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Pfedmluva

Identifikace potravin a krmiv je zasadnim principem pro ochranu zdravotnich i ekonomickych
zajmU spotrebiteld. Ovéreni pritomnosti deklarovanych slozek, véetné detekce nedeklarovanych
pfidanych slozek, patfi mezi zakladni kontrolni postupy stanoveni autenticity a traceability
(sledovatelnosti) potravin a krmiv. Uvedené aspekty patfi ke klicovym prvkim zajisténi
bezpecnosti a kvality potravin a krmiv produkovanych v Ceské republice a Evropské unii a
predstavuji také jeden ze zasadnich predpokladd pro konkurenceschopnost agrarniho sektoru
Ceské republiky.

V posledni dobé stoupa spotrebitelsky tlak na funkéni potraviny a tzv. nutraceutika, kterd maji za
cil zvySeni nutriéni nebo zdravotni hodnoty daného vyrobku (a také jeho ceny). Obdobnych
principli se zvySovanim ,funkcnosti“ potravin se vyuZiva v posledni dobé ve velkém rozsahu i
v oblasti vyroby krmiv pro psy a koc¢ky (a dalsi drobna domaci zvitata). Trh s témito potravinami a
krmivy roste nejen v CR, ale i v Evropé. Podle priizkumu spole¢nosti Nielsen z roku 2013 se jen za
krmiva pro psy a kocky utratilo v CR 4,2 miliardy korun a tento trh md rostouci tendenci (v roce
2007 to bylo o miliardu méné). V Evropé se proda 8,5 milidnd tun krmiv pro pet zvirata, rocni obrat
na trhu je pak 13,8 miliard euro (FEDIAF - European Pet Food Industry Federation, 2012).

Nutraceutika se uplatiuji predevsim v krmivech zvlastniho uréeni nebo prémiovych a
superprémiovych krmivech pro pet zvirata. Podil prodeji téchto krmiv rok od roku vyznamné
stoupa. Pridavky téchto latek zvySuji nutri¢ni hodnotu krmiv a tato krmiva jsou pak deklarovana
jako holistickd nebo hypoalergenni, optimalizovand pro brezi a kojici feny, starSi psy, psy
s nadvahou, sportovni psy (zvysuji vykon) apod. Rozdil v cené prémiovych a standardnich
(ekonomickych) krmiv pfitom muizZe byt tfi- aZ osmindsobny, pficemZz cena se odviji nejen od
surovin, ale i pfitomnosti dalSich komponent, mezi které patfi i vySe zminéné latky. Komponenty,
které se do potravin a krmiv pfidavaji za ucelem zvySeni jejich nutri¢ni nebo zdravotni hodnoty,
zahrnuji latky, u nichZ je prokazan pozitivni vliv na organismus a ¢asto se prodavaji jako doplriky
stravy. Patfi sem predevsim latky s pozitivnim vlivem na kloubni systém jako je L-karnitin nebo
chondroitinsulfat nebo L-karnitin, ktery se vyznamnou mérou podili na metabolismu tuka, zlepsuje
energetickou bilanci a tim vyznamné zvySuje fyzicky vykon. Naptiklad dalsi vyznamnou skupinou
latek jsou omega-3 mastné kyseliny (napf. kyselina dokosahexaenova nebo kyselina
eikosapentaenovd) a omega-6 mastné kyseliny, které maji mezi jinymi pozitivni vliv na imunitni
systém, snizovani hladiny LDL cholesterolu nebo spravnou ¢innost nervového a kardiovaskularniho
systému. Omega-3 a omega-6 nenasycené mastné kyseliny jsou velmi zndmé mezi spotrebiteli.
Potraviny a krmiva, kterd deklaruji zvysSenou hladinu nebo obohaceni o tyto latky jsou pro urcitou
skupinu spotrebitell jednim z hlavnich ddvod( koupé (i drazsiho) vyrobku.



I. Cil metodiky

Cilem uplatnéné metodiky je konfirmacni (rozhodci) analytickd identifikace a cilené kvantitativni
stanoveni volnych Omega-3 nenasycenych mastnych kyselin v krmivech pro domaci zvifata (psy,
kocky) metodou LC-MS/MS(HR). Vyvinutd analytickda metodika na bazi kapalinové chromatografie s
hmotnostni spektrometrii s vysokym rozliSenim je orientovana jak na syrové (raw) potraviny a
krmiva, tak na zpracované potraviny a krmiva s rdznym stupném technologického opracovani a
slouzi predevsim pro potreby kontrolnich organ( statni spravy pro ovérovani deklarovaného
sloZzeni krmiv, traceabilitu, autenticitu sloZzek obsazenych v krmivu, kvantitu sloZzek a prikaz
zamérného ¢i nezamérného falSovani potravin a krmiv, pripadného klamani zakaznikd.

Tato analytickda metodika, ktera byla v ramci projektu ¢. QJ1530107 vyvinuta, je rychla, presna a
vysoce citlivda a jednoznacné identifikuje pritomnost volnych Omega-3 nenasycenych mastnych
kyselin u ve vzorcich rdznych krmiv. Certifikovana metodika byla vyvinuta prioritné jako rozhodci
(konfirmacni) dle principl a parametri Commission decision 2002/657/EC.

