6.16. STANOVENIE METABOLITOV NITROFURANOV METODOU
HPLC/MS/MS

1 PRINCIP METODY

Furazolidone, furaltadone, nitrofurantoin a nitrofurazone st veterinarne lie¢iva, ktoré patria
do skupiny nitrofuranov. Uvedené lieciva boli Europskou Komisiou zakazané v roku 1995.
Nitrofuranové lieCiva velmi rychlo metabolizuj, uz niekol’ko hodin po podani, ich
metabolity st vSak relativne stabilné. (niekolko tyzdiiov az mesiacov). Pre jednotlivé
nitrofuranové lie¢iva s sledované nasledujice metabolity: 3-amino-2-oxalidinone (AOZ) pre
furazolidone, 5-methylmorpholino-3-amino-2-oxalidinone (AMOZ) pre furaltadone, 1-amino-
hydantoin (AHD) pre nitrofurantoin a semicarbazide (SEM) pre nitrofurazone. Uvedené
metabolity si analyzované po derivatizacii ako nitrophenylové derivaty. Na analyzu sa
pouzije chromatografické kolona s obratenymi fazami a po rozdeleni rezidui sa tieto deteguju
hmotnostnym detektorom pracujicim v rezime MS/MS v pozitivnom modde. Ionizacia ESIL
Identifikécia latky je prevedena dvoma tranziciami (2 transitions) a kontrolou ich idénovych
pomerov (ion ratio). Kvantifikacia je prevedena metédou vnitorného Standardu - izotopové
zried'ovanie (isotopic dilution). Vnutornymi Standardami st AMOZ Ds pre AMOZ a AOZ D,
pre SEM, AHD a AOZ.

2 POUZITEENOST METODY

Metdda je vhodna na konfirmacné stanovenie rezidui nitrofuranov vo svale, mlieku, vajciach
a mede.

3 CHEMIKALIE A ROZTOKY
3.1 Cisté chemikalie

3.11 AMOzZ

312 AOZ

3.1.3 AHD 1-Aminohydantoin

3.1.4 SEM Semicarbazidhydrochlorid
3.1.5 2-NP-AOZzZ

3.1.6 2-NP-AHD

3.1.7 2-NP-AMOZ

3.1.8 2-NP-SCA

3.1.9 AOz-D4

3.1.10 AMOZ-D5

3.1.11 acetonitril gradient grade

3.1.12 metanol gradient grade

3.1.13 kyselina octova 100% p.a.
3.1.14 octan etylnaty

3.1.15 fosforec¢nan trisodny dodekahydrat
3.1.16 kyselina chlorovodikova p.a.
3.1.17 hydroxid sodny



3.1.18 2-nitrobenzaldehyd
3.1.19 deionizovana voda

3.2 Roztoky a reagencie

3.2.1 0,2 M kyselina chlorovodikova

3.2.2 2 M hydroxid sodny

3.2.3 100 mM 2-nitrobenzaldehyd

3.2.4 0,3 M fosforecnan trisodny

3.2.5 rekonstituény roztok acetonitril:voda:kyselina octova (50:450:0,5) v/v
3.2.6 Mobilna faza A HPLC acetonitril:voda:kyselina octova (900:100:1) v/v
3.2.7 Mobilna faza B HPLC voda:kyselina octova (1000:1) v/v

3.2.8 Oplachovaci roztok redestilovana voda:metanol (50:50) v/v

3.2.9 Oplachovaci roztok redestilovana voda:metanol (25:75) viv

3.2.10 Mobilna faza B UPLC 0,5 mM octan aménny

3.3 Standardné roztoky
3.3.1 Zasobné roztoky Standardov

3.3.1.1 Zasobné roztoky Standardov AOZ, AMOZ, AHD, SEM, AOZ —D4, AMOZ-Ds,
NPAMOZ, NPAOZ, NPAHD, NPSEM (50 mg/l v metanole)

Navazit medzi la5mg+0,02mgz kazdého Standardu, rozpustit v malom mnoZstve

metanolu (3.1.12.) a doplnit’ ekvivalentnym mnoZstvom metanolu (3.1.12.) aby vysledna

koncentracia roztoku bola 50 mg/1.

