CH 6.23. STANOVENIE ZINC BACITRACINU METODOU
HPLC/MS/MS

1 PRINCIP METODY

Na analyzu sa pouzije chromatograficka kolona s obratenymi fazami a po rozdeleni rezidui sa
tieto deteguju hmotnostnym detektorom pracujucim v rezime MS/MS v pozitivnom mode.
Ionizacia ESI. Identifikacia latky je prevedena dvoma tranziciami (2 transitions) a kontrolou
ich i6novych pomerov (ion ratio). Kvantifikécia je prevedena metédou externej kalibracie.

2  POUZITEENOST METODY

Metoda je vhodnd na stanovenie zinc bacitracinu v krmivach.

3 CHEMIKALIE A ROZTOKY
3.1 Cisté chemikalie

3.1.1 bacitracin (BAC)

3.1.2 acetonitril gradient grade
3.1.3 kyselina chlorovodikova
3.1.4 aceton

3.1.5 kyselina mravéia

3.1.6 deionizovana voda

3.1.7 metanol gradient grade

3.2 Roztoky a reagencie

3.2.1 Extrakény roztok

Do 1000 ml odmernej banky dat’ 450 ml redestilovanej vody (3.1.6.). Pridat’ 50 ml kyseliny
chlorovodikovej (3.1.3.) a doplnit’ do 1000 ml acetonom. (3.1.4.)

3.2.2 Elu¢ny roztok SPE acetonitril/kyselina mravcia 30 mM (60/40, v/v)

3.2.3 1 M kyselina chlorovodikova

3.2.4 Mobilna faza A: 5 mM kyselina mravcia

3.2.5 Mobilna faza B: 50 mM kyselina mrav¢ia /acetonitril (10/90, v/v)

3.3 Standardné roztoky
3.3.1 Zasobné roztoky Standardov

3.3.1.1 Zasobny roztok Standardu bacitracinu (1000 mg/l vo vode)
Navazit’ 13,4 mg bacitracinu (3.1.1.) do 10 ml odmernej banky. Rozpustit’ v malom mnozstve
redestilovanej vody a doplnit’ po znacku deionizovanou vodou (3.1.6.).

Poznamka: Doba pouzitel'nosti zasobnych Standardnych roztokov je 1 mesiac od pripravenia.
Zasobné standardné roztoky uchovavat’ v tme pri teplote 4 — 8 °C.



3.3.2 Zriedené roztoky zakladnych Standardov

3.3.2.1 Zriedeny roztok Standardu bacitracinu ZC1

(100 mg/l vo vode)
Zobrat 1 ml zasobného roztoku Standardu BAC (1000 mg/l) (3.3.1.1.) Preniest’ do 10 ml
odmernej banky a doplnit’ po znacku deionizovanou vodou (3.1.6.)

3.3.3 Pracovné roztoky Standardov

3.3.3.1 Pracovny roztok standardu bacitracinu WS (0,1 mg/l vo vode)
Zobrat’ 10 pl zriedeného roztoku BAC ZC1 (3.3.2.1.) do 10 ml odmernej banky a doplnit’ po
znacku deionizovanou vodou (3.1.6.).

4 PRISTROJE A POMOCKY

4.1 kvapalinovy chromatograf Waters Acquity UPLC s hmotnostnym detektorom
Micromass Quattro Premier XE

4.2 chromatografickd kolona : C18

4.3 analytickd vaha HELAGO HM 200

4.4 minishaker Vortex

4.5 centrifiga BIOFUGE STRATOS (Heraeus)

4.6 trepacka head over head HEIDOLPH Reax 2

4.7 teflonové centrifuga¢né nadobky — 50 ml

4.8 laboratorne odmerné sklo: 10 a 100 ml odmerna banka, 1,5,10 ml pipety

4.9 PP skiimavky

4.10 SPE kolonky

4.11 20 pl, striekacky Hamilton

5 PRACOVNY POSTUP
5.1 Predpriprava vzoriek

5.1.1 Vzorky dobre zhomogenizovat'.
Do centrifugacnej teflonovej nadobky navazit' 5 g vzorky.

5.2 Priprava kvality kontrol vzoriek (aj matricova kalibracia)
5.2.1 Priprava negativnej vzorky a fortifikovanych vzoriek

Na pripravu vzoriek sa pouziji negativne matrice. Vzorky sa fortifikuja na vybranych
urovniach uvedenych v tabulke 1.