Il. Vlastni popis metodiky
1. Cast informativni

1.1 Nazev metody

Identifikace a kvantitativni stanoveni analytll Omega-3 nenasycenych mastnych kyselin metodou
kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii s vysokym rozliSenim (LC-MS/MS(HR))
v krmivech.

1.2 Princip metody

Princip pouzité metody je zaloZen na analytické separaci vzork(i na chromatografické koloné pomoci
kapalné mobilni faze (kapalinova chromatografie, LC) a ndsledné identifikaci jednotlivych latek
pomoci hmotnostni spektrometrie. (Mass Spectrometry, MS) s vysokym rozliSenim (HR). Tato
fyzikalné-chemicka metoda slouzi pro urc¢ovani hmot molekul (m/z) a jejich ¢asti, jeZ je tfeba k tomu
ucelu prevést na kladné nebo zaporné ionty a nasledné tyto ionty rozliSit podle poméru hmotnosti
a naboje (m/z) a zaznamu relativnich intenzit téchto iontl. MS je mimoradné citliva, destruktivni
analytickd metoda, kterd pri minimalni spotfebé vzorku urcuje molekularni hmotnost (My) a dalsi
strukturdlni informace analyzované organické latky.

1.3 Analyty

Eicosapentaeoniova kyselina (CAS n. 10417-94-4), Eicosapentaeonova kyselika —Ds (CAS n. ) pouzit
jako izotopicky znaceny interni standard (IS), Dokosahexaenova kyselina (CAS n. 1197205-71-2),
Dokosahexaenova kyselina-Ds (CAS n. 25518-49-4) jako IS.

1.4 Rozsah a pouzitelnost metodiky
Metodika je pouZitelnd pro stanoveni volnych (pfidanych) Omega-3 nenasycenych mastnych

kyselin ve vzorcich krmiv v koncentraénim rozsahu 10 ug.kg™ (ppb) — 1000 mg.kg* (ppm).



1.5 Analyticko-statisticka charakteristika metody

Identifikace a prokazovani méreného analytu ve vzorcich je zaloZeno na méreni presnych hmot
(mass accuracy) odpovidajicich kladnych iontl prekurzord a produktovych iontl s vyuzitim kritéria
pro Spravnost (Appm < 1). Kvantifikace analytu je zaloZzena na zakladé matricové kalibraéni k¥ivky
s nasledujicimi vypoctenymi kritickymi body: CCalfa, CCbeta, LOD a LOQ (vice viz. kapitola —
Validace metody).

1.6 Interference metody

Stanoveni Omega-3 nenasycenych mastnych kyselin analytickou metodou LC- MS/MS s vysokym
rozliSenim je za danych podminek vysoce specifické a pii mérenich nebyly pozorovany zadné
interference v oblasti vyskytu odezvy analytd pro matrice rGznych krmiv.

1.7 Interni kontrola metody
Vyuziva se pridavku internich standardl — EPA-Ds a DHA-Ds. Kazdy vzorek je na zacatku zpracovani
fortifikovan roztokem internich standardi na vyslednou koncentraci 500 ug.kg™.

1.8 Externi kontrola metody

Planovana ucast v mezilaboratornich porovnavacich zkouskach.

2. Pracovni postup metodiky
2.1 Chemikalie, standardy

Analytické standardy organickych latek cis-5,8,11,14,17-Eicosapentaeoniovd kyselina (CAS n.
10417-94-4) dale uvadéna jako EPA, cis-5,8,11,14,17-Eicosapentaeoniova kyselina-19,19,20,20,20-
Ds (98% atom0 D, Product n.734322) pouzita jako izotopicky znaceny interni standard (IS) a dale
uvadéna jako EPA-Ds, cis-4,7,10,13,16,19-Dokosahexaenovd kyselina (CAS n. 6217-54-5) dale
uvadénd jako DHA, cis-4,7,10,13,16,19-Dokosahexaenova kyselina-21,21,22,22,22-Ds (CAS n.
1197205-71-2) jako IS (min.98% atom( D) dale uvadéna jako DHA-Ds byly nakoupeny od firmy
Sigma-Aldrich CZ a dodany objednavatelem. Kalibra¢ni roztoky pro mass accuracy — Pierce ESI
Positive/Negative lon Calibration Solution, dodavatel Thermo-Fisher Scientific CZ.

Chemikalie metanol (gradiend grade), acetonitril (gradiend grade), kyselina mravendi byly
nakoupeny u dodavatele Sigma-Aldrich CZ. Deionizovand (demineralizovand) voda byla ziskdna na
zarizeni GORO DEMI ULTRA CZ. Kapalny dusik v kvalité 5.0 byl dodan firmou Messer CZ.

Zasobni roztok standardd byl pfipraven o koncentraci 1 mg.ml! acetonitrilu (Rozpustén 1 mg
standardu v 1.0 ml acetonitrilu).

Pracovni roztok standard( byl pfipraven o koncentraci 100 a 10 pg.ml! odpovidajicim nafedénim
zasobniho roztoku pridavkem acetonitrilu.