Takto pripravené roztoky sa uchovavaju v chladni¢ke pri teplote 4°C az 6°C a zostavaju
stabilné po dobu troch mesiacov.

3.3.2 Zékladné roztoky Standardov

3.3.2.1 Zakladny zmesny roztok standardov AOZ, AMOZ, AHD, SEM —-MM1

(1 mg/l v metanole)
Zobrat’ 200 pl zasobnych roztokov AMOZ, AOZ, AHD, SEM (50 mg/l) (3.3.1.1.) do 10 ml
odmernej banky a doplnit’ po znacku metanolom (3.1.12.).
3.3.2.2 Zakladny zmesny roztok Standardov AOZ-D4, AMOZ-Ds— I1S1 (1 mg/l v metanole)
Zobrat' 200 pl zasobnych roztokov AOZ-Ds, AMOZ-Ds (50 mg/l) (3.3.1.1.) do 10 ml
odmernej banky a doplnit’ po zna¢ku metanolom (3.1.12.).

3.3.2.3 Zakladny zmesny roztok Standardov NPAOZ, NPAMOZ, NPAHD, NPSEM —NP1

(1 mg/l v metanole)
Zobrat’ 460 pl zadsobného roztoku NPAOZ (50 mg/l), 332 ul zadsobného roztoku NPAMOZ
(50 mg/l), 432 pl zasobného roztoku NPAHD (50 mg/1), 554 ul zasobného roztoku NPSEM
(50 mg/l) do 10 ml odmernej banky a doplnit’ po znacku metanolom (3.1.12.).

3.3.3 Zriedené roztoky zakladnych Standardov



3.3.3.1 Zakladny zmesny roztok Standardov AOZ, AMOZ, AHD, SEM - MM2

(50 pg/l v metanole)
Zobrat’ 0,5 ml roztoku MM1 (3.3.2.1.) (1 mg/l ) do 10 ml odmernej banky a doplnit’ do 10 ml
metanolom (3.1.12.).

3.3.3.2 Zakladny zmesny roztok standardov AOZ-D,, AMOZ-Ds— 1S2 (50 pg/l v metanole)
Zobrat’ 0,5 ml roztoku IS1 (3.3.2.2.) (1 mg/l) do 10 ml odmernej banky a doplnit’ do 10 ml
metanolom (3.1.12.).

3.3.3.3 Zakladny zmesny roztok standardov NPAOZ, NPAMOZ, NPAHD, NPSEM —NP2
(100 pg/l v metanole)

Zobrat' 1 ml roztoku NP1 (1 mg/l) (3.3.2.3.) do 10 ml odmernej banky a doplnit’ do 10 ml

metanolom (3.1.12.).

3.3.4 Pracovné roztoky Standardov

3.3.4.1 Zmesny roztok Standardov NPAOZ, NPAMOZ, NPAHD, NPSEM - WS

(1 pg /1 vo vode)
Odobrat’ 0,1 ml roztoku NP2 (100 ug/l) (3.3.3.3.) do 10 ml odmernej banky a doplnit’ do 10
ml rekonstitu¢nym roztokom (3.2.5.).

Poznamka: Vsetky roztoky $tandardov uchovavat’ v tme pri teplote 4 OC. Standardné roztoky
3.3.1.1. su stabilné 1 rok. Zmesné Standardné roztoky 3.3.2 a 3.3.3 su stabilné 1 mesiac.
Pracovny Standardny roztok 3.3.4.1. je stabilny 1 tyzden.

4 PRISTROJE A POMOCKY

4.1 kvapalinovy chromatograf Agilent 1100 Series s hmotnostnym detektrorom — ion trap
Bruker-Gemini

4.2 kvapalinovy chromatograf Acquity UPLC s hmotnostnym detektorom Micromass
Quattro Premier XE

4.3 chromatografickd kolona : C18

4.4  chromatograficka kolona: UPLC C18

4.5 centrifiga BIOFUGE STRATOS

4.6 trepacka Heidolph

4.7 analytickd viha HELAGO HM 200

4.8 teflonové centrifugacné nadobky — 50 ml

4.9 laboratorne odmerné sklo: 10 a 100 ml odmerna banka, 25 ml odmerny valec, 1 a 5 ml
pipety

4.10 25 pl, 50 pl, 100 pl, 250 pl striekacky Hamilton

4.11 minishaker Vortex

4.12 pH papieriky

4.13 striekackovy mikrofilter



5 PRACOVNY POSTUP
5.1 Predpriprava vzoriek

Vzorky sa dobre zhomogenizuju auchovavajii sa pri teplote <-18°C. Pri vzorkach
pozitivnych na obsah SEM, je potrebné aplikovat’ nasledovny postup.

