CH 6.2. Stanovenie sulfonamidov metodou HPLC

1. Povod metody ny
Ing. Alena Honzlové, SVU Jihlava.

2. Princip metody
Spociva vo vyextrahovani sulfonamidov zo svaloviny a ich naslednom rozdeleni metédou
vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie.

3. PouZité pristroje

Robot na mletie vzoriek mésa,

trepacka,

rotany vakuovy odparovik,

centrifiiga

vysokoucinny kvapalinovy chromatograf s diode array detektorom pripadne s UV detektorom
s premennou vinovou dizkou.

4. Zoznam chemikalii

Octan etylnaty p.a.,

n- hexan p.a.,

metanol p.a. - precisteny destilaciou

acetonitril p.a. - pre¢isteny vakuovou destilaciou,
octan sodny krystalicky p.a.,

kyselina octova p.a.,

redestilovand voda.

5. Priprava Standardov a pracovnych roztokov
Standardné roztoky
Standardné roztoky sulfonamidov sa pripravia rozpustenim prisluSného mnozstva v metanole.

6. Priprava vzoriek:

Svalovina, med:

Do Erlenmayerovej banky sa odvazi méso a zaleje sa octanom etylnatym. Uzavreta banka sa
umiestni na trepacku a jej obsah sa necha vytrepavat. Potom sa rozpustadlo zleje cez
filtracny papier do banky. Tento roztok sa pipetou prenesie kvantitativne do centrifugacne;
skimavky. Banka sa preplachne dvakrat 2 ml n-hexanu , ktory sa opét’ prenesie do skimavky.
Obsah skiimavky sa dokladne premieSa, aby sa tuk previedol do hexdnovej fazy.

Syry:
Zhomogenizuje sa 20 g vzorky a postupuje sa ako pri svalovine.

Surové vajcia:

Vzorka sa zaleje acetonitrilom a vytrepava sa na trepcke 10 min. Homogenat sa sfiltruje cez
Buchnerov lievik. Zbytok na filtracnom papieri sa premyje acetonitrilom a opit’ sa sfiltruje.
Oddelena vodna faza sa extrahuje s 25 ml octanu etylnatého. Spodna vodna faza sa odpusti a
etylacetatova vrstva sa spoji s acetonitrilovym podielom po predchadzajucom vysuSeni cez
bezvody siran sodny. Mlieko:

10 ml mlieka sa vytrepava s 50 ml chloroformu v deliacom lieviku. Po usadeni vrstiev sa
obsah este raz pretrepe.



7. Podmienky stanovenia
Koloéna: LiChro CART C
Mobilna faza: A: acetatovy pufer
B: acetonitril

Detekcia:scan 230 — 400 nm,
Injekovany objem: 25 ul

8. Kalibracia a vyhodnotenie
Vyhodnotenie chromatogramov sa vykond na zéklade metédy absolutnej kalibracie
porovnanim ploch pikov s plochami Standardnych roztokov.

Priprava vzoriek:

Svalovina, med:

Do 250 ml Erlenmayerovej banky so zdbrusom sa odvazi 50 g rozomletého mésa a zaleje sa
50 ml octanu etylnatého. Uzavretd banka sa umiestni na trepacku a jej obsah sa necha
vytrepavat’ 15 minat. Potom sa rozpustadlo zleje cez filtraény papier s 20 g siranu sodné¢ho
bezvodého do 250 ml zabrusovej banky. Extrakcia sa opakuje eSte raz s 50 ml octanu
etylnatého pocas 10 minut. Spojené extrakty sa odparia na rota¢nej vakuovej odparke pri
40°C. Zvysok sa po odpareni rozpusti v 1 ml metanolu, krazivym pohybom sa oplachnu steny
a prida sa 1 ml mobilnej fazy (na odstrdnenie koextrahovanych bielkovin). Tento roztok sa
pipetou prenesie kvantitativne do centrifugacnej skimavky. Banka sa preplachne dvakrat 2
ml n-hexanu , ktory sa opdt’ prenesie do skimavky. Obsah skiimavky sa dokladne premiesa,
aby sa tuk previedol do hexanovej fazy.

Potom sa obsah skimavky odstred’'uje 10 min pri 3500 ot / min v centrifige, ¢im sa vyciri
spodna vrstva, ktora sa d’alej pouziva na analyzu. Ak by roztok zostal zakaleny, skimavky sa
asi na dve minaty umiestnia do ultrazvukového kapel'a a potom sa opét’ ich obsah
centrifuguje pri rovnakych podmienkach. Spodna vrstva sa odtiahne striekackou a sfiltruje cez
$picku s odmastenou vatou. Tento roztok sa pouzije k analyze.

Syry:
Zhomogenizuje sa 20 g vzorky a postupuje sa ako pri svalovine.