Zasobni roztoky se skladuji pfi -20°C v mrazicim boxu, pracovni roztoky se skladuji pfi 4°C v lednici.
Zasobni roztoky standardu jsou stabilni 1 rok, pracovni roztoky jsou stabilni 1 mésic.



2.2 Analytické zarizeni

Vsechny vysledky byly naméfeny na analytickém zafizeni UHPLC-(HR)MS, pokud neni vyslovené
uvedeno jinak. Instrumentalni analytické zafizeni bylo slozeno ze dvou hlavnich &asti, z Casti
chromatografické separace vybavené zafizenim (ultra) kapalinovym chromatografem Accera 1200
a Casti hmotnostni spektrometrie vybavené hybridnim tandemovym hmotnostnim spektrometrem
s vysokym rozliSenim (High Resolution, HR) na bazi orbitrapu oznaceném QExactive s H-ESI
ioniza¢nim zdrojem. Analytické instrumentalni zafizeni LC-MS/MS(HR) bylo vyrobené a dodané
firmou Thermo Fisher Scientific, USA., jako tidici software byl pouZit Excalibur ve verzi 3.10 a jako
vyhodnocovaci software pro konfirmaci (identifikaci a potvrzovani) byl pouZit Mass Frontier v.7.0
(oba Thermo Scientific). Méreni bylo provedeno v analytické laboratofi vybavené presnou
klimatizaci udrzujici teplotu v rozmezi 21 + 0,5 °C.

2.3 Vzorkovani

Vzorky krmiva jsou odebrany zorigindlnich obal( v kratkém casovém sledu pred vlastnim
zpracovanim v laboratofti. Originalné zabalena krmiva jsou v laboratoti uchovavany v podminkach
predepsanych vyrobcem. VZdy jsou odebrany dva vzorky krmiva (A, B) — vzorek A je zpracovan a
analyzovan v laboratofi, vzorek B je vakuové zabalen do polyetylénové folie, fadné oznacen a
uchovavan pfi -20°C v mrazicim boxu pro pfipadnou sekundarni analyzu.

2.4 Pracovni postup pfipravy vzorku

1. navazit 0,5g vzorku (rozmélnéného, rozmixovaného, homogenizovaného) do centrifugacni
zkumavky,

2. pfidat 50ul IS (na findIni koncentraci 500 ng.ml! EPA-Ds a DHA-Ds) + 0,5 ml acetonitrilu

(100%) + 0,5 ml 0,1% kyseliny mravenci,

intenzivné protrepat na vertexu cca 3 minuty kazdy vzorek,

pridat 2 ml hexanu a protfepat cca 3 minuty na vertexu,

30 minut intenzivné tfepat na tfepacce,

odstredit na centrifuze pfi 10.000 otackach 10 min.,

odebrat supernatant (cca 1,8 ml hexanu) organické faze do Kimber bariky pro

zakoncetrovani,

8. supernatantu odpafit do sucha pfi 45°C a jemném proudu dusiku v termovapu (v digestofi),

9. k odparku pfidat 200 pl roztoku acetonitril / voda v poméru 50/50 (v/v)

10. vzorek (cca 200 ul) prenést do inzertu, vloZit do chromatografické vialky a dobre uzavrit.

Noubw

2.5 Analyticka metoda méreni

2.5.1 Chromatograficka separace pro kvantifikaci

Vzorky pfipravené pro cilenou analyzu byly pfimo nastifiknuty do chromatografického systému
Accela 1200 s hmotnostnim spektrometrem. Chromatografickd separace probihala na analytické
koloné C18 Luna Omega rozméru 100 x 2.1 mm, zrnéni 1,6 um (Phenomenex) vybavené ochranou



predkolonou C18 Luna Omega rozméru 10 x 2.1 mm, zrnéni 1,6 pum. Analyticka kolona byla
temperovana na 50 °C a pratok kolonou byl konstantné nastaven na 300 pl min. Nastfikovany
objem vzorku je 10 pl. Mobilni faze byla slozena z0,5 % roztoku kyseliny mravenci ve vodé
(mobilni faze A) a 0,5 % roztoku kyseliny mravenci v acetonitrilu (mobilni faze B). PouZity gradient
mobilni faze je uveden v tabulce 1, doba analyza vzorku byla 15 minut.

Tab. 1 - Gradient mobilni faze:

Cislo | Cas (min) | Pratok (ul.min%) | A (%) | B (%)
1 0 300 70 30
2 2.0 300 70 30
3 4.0 300 5 95
4 6.0 300 0 100
5 8.0 300 0 100
6 10.0 300 70 30
7 15.0 300 70 30