Navazit' 1 g vzorky do sklenenej nadobky.

1. Pridat’ 6 ml roztoku redestilovana voda/metanol (50/50) (3.2.8.). Homogenizovat’ 15
min. na tr%paéke head over head. (nastavit' 70 ot./min.) Centrifugovat’ 10 min. pri
3000 g a 4 "C. Odstranit’ supernatant.

2. Ku vzorke po 1. kroku pridat 6 ml roztoku redestilovand voda/metanol (25/75)
(3.2.9.). Homogenizovat’ 15 min. na rotacke head over head. (nastavit’ 70 ot./min.)
Centrifugovat’ 10 min. pri 3000 g a 4 °C. Odstranit’ supernatant.

3. Ku vzorke po 2. kroku pridat’ 6 ml metanolu (3.1.12.). Homogenizovat’ 15 min. na
rotacke head over head. (nastavit’ 70 ot./min.) Centrifugovat’ 10 min. pri 3000 g a 4
°C. Odstranit’ supernatant.

4. Ku vzorke po 3. kroku pridat 2 ml deionizovanej vody. Vortexovat 20 s.
Centrifugovat’ 10 min. pri 3000 g a 4 °C. Odstranit’ supernatant.

5.2 Priprava kvality kontrol vzoriek - matricova kalibracia
5.2.1 Priprava negativnej vzorky a fortifikovanych vzoriek

Na pripravu vzoriek sa pouziji negativne matrice. Vzorky sa fortifikuju v 0.5, 1, 2 a5
nasobku ustanoveného MRPL.

Navazit 1 g homogenizovanej vzorky do sklenenej nadobky. Pridat jednotlivé roztoky
Standardov podl’a tabul’ky 1 a pokracovat’ podla procedury od bodu 5.3.2

Tabulka 1 Priprava fortifikovanach vzoriek

Koncentracia Koncentracia int. Pridavok
AMOZ, AOZ, Standardov Pridavok
SEM,AHD | AMOZ Ds, AOZ D “ﬁf&';“ roztoku
vo vzorke Vo vzorke (1) 1S2 (ul)
(ug/kg) (ng/kg) "

0 2 0 40

0,5 2 10 40

1 2 20 40

2 2 40 40

5 2 100 40

5.3 Priprava vzorky
5.3.1 Fortifikacia vzorky vntitornym Standardom (tiroven 2 pg/kg AMOZ Ds, AOZ Dy)

Navazit 1 g homogenizovanej vzorky do sklenenej nadobky. Pridat 40 pl roztoku 1S2
(3.3.3.2)).



Poznamka: Nitroderivaty su velmi citlivé na svetlo. Proces pripravy vzorky je nutné
realizovat’ pod Zltym svetlom.

5.3.2 Hydrolyza a derivatizacia

K vzorke pridat 40 pl roztoku IS2 (3.3.3.2.), homogenizovat a nechat’ postat’ 15 minut.
Pridat’ 5 ml 0,2 M roztoku kyseliny chlorovodikovej (3.2.1.) a 50 ul roztoku 2-NBA (3.2.3.).
Nadobku uzavriet' a rucne pretrepat. Umiestnit’ na rotacku head over head (nastavit' 50
ot/min) do inkubatora a inkubovat’ 16 hodin.

5.3.3 Neutralizacia

Vzorku nechat’ schladit’. Pridat’ 500 pl 0,3 M roztoku NazPO, (3.2.4.). Rucne pretrepat’
a nechat’ stat’ 5 minut.