Surové vajcia:

Zhomogenizuje sa 50 g surovych vajec, zaleje sa 100 ml acetonitrilu a vytrepava sa na trepcke
10 min. Homogenat sa sfiltruje cez Buchnerov lievik. Zbytok na filtraénom papieri sa premyje
25 ml acetonitrilu a opat’ sa sfiltruje. Spojené filtraty sa preleju do deliaceho lievika, prida sa
k nim 7 g chloridu sodného, dokladne sa pretrepe a necha sa oddelit’ vodna a acetonitrilova
vrstva. Spodna vodnd vrstva sa oddeli a acetonitrilova vrstva sa vysusi sfiltrovanim cez
bezvody siran sodny. Oddelend vodna faza sa extrahuje s 25 ml octanu etylnatého. Spodna
vodna faza sa odpusti a etylacetatova vrstva sa spoji s acetonitrilovym podielom po
predchadzajiicom vysuseni cez bezvody siran sodny. Spojené extrakty sa odparia na rotacnej
vakuovej odparke a d’alej sa pokracuje ako pri svalovine.

Mlieko:



10 ml mlieka sa vytrepava s 50 ml chloroformu v deliacom lieviku. Po usadeni vrstiev sa
obsah este raz pretrepe. Po tiplnom oddeleni vrstiev sa chloroformova vrstva vypusti do
varnej banky cez bezvody siran sodny. Chloroform sa odpari dosucha na rota¢nej vakuovej
odparke . Odparok sa rozpusti v 1 ml metanolu a d’alej sa pokracuje ako pri svalovine.

Moé:

5 ml moca sa extrahuje 10 ml octanu etylnatého pod dobu 10 min na trepacke. Octanovy
podiel sa zleje cez bezvody siran sodny a extrakcia sa eSte raz zopakuje. Spojené octanové
podiely sa odparia na rotacnej vakuovej odparke pri 40 °C. Odparok sa rozpusti v 1 ml
metanolu a injekuje do HPLC systému.

7. Podmienky stanovenia
Koléna: LiChroCART C — 4, 5 um ( Merck )
Mobilna faza: A: acetatovy pufer pH=4,6

B: acetonitril
Prietok mobilnej fazy: 1,0 ml / min
Detekcia:scan 230 — 400 nm, ( 275 nm)
Teplota: 40 °C
Injekovany objem: 25 ul



CH 6.2.
Stanovenie sulfadimidinu v premixoch a kimnych zmesiach

1.Urcenie metody
Metodda je vhodna na stanovenie obsahu sulfadimidinu v premixoch a kimnych zmesiach.
2. Princip metody

Vzorky sa po homogenizacii a extrakcii metanolom analyzuja HPLC metdédou na RP-C18
kolonach a deteguju sa DAD detektorom pri 275 nm. Nasnimané spektra v intervale 250 -
360 nm sa porovnavaju s kalibracnymi spektrami.

Metéda je vhodnd na stanovenie sulfadimidinu ako aj inych analytov zo skupiny
sulfonamidov vo vzorkach krmiv.

3. Pomocky
3.1. Pristroje a zariadenia

- ultrazvukovy kupel

- analytické védhy

- pH meter

- trepacka

- kvapalinovy chromatograf's DAD detektorom
- kolona Nova-Pak® C18,

- automatické pipety s nastaviteI'nym objemom, jednokanalové
- filtrany papier

- striekackové filtre

- mraznitka (menej ako -18 °C)

- chladnigka ((4+2) °C)

3.2. Chemikalie a roztoky

- metanol pre HPLC

- metanol p.a.

- acetonitril pre HPLC

- redestilovana voda pre HPLC

- octan sodny, p.a.

- Tadova kyselina octova, 100 %, p.a.
- Standardy: sulfadimidin

4. Pracovny postup

krmivo s vynimkou premixov tesne pred navazovanim dobre premiesat, pomlet a znovu
dobre premiesat’, premixy dobre premieSat’

S presnostou na 0,1 mg navazit 2,5 g kfmnej zmesi, resp. 50 mg premixu do 100ml
odmernej banky ( v zavislosti od realnej vzorky moze byt navazka vicsia )

pridat’ 25 ml metanolu , sonikovat’ v ultrazvukovom kupeli 15 minut

doplnit’ 0,01M acetatovym pufrom pH 4,6 po znacku, premiesat’



- prefiltrovat’ cez papierovy filter, prvé podiely vyliat
- prefiltrovana vzorku precistit’ cez strickackovy membranovy filter
- aplikovat’ vzorku na HPLC meranie

5. Podmienky merania

Kolona: Nova-Pak Cig, 150 x 3,9 mm, 4 um

Teplota kolony: 30°C Objem nastreku : 10 pl

Mobilna faza : A 0,01M octan sodny, pH 4,6 78 %

(izokratické zloZenie) B acetonitril 17%
C  metanol 5%

Prietok mobilnej fazy : 0,7 ml/min

Detekcia: DAD pri 275 nm ( 275/16, 500/100), snimanie spektier: 250 - 360 nm

6. Literatura

Veterinarni laboratorni metodiky VIIl.a, Chemie potravin, VSeobecna ¢ast, Bratislava 1993,
str. 32 — 35.
Metdda bola vypracovana a validovana pre potreby SVPU Nitra ing. B. Skarbovou.