2.5.2 Hmotnostni spektrometrie pro identifikaci a kvantifikaci

Tandemovy hybridni hmotnostni spektrometr typu orbitrap QExactive méfi v negativnim modu
s vyhiivanym elektro sprej ionizacnim zdrojem (ESI-). Pro cilenou analyzu detektor pracuje
v nastaveném modu Paraller Reaction Monitoring (PRM) s vysokym rozliSenim, RozliSovaci
schopnost (Resolving power, RP) = 17.500 (FWHM). Nastaveni hmotnostniho spektrometru je
nasledujici: Sheath gas flow rate 25 (unit), Aux gas flow rate 5 (unit), Spray voltage 3.00 (kV),
Capillary temp. 250 (°C), Heater temp. 340 (°C), S-lens RF level 70, AGC target 1.e® a Maximal inject
time 200 (ms). VZdy pred zacatkem kazdého méreni je hmotnostni spektrometr jesté externé
kalibrovan na presnou hmotu pomoci kalibracénich roztokd Positive lon Calibration Solution a
Pierce ESI Negative lon Calibration Solition (Thermo Scientific). Cely LC-(HR)MS systém je fizen a
nameérena data jsou ukladana a procesovana pomoci softwaru Excaliber 3.10, data pro identifikaci
jsou vyhodnocovana pomoci softwaru Mass Frontier v.7.0.

2.6 Kalibrace hmotnostniho spektrometru na pfresnou hmotu (mass accuracy)

Kalibrace MS spektrometru na presnou hmotu byla provadéna vidy pred zahajenim meéreni
externé na zakladé kalibracnich roztoku Positive lon Calibration Solution a Pierce ESI Negative lon
Calibration Solition (dodavatel Thermo Scientific). Vysledek externi kalibrace je uveden na
nasledujicich obrdazcich (Obr. 1, 2). Povolena chyba méfeni (sprdvnost) je £ 3 ppm pro pouzity
hmotnostni spektrometr QExactive.
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Obrazek 1 — Pozitivni externi kalibrace (Procedure result: rms = 0,20/0,19 ppm)
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Obrazek 2 — Negativni externi kalibrace (Procedure result: rms = 0,18/0,25 ppm)

Interni kalibrace byla nastavena na pfesnou hmotu adjuktl iontu acetonitrilu MW. [M+Na]*=
64.01577, MW. [M+H]*= 83.06037 a probihala kontinualné v nastaveném modu mass-lock.

2.7 Standardy analytt pro identifikaci, prokazovani a kvantifikaci

U standard( analytd jsou zméfeny hmotnostni spektra MS?! ve vysokém rozliseni (RP = 140.000) a
ndsledné charakteristické produktové (fragmentaéni) spektra MS? (RP = 17.500). Z naméFenych dat
byly vypocteny velikosti povolenych odchylek od teoretické presné hmoty (Spravnost, Mass
accuracy) pro odpovidajici ionty prekurzorl a fragmentd (produktovych iont() standardd.
Vypoctené odchylky musi pro spravnou identifikaci analytu odpovidat kritériu MA < 3 A ppm.
Vysledky méreni jsou uvedeny v nasledujicich tabulkach (Tab. 2 a 3) a priklady namérenych
hmotnostnich spekter a navrzeného fragmentacniho mechanizmu jsou uvedeny na nasledujicich
obrazcich (Obr. 3., 4. a 5.). Podminky nastaveni hmotnostniho spektrometru pro ziskani

maximalnich intenzit odezev pro standardy byly vyuZity pro nastaveni MS spektrometru pro
nasledné méreni vsech vzorkd.



Tabulka 2 — Mass accuracy (spravnost) pro prekurzorové ionty standardd (MS?) v modu Fullscan

Standard Elementarni Experimentalni Teoreticka Spravnost
formula molekulova mol.hmotnost (A ppm)
hmotnost (m/z) (m/z)
EPA [C20H3002] 301.21744 301.21730 0,46478
EPA-Ds (IS) [C20H2502Ds] 306.24866 306.24869 -0,09796
DHA [C22H320:2] 327.23291 327.23295 -0,12224
DHA-Ds (IS) [C22H2702Ds] 332.26428 332.26434 -0,18058

Poz.: Spravnost (Mass Accuracy) - relativni rozdil mezi experimentalné ziskanou hodnotou m/z a teoreticky
vypoétenou m/z iontu vztaZzenou k teoretické hodnoté m/z (* 10°) vyjadieno v A ppm.

Tabulka 3 — Mérenych prekurzorovych a produktovych (fragmentacnich) iontl cilovych analyta
v modu

PRM-MS?
Analyt Prekurzor | Produktiont pro Dalsi produktové Kolizni
iont (m/z) | kvantifikaci (m/z) ionty (m/z) energie (eV)

EPA 301.21744 257.22733 255.23302 30
59.01373 30

EPA-Ds (IS) 306.24866 271.22763 262.25818 25
61.98827 25

DHA 327.23291 283.2498 229.19614 25
59.01388 25

DHA-Ds (IS) 332.26428 288.27429 297.17053 20
61.98825 20
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Obrazek 3 — Fragmentacni mechanismus DHA u v hmotnostnim spektrometru QExactive pro
konfirmacni identifikaci a kvantifikaci (HCD 25eV)
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Omega_3_DHA__neg_MS_01#91 RT:0.41 AV:1 NL: 2.83E6
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Obrazek 4 — Pfiklad hmotnostniho spektra MS? pro standard DHA
(v hmotnostnim spektru je dobre identifikovatelny prekurzorovy iont = 327.23279
odpovidajici standardu)