5.3.4 Extrakcia

Do vzorky s upravenym pH pridat’ 4 ml octanu etylnatého (3.1.14.), do vzorky mlieka pridat’
6ml. Umiestnit’ na trepacku (nastavit’ 350 ot./min.) na 20 minat. Centrifugovat’ 10 mintt pri
otackach 2000 rpm. Preniest’ organicku vrstvu do Cistej nadobky na odparovanie. Ku zvysku
pridat’ 4 ml octanu etylnatého (3.1.14.), umiestnit’ na trepacku (nastavit' 350 ot./min.) na 20
minut a centrifugovat’ 10 minuat pri otackach 3000 rpm. Odobrat’ organicku vrstvu a zmieSat’
ju s prvou frakciou v nadobke na odparovanie. Odparit’ na termovape do sucha pod miernym
pradom dusika pri teplote 45°C.

5.3.5 Rozpustenie rezidui

Rezidua rozpustit’ v 500 ul rekonstituéného roztoku (3.2.5.) u svalu, mlieka a vajec. U medu
rezidud rozpustit' v 250 pl rekonstituéného roztoku (3.2.5.). PremieSat’ na Vortexe 20 s.
Prefiltrovat’ cez striekaCkovy mikrofilter do vialiek. Napichnut’ na chromatografickt kolonu.

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

5.4 Chromatograficka analyza

LC-podmienky HPLC

chromatograficka kolona: C18

teplota: 40 °C

prietok: 0,4 ml/min.

eluent : mobilna faza A: acetonitril:voda:kyselina octova (900:100:1) v/v (3.2.6.)
mobilna faza B: voda:kyselina octova (1000:1) v/v (3.2.7.)

gradientova ellcia



Nastrek: 50 pl
LC-podmienky UPLC

chromatograficka kolona: UPLC C18
teplota kolony: 40 °C

prietok mobilnej fazy: 0,25 ml/min.
eluent: metanol, 0,01 M octan amdnny
gradientova elicia

Nastrek: 10 ul

MS podmienky LC MSD lon Trap:

Ioniza¢ny mod: ESI pozitivna
Detekény mod: MRM

Tabulka 2 Podmienky MS/MS detekcie

N RT | Precursor Product Width | Amplitude
ame segment .
min m/z m/z m/z \Y
NPAMOZ-d5 IS ) 6,6 340 296 4 0,8
NPAMOZ 7,6 335 262,291 4 0,8
NPSEM ; 12,6 209 166,192 4 1,25
NPAHD 13 249 134,178 4 1,3
NPAOZ-d4 1S A 14,1 240 134 4 1,2
NPAOZ 14,3 236 104,134 4 1,2
MS podmienky Quattro Premier XE:
ionizacia:ESI pozitivna
Voltages: Analyser:
Capillary (kV) : 2,80 LM Resolution 1: 13,5
Extractor (V): 5 HM Resolution 1: 13,5
RF Lens (V): 0 lon Energy 1: 0,4
Temperatures: Entrance: 0
Source Temp (°C): 120 Exit: 0
Desolvation Temp (°C): 400 LM Resolution 2: 13,5
Gas Flow: HM Resolution 2: 13,5
Desolvation (I/hr): 600 lon Energy 2: 1,0

Cone (I/hr): 60




Tabul'ka 3 Podmienky MS/MS detekcie

Name RT Precursor Product Cone Collision
min. m/z m/z Vv eV
NPAMOZ-d5 IS 3,95 340,0 296,0 25 12
291,1 12
NPAMOZ 3,98 335,0 262 1 25 16
165,9 10
NPSEM 3,58 209,0 191.9 25 12
133,9 14
NPAHD 3,37 249,0 178.0 28 16
NPAOZ-d4 IS 3,44 240,0 134,0 27 12
133,9 12
NPAOZ 3,47 236,0 104.0 27 o5

5.4.1 [Iniciacny test
Nainjektovat’ na chromatografick kolonu roztok WS (3.3.4.1.). Skontrolovat’ pomer signalu
ku Sumu produkovanych i6nov. Pomer by mal byt’ vyssi ako 6.