CH6.2.
STANOVENIE SULFONAMIDOV METODOU HPLC
1. URCENIE METODY

Skasobna metdda je pouzitelna pre stanovenie sulfonamidov v nasledujucich komoditach:
Bravcovy sval, hovddzi sval, hydinovy sval, mlieko Cerstvé a suSené, vajcia Cerstvé a susené.
Touto metddou je mozné stanovenie nasledujucich sulfonamidov:

* Sulfaguanidin

* Sulfanilamid

* Sulfadiazin

* Sulfathiazol

* Sulfapyridin

* Sulfamerazin

* Sulfamethizol

* Sulfadimidin (Sulfamethazin)

* Sulfamethoxypyridazin

* Sulfasoxazol

* Sulfamonomethoxin

* Sulfadoxin

* Sulfamethoxazol

* Sulfaquinoxalin

* Sulfadimethoxin

2. PRINCIP METODY

Zhomogenizovanu vzorku opakovane extrahujeme organickym rozpustadlom. Po nésledne;j
centrifugacii a oddeleni v deliacom lieviku extrakt prefiltrujeme cez vrstvu bezvodého
siranu sodného. Eluat odparime do sucha a zvySok zakoncentrujeme do rozpustadla, ktoré
zodpoveda zloZeniu mobilnej fazy. Pre kvantifikaciu sa pouziva technika HPLC s DAD
detekciou pri vinovej dizke 273 nm.

3. POMOCKY

3.1. PRISTROJE A ZARIADENIA

Kuchynsky mlyncek, pripadne Ultra Turrax

Ultrazvukovy vodny kupel

Rotacna vakuova odparka

Centrifaga

Laboratérna trepacka

Ultrazvukova vana

Milli-Q-Gradient, systém na precistovanie destilovanej vody, Millipore

HPLC syst¢ém HP1100 (Agilent) = kvapalinovy chromatograf 1100 s quartérnou
gradientovou pumpou a vakuovym degasérom + DAD detektor



3.2. CHEMIKALIE A ROZTOKY

Vsetky pouzité materidly a chemikéalie musia byt vhodné pre HPLC analyzu (napr.
LiChrosolv, Uvasol, Suprasolv)

e Ethyl acetat pre HPLC

e Acetonitril, gradiet grade

e Metanol, gradient grade

e Octan sodny.3H,0, p.a.
Siran sodny bezvody, p.a
Chlorid sodny, p.a.
Kyselina octova,
HPLC-grade H,0, ziskana precistenim destilovanej vody v zariadeni Milli-Q-Gradient
Analyticka kolona: Discovery HS F5, C18, 250 x 4.6 mm, 5um s predkolonou
Striekackové membranové filtre Nylon 0.45 um
Roztoky: 0,01 M octan sodny s pH 4,6 ( 1,36g octanu sa rozpusti v 1000 ml H,O a upravi sa
pH pomocou kyseliny octovej na 4,6)

4. PRACOVNY POSTUP
4.1. PRIPRAVA VZORKY

Laboratorna vzorka sa zmixuje tak, aby sa ziskal homogénny material. Odoberie sa najmenej
100 g a uchovava sa v mraznicke pri < (- 18)°C az po analyzu.
Z ulozenej laboratornej vzorky sa odoberie 10,0 + 0,1 g zhomogenizovanej vzorky.

Extrakcia vzorky:

Miiso:

Analyzovanu vzorku dokonale zhomogenizujeme pomocou masového mlynceka a odoberieme
priemernu vzorku na analyzu. Do Erlenmayerovej banky navazime 10 g, zalejeme octanom
etylnatym a extrahujeme v ultrazvuku ana trepacke. Extrakt prefiltrujeme cez vatovy filter
a vrstvu bezvodého Na,SO, . Extrakciu zopakujeme s etylacetatom. Spojeny extrakt odparime
na rotacnej vakuovej odparke do poslednej kvapky. Odparok rozpustime v mobilnej faze
(50%pufor, 25%ACN, 25%MeOH) a kvantitativne prenesieme do centrifugacnej skimavky.
Potom banku oplachneme hexanom a pridame ku obsahu v skimavke. Obsah v skiimavke
dokladne pretrepeme tak, aby tuk preSiel do hexanovej fazy. Potom zmes odstred'ujeme
v centrifuge 10 minut pri 3000 ot./min., ¢im ddjde k vycireniu spodnej vrstvy. Spodnll vrstvu
odoberieme striekackou a prefiltrujeme cez membranovy filter a takto pripravenii vzorku
podrobime HPLC analyze s DAD detekciou pri 273 nm.