Omega_3_DHA_neg_MSMS_25eV_01#43 RT: 0.19 AV:1 NL: 2.59E5
T: FTMS - p ESI Full ms2 327.2000@hcd25.00 [50.0000-327.7000]
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Obrazek 5 — Pfiklad produktového hmotnostniho spektra (MS?) pro standard DHA (v hmotnostnim
spektru jsou dobfe identifikovatelné produktové ionty 283.24292, 229.19609 a 59.01380
odpovidajici fragmentaci standardu pfi 25eV HCD, rovnéz je vidét i prekurzorovy iont standardu
327.23276)
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2.8 Kalibrace a standardizace

Pro kvantifikace je pouzita metoda ,pridavku interniho standardu®, kazdy vzorek je fortifikovan
roztokem smési internich standardd IS (EPA-Ds a DHA-Ds o koncentracich 100 ng.ml? tak, aby
vysledné mnozZstvi tohoto internich standard( odpovidalo obsahu ve vzorku 500 ug.kg?).

2.9 Management kvality vysledk(i méreni

Do kazdé sekvence na zacatek a konec méreni jsou zarazeny kontrolni vzorky (QC), pfipravené z
matric, u kterych byla dfive prokazana nepfitomnost analytli. QC vzorky jsou fortifikovany roztoky
standardd stanovovanych analytG a IS na hladinu koncentrace 500 pgkg™. Odezvy monitorovanych
vzorkd se porovnavaji s odezvami kontrolnich vzorkl (QC).

2.10 Kvantifikace

Pti konfirmacnim stanoveni se kvantifikace ,pozitivnich” vzork(i provede vypoétem z matricové
kalibrac¢ni krivky, ktera byla namérena s pridavkem interniho standardu. Jako nezavisle proménna
X je zvolena koncentrace analytu a =zdvisle proménna Y je dana pomérem ploch
standardu/internimu standardu.

2.11 Urceni nejistoty (chyby) vysledki méfeni

Nejistota méreni byla stanovena dle postupu uvedeného v dokumentu GUM:1995 (Pokyn ISO/IEC
98-3) na zdakladé vyhodnoceni dat ziskanych v pribéhu validace metody a vyuzitim standardni
smérodatné odchylky vnitrolaboratorni reprodukovatelnosti (RSD v-I rep.).

2.12 Uvadéni vysledkd méreni
Kvantitativni vysledek je uvadén ve tvaru: x £ U (pugkg?)
X..... naméfend hodnota

U.... je rozsifena nejistota vypoctena jako U = 2 * RSD v-irep

V pfipadé, Ze namérend hodnota je mensi nez limit rozhodnuti CCo nebo LOD, pak se vysledek
uvede jako N.D. ( ,Nedetekovano” nebo ,Not detected”).

Pokud se provadi hodnoceni vyhovuje / nevyhovuje ( ,compliant” / ,,non compliant®), tak pro
hodnoceni nevyhovuje (,non compliant“) musi byt splnéna vSechna kritéria poZadovana
Commission decision 2002/657/EC.
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3. Validace metodiky

3.1. Popis provedeni validace

Pro vyjadreni presnosti jako SD (smérodatna odchylka) a RSD byla méreni opakovana s koncentraci
100 pg kg* analytt a 500 mg kg analytl po 6 méfenich ve 3 rGznych dnech.

Pro stanoveni parametrd kalibracni kfivky a hodnot CCa, CCB a LOD, LOQ byl rozsah 0 — 1000 mg
kg a koncentrace interniho standardu byla 500 ug kg!. Kalibraéni kfivky byly pfipraveny pro
koncentraéni hladiny 0.0, 5.0, 10, 50, 100, 500 a 1000 mg kg* standard( (koncentrace IS byly
konstantni) a zméreny ve 3 rlznych dnech. Na kazdé koncentracni hladiné bylo pfipraveno 6
vzork( a kazdy vzorek byl zméren 2x .

Zjisténé redlné koncentrace pro Omega-3 nenasycené mastné kyseliny v krmivech jsou ndsledujici:
od 100 mg.kg™* aZ do 17 g.kg?, nejcastéji je koncentrace uvddénd v procentech v rozmezi 0,3% aZ
do 1,7% Omega-3 jako analytické slozky. V nékterych pfipadech je specifikovan obsah EPA a DHA a
to vrozmezi 0,05% do 0,5%. Zjisténé obsahy Omega-3 nenasycenych mastnych kyselin pochdzeji
z krmiv ziskanych z trni sité specializovanych ,pet” obchodii v CR a EU. Velmi &asto je pouze u
krmiva deklarovdno, Ze obsahuje Omega-3 nenasycené mastné kyseliny (napfiklad je ve sloZeni
deklarovdn lososovy olej, uvedeny jako zdroj Omega-3), ale presny obsah vyrobce neuvddi.