Pridat’ jednotlivé roztoky Standardov a vody podl'a tabul’ky 1.PremieSat’ na Vortexe. Nechat
postat’ 10 minut a pokracovat’ podl'a procediry od bodu 5.3.1



Tabul’ka 1 Priprava fortifikovanach vzoriek

K_once'ntraCIa Z1he Pridavok roztoku ZC1

bacitracinu vo vzorke (ul)
(mgrkg) "
0 0

5 250

10 500

20 1000

50 2500

5.3 Priprava vzorky

5.3.1 Extrakcia

Pridat’ 20 ml extrakéného roztoku (3.2.1.). Poriadne ru¢ne pretrepat. Umiestnit’ na trepacku
head over head na 20 min., nastavit' 100 ot./min. Centrifugovat’ 10 min. pri 3500 ot./min..
Odobrat’ 400 pl supernatantu, preniest’ do Cistej nadobky, pridat’ 3,6 ml redestilovanej vody
(3.1.7.). Pokracovat’ precistenim na SPE kolonkach. Z eluatu odobrat’ 50 pl. Pridat’ 1,5 ml
vody. Napichnut’ na chromatograficku kolonu.

Poznamka: V pripade, Ze sa vzorka koncentratne vymykd zrozsahu meranej kalibracnej
krivky je pri opakovanom merani upravena tak, aby koncentra¢ne spadala do kalibra¢ného
rozsahu.

5.4 Chromatograficka analyza

LC-podmienky:
chromatograficka kolona: C18
teplota: 35 °C
prietok: 0,3 ml/min.
eluent: mobilna faza A: 5 mM kyselina mrav¢ia (3.2.4.)
mobilna faza B: 50mM kyselina mravcia /acetonitril (10/90, v/v) (3.2.5.)
gradientova ellicia
nastrek: 20 pl

MS podmienky:
Ionizaény mod: ESI pozitivna

Detekény mod: MRM

Tabul’ka 2 Nastavenie podmienok MS/MS detekcie

Name seament RT | Precursor Product Width | Amplitude
g min m/z m/z m/z Vv
Bacitracin 2 10,8 712 356,554, 613, 669 4 0,45

5.4.1 Iniciatny test

Nainjektovat’ na chromatograficki kolonu roztok WS. Skontrolovat’ pomer signalu ku Sumu
produkovanych iénov. Pomer by mal byt’ vyssi ako 6.




6 VYHODNOTENIE VYSLEDKOV MERANIA

Kvantifikacia — metdda externej Kkalibracie

Koncentracia zlozky je umernd hodnotdm plochy pikov. Koncentraciu zlozky mozno
vypocitat dosadenim plochy piku zlozky do rovnice kalibrac¢nej krivky pre dané stanovenie .
A-b
c =

s

A — plocha piku
a

b — Gisek z rovnice kalibra¢nej krivky
a— smernica z rovnice kalibra¢nej krivky

Cy= Cs.R (mg/kg)

Cy - koncentracia analytu v mg/kg
Cs - koncentracia analytu uréena z kal.krivky (mg/l)

R - stupen riedenia
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8 ZOZNAM SKRATIEK

HPLC - vysokouc¢inna kvapalinova chromatografia

UPLC — ultraucinné kvapalinova chromatografia

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

RT — reten¢ny c¢as

ESI — electrospray ionisation

e.g. - napriklad



