CH 6.14.
STANOVENIE CHLORAMPHENICOLU METODOU HPLC/MS/MS a
UPLC/MS/MS

1 PRINCIP METODY

Zhomogenizovana vzorka sa extrahuje octanom etylnatym. Extrakt je purifikovany extra-
kciou: kvapalina-kvapalina. Na analyzu sa pouzije chromatografickd kolonu s obratenymi
fazami a po rozdeleni rezidui sa tieto deteguji hmotnostnym detektorom pracujicim
v rezime MS/MS v negativnhom mode. lonizacia ESI. Identifikacia latky je prevedend dvoma
tranziciami (2 transitions) a kontrolou ich i6novych pomerov (ion ratio) . Kvantifikacia je
prevedend metddou vnutorného Standardu — izotopové zried'ovanie (isotopic dilution). Vnu-
torny Standard je chloramphenicol D-5.

2 POUZITEENOST METODY

Metoda je vhodna na konfirmacné stanovenie chloramfenikolu v svale, mlieku, vajciach,
VvV mo¢i a mede.

3 CHEMIKALIE A ROZTOKY
3.1 Cisté chemikalie

3.1.1 deionizovana voda (Milli-Q-plus)

3.1.2 octan etylnaty Suprasolv

3.1.3 metanol gradient grade

3.1.4 Chloramphenicol — (CAP)

3.1.5 Chloramphenicol D-5 (100 mg/l v metanole D4) - (CAP-D5)
3.1.6 kyselina chlorovodikova p.a. 35 %

3.1.7 acetonitril p.a.

3.1.8 octan amonny extra Cisty bezvody

3.1.9 kyselina octova 100% p.a.

3.1.10 izooktan Suprasolv

3.2 Roztoky a reagencie

3.2.1 5 M kyselina chlorovodikova
3.2.2 0.01 M octan amoénny

3.2.3 1 M kyselina octova

3.3 Standardné roztoky

3.3.1 Zasobné roztoky Standardov



3.3.1.1 Zasobny roztok standardu CAP (100 mg/l v metanole)
Navazit' 10,2 mg chloramphenicolu (3.1.7) do 100 ml odmernej banky. Rozpustit’ v metanole
a doplnit’ po znacku metanolom.

3.3.1.2 Zasobny roztok Standardu CAP-D5 (100 mg/l v metanole D4)
Od vyrobcu — nepripravuje sa.

3.3.2 Zakladné roztoky Standardov

3.3.2.1 Zakladny roztok Standardu CAP — ZC1 (1 mg/l vo vode)
Zobrat’ 1 ml zasobného roztoku $tandardu CAP (100 mg/1) (3.3.1.1). Preniest’ do 100 ml od-
mernej banky a doplnit’ po znacku deionizovanou vodou .

3.3.2.2 Zakladny roztok standardu CAP-D5- I1S1 (1 mg/l v metanole)
Zobrat' 100 ul zasobného roztoku Standardu 100 mg/l CAP-D5 do 10 ml odmernej banky a
doplnit’ po znacku metanolom.

3.3.3 Zriedené roztoky zékladnych Standardov

3.3.3.1 Standard CAP- FC1 (10 pg/l vo vode)
Zobrat' 100 pl zékladného Standardu ZC1 (1 mg/l) (3.3.2.1). Preniest’ do 10 ml odmerne;j
banky a doplnit’ po zna¢ku deionizovanou vodou .

3.3.3.2 Standard CAP-D5 — 1S2 (50 pg/l vo vode)
Zobrat’ 500 pl zakladného standardu IS1 (1 mg/1) (3.3.2.2). Preniest’ do 10 ml odmernej ban-
Ky a doplnit’ po znac¢ku deionizovanou vodou .

3.3.4 Pracovné roztoky Standardov
3.3.4.1 Zmes Standardov CAP, CAP-D5 - MC1 (1 pg/l v 0,01 M octane amonnom)

Zobrat po 100 ul zékladnych roztokov Standardov ZC1 (3.3.2.1) a IS1 (3.3.2.2.). Preniest’ do
100 ml odmernej banky a doplnit’ po znac¢ku 0,01 M octanom aménnym (3.2.2.)