3.2. Valida¢ni parametry

a) Spravnost
Spravnost neni stanovena (napf. formou vytéznosti) z dlivodu pouziti vnitiniho standardu (IS) a
matricové kalibracni krivky.

b) Pfesnost

- Opakovatelnost pro krmivo (pocet méreni n=12):

Analyt Konc. hladina Den RSD (%) Den RSD (%) Den RSD (%)
(mg.kg™)
EPA
5 22.5.2017 6,82 23.5.2017 6,53 29.5.2017 7,43
DHA 5 6,07 6,27 6,71
EPA 500 27.11.2017 11,04 28.11.2017 12,45 1.12.2017 12,89
DHA 500 10,92 11,22 12,05
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-Reprodukovatelnost jako Vnitro-laboratorni reprodukovatelnost (n=36 pro danou konc.hladinu):

Analyt Konc. hladina (mg. RSD - rep. (%) Konc. hladina RSD - rep. (%)
-1 -1
kg™) Krmivo (mg-kg™) Krmivo
EPA
5 6,93 500 11,85
DHA
5 6,35 500 11,40
c) Kalibracni krivka
Parametry kalibrac¢nich pfimek modelovych vzorkd krmiva (Y=a + b*X):
Analyt Den a b Sa r
kalibrace
EPA 22.5.2017 0,8941 0,8561 1,1758 0,9798
DHA 0,5693 0,7121 0,8588 0,9912
EPA 23.5.2017 0,9142 0,8511 1,1802 0,9887
DHA 0,6086 0,7189 0,496 0,9922
EPA 29.5.2017 0,8991 0,8592 1,1654 0,9903
DHA 0,5599 0,7203 0,3642 0,9951

d) Kritické meze dle Commission decision 2002/657/EC: CCa (Decision limit) a CCB (Detection

capability)

Analyt Krmivo
CCa (ug.kg™) CCB (ug.kg™)
EPA 3,20 5,14
DHA 2,81 4,58

Poz: Parametry byly vypoéteny dle normy CSN 1SO 11843 a nebo dle nasledujicich vzorcd:

CCa=(2,33xS
CCB = CCa + (1,64
Sa - smérodatnd odchylka interceptu
b - smérnice kalibraéni pfimky

d) Robustnost

Nebyla stanovena.

a)/b
XSa)/b
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e) Selektivita/specifita

PouZita analytickd metoda méfeni LC-MS/MS s vysokym rozliSenim v médu PRM (MS?) je vysoce
selektivni a nevznikaji zadné interference mezi analytem a pouZitou matrici, viz.chromatogramy
standard( a cistych matric krmiva.

f) Stabilita
Stabilita pro roztoky analytl: -  zakladni roztok: 12 mésicua pfi -25°C.
- pracovni roztok: 4 tydny pfti 4°C.

Stabilita pro analyty v pfipraveném vzorku: - maximalné 7 dni pfi 4°C

g) Nejistota méreni

Postup stanoveni rozSirené nejistoty méreni byl stanoven dle dokumentu GUM:1995 (Pokyn
ISO/IEC 98-3).

h) Kritické hodnoty LOD (Limit detekce) a LOQ (Limit kvantifikace)

Anatyt Krmivo
LOD (pg.kg?) LoQ (ug.kg?)
EPA 5,59 12,23
DHA 4,88 11,33

Poz.: Hodnoty LOD a LOQ byly stanoveny s vyuZitim namérenych hodnot kalibracnich krivek
vypoctem pfimou metodou ze signdlu — metoda IUPAC.

3.3. Zavér validace

Validace metody Identifikace a kvantitativni stanoveni analytd Omega-3 nenasycenych mastnych
kyselin (EPA, DHA) metodou kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii s vysokym
rozlisenim (LC-MS/MS(HR)) ve vzorcich krmiv potvrdila, Ze vSechny dosaZzené validacni parametry
vyhovuji publikovanym koncentra¢nim hladinam ndlezim v realnych vzorcich komeréné
prodavanych krmiv v CR.

Tato certifikovand metodika muUZe byt pouZita pro screeningové nebo konfirmacni stanoveni
Omega-3 nenasycenych mastnych kyselin metodou LC-MS/MS(HR) v kontrolnich analytickych
laboratoftich (jako volné ,pfidané“ nebo celkové Omega-3).
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lll. Srovnani ,,novosti postupa“

Byla vyvinuta nova analytickd metoda pro stanoveni analytd DHA a EPA (Omega 3) na zakladé
kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii s vysokym rozlisenim (LC-MS/MS(HR)) ve
vzorcich rlznych druhG krmiv. PouZiti tandemového hybridniho hmotnostniho analyzatoru
s vysokym rozliSenim pro jednoznacnou identifikaci vySe uvedeného analytu a konfirmacni
stanoveni s vyuzitim kritéria mass acurracy (MA), je zcela nové tfeSeni a podle znalosti autora
nebylo dosud publikovano ve védecké literature.

Vyvinuta metodika je dale vysoce citliva pro kvantitativni stanoveni analytu, jak bylo prokazano
validaci a splnénim vSech parametrll pozadovanych Commission decision 657/2002/EC pro
stanoveni rezidui organickych sloucenin v potravinach, pro konfirmacni metody. Postup pfipravy
vzorku byl modifikovan tak, aby celd procedura zpracovani vzorkd byla maximalné efektivni
s minimalnim potfebnym casem na pfipravu a naro¢nost na manuadlni praci kvalifikovaného
pracovnika v analytické laboratofi.