6 VYHODNOTENIE VYSLEDKOV MERANIA

Koncentracia zlozky je vyhodnotena pomocou matricovej kalibra¢nej krivky s korekciou
na vnutorny Standard. Do kalibra¢nej zavislosti sa vynasa na

os x: pomer koncentracie zlozky/ koncentracie vntitorného Standardu

os y: pomer plochy zlozky/plochy vnttorného standardu

Kvantifikacia — metdda vnutorného Standardu.

C koncentracia vzorky ( pg/kg)

-samplearea - SI Sd ¢, _area

C=c =
' = SI samplearea- Sd ¢, area

Kvantifikacia robena na dominantné produkované iony, ktoré su v tabul’ke 4 zvyraznené
v stipci Product. V pripade pozitivnej vzorky je nutna kontrola iénovych pomerov
kvantifikagnej a kvalifikagnej tranzicie. I6novy pomer musi spiiiat’ podmienky definované
V Nariadeni ES 657/2002.

7 LITERATURA
1. J.A. van Rhijn, P.P.J. Mulder, Muscle of poultry, rabbit and aquaculture products-

Detection and identification of residues of metabolites of furazolidone, furaltadone,
nitrofurantoin and nitrofurazone- LC-MS/MS confirmatory analysis, RIKILT 2002



8 ZOZNAM SKRATIEK

HPLC - vysokoucinné kvapalinova chromatografia

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

RT — retencny Cas

ESI — electrospray ionisation

MRM — multiple reaction monitoring

e.g. - napriklad



CH 6.16. STANOVENIE METABOLITOV NITROF URANOV
METODOU LC/MS/MS

1. URCENIE METODY

Furazolidon, Furaltadon, nitrofurantoin a nitrofurazon st veterinarne lie¢iva, ktoré patria do
skupiny nitrofurdnov. Pretoze nie je mozné stanovit’ bezpecny limit na pritomnost’ tychto lie€iv
v produktoch potravin pre I'udskt konzumaciu, boli nitrofurany v EU v roku 1995 zakézané pre
zvierata produkujice potraviny. Nitrofurdny vel'mi rychlo metabolizuja, nedaju sa detekovat’
uz niekol’ko hodin po aplikacii. AvSak ich metabolity st stabilné tyzdne aZ mesiace, Ciastocne
ako proteinovo viazané metabolity.

Identifikované marker rezidua (metabolity) su: 3-amino-2-oxazolidinon (AOZ) pre
furazolidon, 5-methylmorpholino-3-amino-2-oxazolidinon (AMOZ) pre furaltadon, 1-amino-
hydantoin (AHD) pre nitrofurantoin a semicarbazid (SEM) pre nitrofurazon. Tieto marker
rezidua st detekované metédou LC-MS/MS ako ich nitrofenyl derivaty.

SkuSobnad metdda je vyvinutd na stanovenie a konfirméciu pritomnosti rezidui metabolitov
nitrofurdnovych lie¢iv podla EU kritérii vo svale hydiny, zajacov a vodnych produktov
(krevety, ryby) na koncentra¢nej tirovni minimalne 1 pug/kg (MRPL).

Opisovana metdda je aplikovatelnd na detekciu a identifikaciu podla EU poziadaviek na
konfirma¢nu analyzu rezidui volnych a tkanivovo viazanych metabolitov nitrofuranovych
lieiv v Cerstvom alebo spracovanom (varené, obalované, hotové produkty) svale hydiny,
zajacov, morskych produktov. Metdda je zamerana hlavne na detekciu a identifikaciu tychto
latok podl'a EU poziadaviek, ale dovoluje aj semi-kvantitativne stanovenie (s izotopovo
zna¢enymi analogmi uréenych analytov).

Proteinovo-viazané rezidua: Metabolity materskej zlG¢eniny, ktoré st kovalentne viazané na
endogénne makromolekuly.

2. PRINCIP METODY

Tkanivovo viazané rezidua sa hydrolyzuja s HCl. Cast’ retazca nitrofuranovych liediv sa za
tychto podmienok uvol'ni. Uvol'nené rezidua a vol'né metabolity sa derivatizuju v slabokyslom
prostredi s 2-nitrobenzaldehydom na im zodpovedajuce nitrofenyl derivaty. Po neutralizacii sa
derivaty extrahuju etylacetitom. Organické rozpustadlo sa odpari arezidua sa rozpustia
V zmesi acetonitril/voda a filtruju do HPLC vialky. Stanovenie sa robi LC/MS-MS analyzou.