Mlieko Eerstvé, suSené a med:

Vzorku mlieka dokonale zhomogenizujeme. Z praskovej formy pripravime 10% vodny roztok.
Z takto pripravenej vzorky odpipetujeme 10ml a pridiame 10M kyselinu chlorovodikovu. Po
dokonalom pretrepani a vyzrazani bielkoviny vzorku extrahujeme etylacetaitom na trepacke.
Potom cely obsah banky prenesieme do centrifugacnej skiimavky a odstred’'ujeme 15 min pri
3000 ot./min. Supernatan zlejeme cez vrstvu siranu sodného a odparime na vakuovej rotacnej



odparke pri teplote 40°C do poslednej kvapky. Odparok rozpustime v mobilnej faze
(50%pufor, 25%ACN, 25%MeOH) a kvantitativne prenesieme do centrifugacnej skimavky.
Potom banku oplachneme hexdnom a pridame ku obsahu v skiimavke. Obsah v skimavke
dokladne pretrepeme tak, aby tuk preSiel do hexanovej fazy. Potom zmes odstred’'ujeme
Vv centrifuge 10 minut pri 3000 ot./min., ¢im ddjde k vycireniu spodnej vrstvy. Spodnt vrstvu
odoberieme striekackou a prefiltrujeme cez membranovy filter atakto pripravenu vzorku
podrobime HPLC analyze s DAD detekciou pri 273 nm.

Vajcia ¢erstvé a suSené:

Navazime 25 g zhomogenizovanej vzorky do banky a zalejeme acetonitrilom. Vzorku
extrahujeme v ultrazvuku. Extrakt opatrne zlejeme do banky cez vatovy filter, k tuhej faze
priddme eSte acetonitril a premieSame. Spojené extrakty prelejeme do deliaceho lievika,
priddme NaCL, dokladne pretrepeme, aby sa sol’ dobre rozpustila. Po oddeleni vrstiev spodnu
vrstvu vypustime do pripravenej kadicky, vrchna vrstvu prefiltrujeme cez vatovy filter a vrstvu
bezv. Na,SO, Vodna vrstvu opakovane extrahujeme s etylacetatom. Po oddeleni vrstiev
spodnt vrstvu vyhodime a vrchnt znovu prefiltrujeme do acetonitrilovej ¢asti. Obsah banky
odparime na rota¢nej vakuovej odparke do poslednej kvapky. Odparok rozpustime v mobilnej
faze (50%pufor, 25%ACN, 25%MeOH) akvantitativne prenesieme do centrifugacnej
skumavky. Potom banku opldchneme hexanom a priddme ku obsahu v skiimavke. Obsah
v skaimavke dokladne pretrepeme tak, aby tuk preSiel do hexanovej fazy. Potom zmes
odstred’'ujeme v centrifige 10 minut pri 3000 ot./min., ¢im dojde k vycireniu spodnej vrstvy.
Spodna vrstvu odoberieme strickackou a prefiltrujeme cez membranovy filter a takto
pripravent vzorku podrobime HPLC analyze s DAD detekciou pri 273 nm.

4.2. PRIPRAVA MERANIA

HPLC podmienky:

Mobilna faza A =0,01 M roztok octanu sodného s pH 4,6
B = acetonitril

Prietok 1 ml/min

Nastrek 20 ul

Teplota kolony 20°C

Celkovy cas 40 min

Analyticka koléna Discovery HS F5, C18, 250 x 4.6 mm, 5um s predkolonou, SUPELCO

Linearny gradientovy program: zmenu zloZenia mobilnej fazy v ¢ase programujeme

nasledovne:
Cas (min) A % B %
0 94 6
28 60 40
30 94 6
34 94 6

4.3. MERANIE



Extrakty vzoriek kvantifikujeme kvapalinovym chromatografom, ktory je Specifikovany v kap.
3.1.

5. VYHODNOTENIE NAMERANYCH UDAJOV

HPLC 1100 (HP, Agilent)

Pre vypocet koncentracie sulfonamidov pouzivame multikalibratny program Data analysis,
ktory je sucastou programového vybavenia pre ovlddanie chromatografického systému
a spracovanie chromatografickych tdajov LC chemstation software.

Prepocet latkovej koncentracie na hmotnostnu:

hodnota vysledku vyjadrujeme v mg/kg vzorky podl'a nasledujuceho vzorca:

m = hmotnost’ v mg/kg (ng/g)

¢ = namerana koncentracia analytu v mg/l (ug/ml)
V = objem v ml

n =navazka vzorky v g

I = zried'ovaci faktor
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