IV. Popis uplatnéni Certifikované metodiky

Certifikovana metodika je uréena prioritné pro organy statni spravy (napf. UKzUz, USKVBL), ale i
pro soukromé uZivatele napftiklad z fad zdkaznik( nakupujicich tento druh krmiv. Metodika byla
vyvinutd dle parametrd poZadovanych pro konfirmacni metody a diky vysoké citlivosti a
jednoznacné identifikaci analyzovaného analytu bude uplatnéna prioritné jako rozhodci metodika
(konfirmacni) v situacich, kdy bude poZadovano exaktni potvrzeni a rozhodnuti. Metodika ale
muZe byt v pfipadé zajmu vyuZivana i rutiné, napfiklad soukromymi subjekty pro prokazovani
jakosti vyrobk( a zvySeni napr. prestize, konkurenéni vyhody atd.
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V. Ekonomické aspekty
1. Naklady na zavedeni metodiky do laboratore

Naklady na zavedeni metodiky do laboratore je mozné rozdélit do dvou kategorii. V prvni kategorii
jsou naklady nezbytné na pofizeni spotfebniho materialu, standardl a chemikalii na provedeni
pripravy vzorkl a méreni na LC-MS/MS. Dalsi naklady souvisi s ndkupem drobného hmotného
majetku, ktery je nutny pro provadéni metody (pipety, centrifuga, vortexy, odparky apod.).
Naklady na analytické zafizeni LC-MS/MS(HR) nejsou uvadény, nebot se predpoklada, ze laboratof
vyuzivajici metodiku LC-MS je jiz timto zafizenim vybavena.

Naklady na vysetfeni jednoho vzorku a vybaveni specializované laboratore jsou uvedeny v
nasledujicich tabulkach. VSechny ceny jsou aktudlni k datu vydani metodiky a zahrnuji DPH.

Naklady na potizeni drobného hmotného majetku nezbytného k provadéni uvedené metodiky.

Polozka Obvykla cena
Pipety 2 ks 10 000 K&
Centrifuga 22 000 K¢
Thermovap 65 000 K¢
Vortex 8 000 K¢
Celkem 105 000 K¢

Naklady na material na vysetieni jednoho vzorku podle uvedené metodiky. Kalkulace zahrnuje i
pramérné naklady na pozitivni a negativni kontroly na analytické standardy a IS. Kalkulace
nezahrnuje naklady na mzdy odbornych pracovnikd (stfedoskolsky a vysokoskolsky pracovnik) a
naklady na amortizaci pouzitého analytického zatizeni. Tyto naklady mohou byt rozhodujici pro
celkové stanoveni ceny za provedeni analyzy jednoho vzorku.

Polozka Obvykla cena
Homogenizace a extrakce vzorku 100 K¢
Interni standard 200 K¢
Standardy analyti 280 K¢
Spotiebni material (Spicky, 50 K¢
zkumavky, rukavice a desinfekce)

Celkem 630 K¢

2.Ekonomicky pfinos pro uzivatele

Ekonomické prinosy pro uZivatele Ize rovnéZ rozdélit do dvou kategorii: prinosy pro uZivatele
vyvinuté metodiky z pohledu laboratore, kterd bude tuto metodiku provadét, a pak pfinosy
z pohledu uZivatele, tedy vlastniho zédkaznika v roli objednavatele (napt. UKzUZ, USKVBL, soukromi
chovatelé domacich zvifat, zejména psu a kocek, atd.).
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Ekonomické prinosy pro laborator:

pfi bézné cené 4.000,- az 5.500,- K¢ za jednu analyzu biologickych vzork(i pomoci systém(
LC-MS/MS (vysoké naklady na analytické zafizeni, odpisy a mzdy vysoce kvalifikovanych
pracovnikd) se pfinosy daji vycislit jednoduchym vynasobenim poctem vzorku
zpracovanych v laboratofi za urcité ¢asové obdobi, napfiklad za 100 analyzovanych vzorkd
za rok by to byl ptinos 400 tis. K¢,

obecné ale plati, Ze ceny se tvofi dohodou a v tomto pripadé plati, Ze cena za jednu analyzu
se vyznamné snizi, pokud bude objednavka smluvena na vice vzork(, naptiklad cena pro
vyznamného zakaznika mGzZe byt stanovena na 1.500,- K¢ pti zakdzce 100 vzork( ro¢né, pak
ekonomicky prinos bude 150 tisic za rok.

Budouci ekonomické prinosy pro objednavatele:

vtomto pripadé se nedaji ekonomické prinosy presnéji vycislit, protoze metodika byla
vyvinuta predevsim jako rozhod¢i (konfirmacni) pro situace, kdy bude pozadovano exaktni
potvrzeni a rozhodnuti (ale mlZe byt i rutiné vyuzivana).

pouze, hypoteticky se da dovodit, Ze mUzZe nastat situace, kdy bude nesprdvné rozhodnuto,
napriklad statnim organem pouze na zakladé néjaké orientacni zkousky, pak naklady na
pozastavené prodeje krmiva, pfipadné udélené penézni pokuty a z toho plynouci nasledné
soudni spory mohou dosahnout radové az na milion K¢ A lze dovodit fadu dalsich
nepfiznivych situaci, které na zakladé nespravného rozhodnuti mohou nastat a mohou mit
fadu vyznamnych ekonomickych dopad.

