Определение микотоксинов и кокцидиостатиков в кормах методом HPLC/MS-TOF
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Помимо лечения заболеваний у людей и животных, антибиотики применяют в качестве стимуляторов роста в животноводстве и используются как пищевые добавки в корма и премиксы. Это прежде всего антибиотики – макролиды (авиламицин, монензин, наразин, ласалоцид, салиномицин и др), а также антибиотики других классов (клопидол, никарбазин и др.). Указанные антибиотики используют также для борьбы с кокцидиозом [1-2].
Полезность таких кормов может быть снижена присутствием в них микотоксинов. Микотоксины – токсичные вторичные метаболиты микроскопических плесневелых грибов, которые могут быть опасны для животных, вызывая микотоксикозы. Содержания некоторых микотоксинов нормируются. Так, максимально допустимые уровни в кормах афлатоксина В1 – 2 мкг/кг, дезоксиниваленола – 1,0 мг/кг, Т-2 токсина – 0.06 мг/кг, зеараленона – 0.1 мг/кг, охратоксина А – 5 мкг/кг [3-4].

Микотоксины определяют в кормах, как правило, по отдельности или отдельными подгруппами хроматографическими методами. Нами предложен способ одновременной идентификации и определения 26 микотоксинов и 7 пищевых добавок (кокцидиостатиков) в кормах для животных методом времяпролетной масс-спектрометрии высокого разрешения в сочетании с высокоэффективной жидкостной хроматографией и простой, экспрессной пробоподготовкой. В работе использовали жидкостной хроматограф «UltiMate 3000» (Thermo Scientific, США) в сочетании с квадруполь-времяпролетным масс-спектрометрическим детектором «maXis 4G» (Bruker Daltonics, Германия). Разделение проводили на колонке (150×2.1 мм) Acclaim™ 120 C18 (2.2 мкм) (Thermo Scientific, США) в режиме градиентного элюирования подвижной фазы.
Суть пробоподготовки заключается в использовании простой экстракции смесью ацетонитрил/вода/муравьиная кислота в объемном соотношении 79/20/1, центрифугировании, очистке гексаном, насыщенным ацетонитрилом, удалении матричного эффекта путем разбавления деионизованной водой и фильтровании через мембранный фильтр (0,45 мкм).

Была разработана схема идентификации и определения обнаруживаемых аналитов методом стандартной добавки. Расчет концентрации аналита в пробе проводили по формуле:
Cx = Cдоб /(Sx+доб/Sx – 1),
где Cx - концентрация аналита, мкг/кг, Sx , Sx+доб – площади (высоты) хроматографических пиков (пиков m/z) аналита без добавки и с добавкой аналита.

Нижняя граница определяемых содержаний составила 1(400) мкг/кг для микотоксинов, диапазон определяемых содержаний кокцидиостатиков в кормах 10-100 мг/кг. Относительное стандартное отклонение результатов анализа не превышает 0.1. Продолжительность анализа 0.5-1ч.
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