3. POMOCKY
3.1 PRISTROJE A ZARIADENIA
Kuchynsky mlyncek na méso, pripadne Ultra Turrax
Ultrazvukovy vodny kupel
Rotac¢na vakuova odparka
Centrifuiga
Inkubator
Laboratérna trepacka
Viakuové zariadenie SPE ( LiChrolut Extraction Unit)



e Milli-Q-Plus, systém na precistovanie destilovanej vody, Millipore

e LC-MS/MS systém(Agilent) = kvapalinovy chromatograf 1100 s quartérnou gradientovou
pumpou a vakuovym degasserom + hmotnostny spektrometer MSD Trap

e Analyticka kolona: Symmetry Cig 150 X 3.0 mm, 5 um (Waters) s predkoléonou Symmetry
Sentry guard Cyg 20 x 3.9 mm (Waters).

e Striekackové membranové filtre 0.45 um

e Kalibrované odmerné sklo

3.2 CHEMIKALIE A ROZTOKY

Vsetky pouzité materidly a chemikalie musia byt’ vhodné pre HPLC analyzu

e Metanol pre HPLC, CH;OH

¢ Kyselina chlorovodikova p.a., HCI, 32%

e 2-nitrobenzaldehyd (NBA), C;HsNO3

¢ Dodekahydrat fosforecnanu sodného, NazPO,. 12H,0

¢ Hydroxid sodny p.a., NaOH,

e Etyl acetat pre rezidudlnu analyzu, CH3COOC;,Hs

e Kyselina octova glacial Superpure, CH;COOH

o Acetonitril gradient grade, CH;CN

e HPLC-grade H,0, ziskana precistenim destilovanej vody v zariadeni Milli-Q-Plus
Referen¢ny material:

¢ 3-Amino-2-oxazolidinone (AOZ)

e 5-Methylmorfolino-3-amino-2-oxazolidinone (AMOZ)

¢ 1-Amino-hydantoin (AHD) hydrochloride

e Semicarbazide (SEM) hydrochloride

¢ 5-Methylmorfolino-3-amino-2-oxazolidinone-ds

4. BEZPECNOST PRI PRACI
Dodrziavanie Zasad pre bezpecnu pracu v chemickych laboratoriach STN 018003.

5. PRACOVNY POSTUP
5.1 PRIPRAVA VZORKY

Laboratorna vzorka

Laboratorna vzorka sa zmixuje tak, aby sa ziskal homogénny material. Odoberie sa najmene;j
100 g a uchovava sa v mraznicke pri < - 18°C po analyzu.

Z ulozenej laboratdornej vzorky sa odoberie 1,0 £ 0,1 g zhomogenizovanej vzorky.

Priprava kontrolnych vzoriek

Negativna kontrola:

Navazi sa 1,0 £ 0,05 g negativnej vzorky mésa (neobsahuje AOZ, AMOZ, AHD a SEM) do
14 ml centrifugac¢nej skiimavky, ku ktorej sa prida 40 ul 1S2 a necha sa stat’ 15 minat. Potom
nasleduje proces hydrolyzy a extrakcie.

Pozitivna kontrola (matri¢né kalibra¢né krivka):
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Navazi sa 1,0 £ 0,05 g negativnej vzorky mésa do Styroch 14 ml centrifuga¢nych skumaviek,
ktoré sa nasledne fortifikuji AOZ, AMOZ, AHD a SEM podl'a tabul’ky 1. Nafortifikované
vzorky mésa sa nechaju stat’ 15 minat. Potom nasleduje proces hydrolyzy a extrakcie.

Tab. ¢.1: Priprava fortifikovanych vzoriek mésa

Koncentracia vo vzorkach Standardna zmes MM2 Interny Standard IS2
(ng/kg) (nh) (n)
0,5 10 40
1 20 40
2 40 40
5 100 40

Postup pripravy vzorky

Poznédmka: Nitrofenyl derivaty st vel'mi citlivé na svetlo, preto je velmi dolezité postup
upravy vzoriek uskuto¢iiovat’ pod zltym svetlom.