17



VI. Seznam pouzité literatury

Chester L. Bowen, Jonathan Kehler, Christopher A. Evans, Development and validation of a
sensitive and selective UHPLC-MS/MS method for simultaneous determination of both free and
total eicosapentaeonic acid and docosahexenoic acid in human plasma, Journal of
Chromatography B, 878 (2010) 3125-3133.

Jean-Pierre C.L. Lacaze, Lesley A. Stobo, Elizabeth A. Turrell, Michael A. Quilliam, Solid-phase
extraction and liquid chromatography—mass spectrometry for the determination of free fatty acids
in shellfish, Journal of Chromatography A, 1145 (2007) 51-57.

lan Acworth, Marc Plante, Bruce Bailey, and Christopher Crafts, Quantitation of underivatized
Omega-3 and Omega-6 Fatty Acids in Foods by HPLC and Charged Aerosol Detection, Thermo
Fisher Scientific, Chelmsford, MA, USA, 2011, www.thermoscientific.com.

Cynthia A Daleyl, Amber Abbott, Patrick S Doyle, Glenn A Nader, Stephanie Larson, A review of
fatty acid profiles and antioxidant content in grass-fed and grain-fed beef, Nutrition Journal 2010.

Commission Decision 2002/657/EC of 12 August 2002 implementing Council Directive 96/23 EC
concerning the performance of analytical methods and interpretation of results. 2002. Off. J. Eur.
Commun, L221: 8-36.

VICH GL49 Studies to evaluate the metabolism and residue kinetics of veterinary drugs in
food-producing animals: validation of analytical methods used in residue depletion studies,
(2015), European Medicines Agency, http://www.ema.europa.eu

Guide for the expression of uncertainty in measurement. ISO Geneva 1993. (Reprinted 1995:

Reissued as I1SO Guide 98-3 (2008)). Cesky preklad: TNI 01 4109-3 Nejistoty méfeni - Cast 3: Pokyn
pro vyjadreni nejistoty méreni (GUM:1995) (Pokyn ISO/IEC 98-3).

VII. Seznam publikaci, které predchazely metodice

K. Stastny, Analytickd identifikace a kvantifikace sloiek potravin a krmiv pomoci kapalinové
chromatografie s hmotnostni spektrometrii (LC/HR-MS), VUVel FEST IV. — od vyzkumu k praxi, zafi
2017.

Cela analytickd metodika bude v ramci reseni projektu ¢. QJ1530107 publikovana v impaktovaném
Casopise v nasledujicim roce reseni (2018).

18


http://www.thermoscientific.com/

Prilohova cast

RT: 0.00 - 15.00 SM: 7G

RT: 7.54 NL: 1.92E5
AA: 1416539 m/z= 257.21447-257.24019 F: FTMS - p ESI Full ms2 301.2173@hcd20.00
3 A [50.0000-325.0000] MS Genesis Samp_2017_20
RT: 7.54 NL: 8.48E5
AA: 6263623 m/z=301.20124-301.23136 F: FTMS - p ESI Full ms2 301.2173@hcd20.00
E A [50.0000-325.0000] MS Genesis Samp_2017_20
RT: 7.52 NL: 3.63E4
AA: 257985 m/z= 306.23199-306.26261 F: FTMS - p ESI Full ms2 306.2487@hcd25.00
E A [50.0000-330.0000] MS Genesis Samp_2017_20
RT: 7.88 NL: 1.72E5
AA: 1278646 m/z= 283.22882-283.25714 F: FTMS - p ESI Full ms2 327.2329@hcd25.00
B Ao [50.0000-350.0000] MS Genesis Samp_2017_20
RT: 7.89 NL: 4.06E4
AA: 294458 m/z=229.18468-229.20760 F: FTMS - p ESI Full ms2 327.2329@hcd25.00
3 A [50.0000-350.0000] MS Genesis Samp_2017_20
RT: 7.87 NL: 4.04E4
AA: 280320 m/z= 288.25988-288.28870 F: FTMS - p ESI Full ms2 332.2643@hcd20.00
:{ ,_,4}\_‘ [50.0000-355.0000] MS Genesis Samp_2017_20
T T T 7 T T T [ T T T [ T T T T T T [ T T T [ T T T ] T 1
0 2 4 6 8 10 12 14
Time (min)

Obrazek 5 — Chromatogram pozitivniho vzorku s obsahem 500 pg.kg! EPA (erny a hnédy
chromatograficky zdznam), 500 pg.kg! EPA-Ds (IS, zeleny zdznam), 500ppb DHA (modry a Zluty
zaznam), 500 ug.kg! DHA-Ds (fialovy zaznam).
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Obrédzek 6 — Chromatogram negativniho vzorku (blank) s obsahem 0 ug.kg? EPA (Cerny a hnédy
chromatograficky zdznam), 500 pg.kg? EPA-Ds (IS, zeleny zaznam), O ug.kg* DHA (modry a Zluty
zaznam), 500 ug.kg™ DHA-Ds (fialovy zaznam).
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