znacku,
dobre premiesat’, 10 min sonifikovat’.

Doba expiracie takto pripravené¢ho roztoku je pri skladovani pri laboratornej teplote 3
mesiace.




4. BEZPECNOST PRI PRACI

Vsetky extrakené a Cistiace kroky sa uskuto¢iuju pod ventilatnym zariadenim s odt'ahom
pri  pouziti ochrannych okuliarov a rukavic, je potrebné prisne dodrziavat Zasady pre
bezpecnu pracu v chemickych laboratériach podl'a STN 01 8003.

5. PRACOVNY POSTUP
5.1. PRIPRAVA VZORKY

- 1 g homogénnej vzorky ( s presnost'ou na 1 mg ) navazit' do 50 ml centrifugaéne;
skamavky

- pridat’ 10 ml kyslého acetonitrilu

- vortexovat’

- pridat’ 100 pl vntitorného Standardu nicarbazinu ( koncentracia S3)

- vortexovat’

- pridat’ 10 ml deionizovanej vody

- vortexovat’ 1 min

- pridat zmes soli

- vortexovat’ 1 min

- centrifugovat’ 5 min pri 3000 rpm

- odobrat’ supernatant do vialky na LC/MS analyzu

5.2. PRIPRAVA MERANIA

HPLC podmienky:

Kolona: Zorbax XDB Eclipse
Teplota kolony: 40°C
Objem nastreku : 10 pl
Prietok mobilnej fazy : 0,2 ml/min
Mobilna faza A : 5 mM mravéan amo6nny VO vode
B: 5 mM mrav€an amoénny v metanole
MS/MS detekcia
Detektor : Quattro Premiere XE, Micromass Technologies

I6novy zdroj : ESI v negativhom mode

Teplota zdroja : 100°C

Desolvata¢na teplota : 400°C

Prietok dusika : desolvatacny 800 ml/min
cone 50 ml/min

Prietok kolizneho plynu : 0,05 ml/min



5.3. MERANIE

Pouziva sa matricova kalibracia s pouzitim vnutorného Standardu nicarbazinu. Z kazdej
vzorky sa robia 2 paralelné stanovenia, s kazdym meranim sa vykona aj analyza kontrolného
matricového Standardu.

Pri nadlimitnych hodnotach sa analyza vzorky opakuje.

6. VYHODNOTENIE NAMERANYCH UDAJOV
Na kvantifikéaciu sa pouziva matricova kalibracia s pouzitim vnutorného Standardu.

Obsah analytu vo vzorke sa vypocita podl'a vzorca :
C=(y-b)l/a

kde

C — koncentracia analytu vo vzorke vyjadrend v pg/kg
y — pomer plochy analytu a vntitorného Standardu

b— intercept kalibra¢nej krivky

a — smernica kalibra¢nej krivky

Podl'a Nariadenia CD 2002/657/EC s vyZzadované na konfirmaciu latok skupiny A Prilohy I
Smernice 96/23/EC minimalne 4 identifikaéné body. Tieto kritéria su pre techniku LC-
MS/MS splnené meranim aspon dvoch prekurzorov, kazdy s 1 dcérskym ionom.

Ako dopliujice kritérium  je pomer ploch dvoch dcérskych i6nov (primarneho
a sekundarneho). Tento pomer musi byt’ v rozpati + 20% Vv porovnani s priemernou hodnotou
pomerov Vypocitanych z matricovej kalibrécie.

Ako dalSie kritérium sa vyuZiva relativny retencny cas, teda pomer retencného casu
sledovaného analytu aretencného Casu prislusného vnutorného Standardu. Rozdiel medzi
relativnym retenénym ¢asom analytu vo fortifikovanej matrici a v analyzovanej vzorke moze
kolisat’ do + 2,5%.
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