Hydrolyza a derivatizacia

Navazi sa 1,0 = 0,1 g zhomogenizovanej vzorky méisa do 14 ml centrifugacnej skimavky.
Prida sa 40 pl interného Standardu IS2 a necha sa stat’ 15 mintt. Potom sa prida 5 ml 0,2 M
kyseliny chlorovodikovej a 50 pl 2-NBA-roztoku pripraveného v metanole. Skimavka sa

uzavrie a homogenizuje sa pretrepanim v ruke. Nasledne sa umiestni do inkubatora pri teplote
37 £2°C na 16 hodin.

Neutralizacia

Po ochladeni skiimavky na izbovu teplotu sa do vzorky prida 500 ul 0,3 M roztoku NazPO,
a premieSa sa v ruke. pH tohto roztoku sa upravi na hodnotu 7,0 + 0,5 pomocou 2M roztoku
NaOH. Skumavka sa pretrepe v ruke a pH sa skontroluje s pH papierikom. Ak je potrebné
proces upravy pH sa opakuje.

Extrakcia

Do vzorky s upravenym pH sa prida 4 ml etylacetatu. Vzorka sa potom extrahuje na trepacke
20 minut a centrifuguje 10 minut pri 2000 otackach. Organicka vrstva sa premiestni do 14 ml
Cistej centrifigacnej skimavky. Postup extrakcie sa zopakuje s d’alSimi 4 ml etylacetatu, pricom
sa centrifuguje 10 minut pri 3500 otackach. Spojené organické vrstvy etylacetatu sa odparia do
sucha pod dusikom pri teplote 45 °C.

Priprava vzorky na meranie
Odparok sa rozpusti v500 ul rekonstituéného roztoku (RS) a prefiltruje sa cez 0,45 um

membranovy filter priamo do vialky. Takto pripravend vzorka sa analyzuje metodou HPLC-
MS/MS.

5.2 PRIPRAVA MERANIA

LC podmienky:
Prietok 0,4 ml/min
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Nastrek 50 wl
Teplota kolony 40°C
Celkovy cas 23 min

Tab. 2: Gradient LC

Cas (min) Mobilné faza A (%) Mobilna faza B (%)
0 90 10
1 90 10
14 55 45
16 10 90
18 10 90
19 90 10

post time 4 min

MS podmienky:

Ioniza¢ny mod ESI, positive
Nebuliser 40 psi

Dry gas 10 I/min
Dry temp 350°C

Dusik do MSD je vyrabany in situ generatorom dusika (Parker Balston-UK) z kompresoru
vzduchu (Jun Air-Dansko) pri 6 baroch.

5.3 MERANIE
Prekurzorovy ion: i6n, ktory je vyselektovany v prvom MS kroku.
Produktovy 16n: i6n, ktory je vyselektovany v druhom MS kroku, vytvoreny z prekurzorového

i6nu koliziou indukovaného napitia (CID = Collision induced dissociation)

Tab. 3: MS/MS fragmentacia

Zlt¢enina Prekurzorion ~ Produktion  Fragmentacna Segment/
(m/z) (m/z)* energia (eV) RT (min)
NPAMOZ 335 262, 291 1/7,7
NPAHD 249 134,178 2/14,2
NPSEM 209 166, 192 2/13,8
NPAOZ 236 104, 134 4/15,6

*Produkt 16ny s vVysokou intenzitou st pod¢iarknuté
6. VYHODNOTENIE NAMERANYCH UDAJOV
6.1 Spracovanie nameranych udajov

Identifikacia sa uskutociiuje pomocou porovnania retenénych cCasov a spektier meranych
analytov.
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Vyhodnocovanie nameranych udajov sa spracovdava metédou vnutorného Standardu pomocou
softvéru QuantAnalysis program. Koncentracia Standardov matri¢nej kalibrac¢nej krivky je
uvedend priamo ako koncentracia analytu vo vzorke, a teda namerana hodnota v neznamej
vzorke je priamo odc¢itand z kalibracnej krivky v ng/kg.
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