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 Quat-

tro Premier XE

4.3 chromatograficka kolona: UPLC C18

4.4  chromatograficka kolona: C18
4.5 analyticka vdha HELAGO HM 200

4.6 trepacka

4.7  minishaker (Vortex)

4.8 Termovap

4.9 odstredivka — Biofuge Stratos

4.10 centrifugacné teflonové nadobky 50 ml

4.11 sklenené reak¢né nadobky 10 ml
4.12 automatickd pipeta Biohit 1000 pl
4.13 Hamilton striekacka 100 pl, 250 pl

4.14 odmerné sklo

5 PRACOVNY POSTUP

5.1 Predpriprava vzoriek

5.1.1 Maiso zhomogenizovat.
5.1.2 Mlieko premiesat’.
5.1.3 Moc prefiltrovat’.

5.1.4 Med premiesat’.

5.2 Priprava kvality kontrol vzoriek - matricova kalibracia

5.2.1 Priprava negativnej vzorky a fortifikovanych vzoriek

Na pripravu vzoriek sa pouzijii negativne matrice. Vzorky sa fortifikujii v 0.5, 1, 2 a 5 nasob-
ku ustanoveného MRPL.

Navazit' 2 g homogenizovanej vzorky do centrifugaénej teflonovej nadobky. Pridat’ jednotli-
vé roztoky Standardov podla tabulky 1. Zmixovat na Vortexe. Nechat' postat’ 15 mintt

a pokracovat’ podl'a procedury od bodu 5.3.2

Tabulka 1 Priprava fortifikovanach vzoriek

Koncentracia CAP Koncentracia Pridavok Pridavok Pridavok
vo vzorke CAP-D5 vo vzorke roztoku roztoku | redestilovanej vody

(ng/kg) (ng/kg) FC1 (uD) IS2 (ul) (uD)

0 3 0 120 900

0,15 3 30 120 800

0,3 3 60 120 800

0,6 3 120 120 700

1,5 3 300 120 600

5.3 Priprava vzorky




5.3.1 Fortifikacia vzorky vnttornym Standardom (Groven 3 ng/kg CAP-D5)

Navazit' 2 g homogenizovanej vzorky do centrifugacnej teflonovej nadobky. Pridat’ 120 pl
roztoku 1S2 a 0,8 ml redestilovanej vody. Zmixovat’ na Vortexe. Nechat’ postat’ 15 minut.

5.3.2 Extrakcia

Pridat’ do centrifugacnej skimavky 6 ml octanu etylnatého. Trepat’ na trepacke 10 minut (100
ot./min). Odstredit’ (5 minuat pri 14 000 g 4 °C). Vrchnu vrstvu zliat’ do sklenenej reakcnej
nadobky. Vysusit’ pod dusikom do sucha na Termovape pri 40 °C.

5.3.3 Rozpustenie rezidui

Rezidua rozpustit’ v 0,5 ml izooktanu. Pridat’ 0,5 ml 0,01 M octanu amoénneho (3.2.2.). Roz-
toky pomaly a kratko premiesat’ na Vortexe. Odstredit’ 5 mintt pri 3000 g. Preniest’ spodnu
vrstvu do sklenenych meracich nadobiek (do skleneného insertu). Nastreknit’ na chromato-
graficku kolonu.

Poznémka: V pripade, ze sa vzorka koncentra¢ne vymyka z rozsahu meranej kalibracnej kriv-
ky je pri opakovanom merani upravena tak, aby koncentracne spadala do kalibra¢ného rozsa-

hu.

5.4 Chromatograficka analyza

LC-podmienky UPLC

chromatografickd kolona: UPLC C18
teplota kolony: 30 °C

prietok mobilnej fazy: 0,3 ml/min.
eluent: acetonitril, 0,01 M octan amonny
gradientova ellcia

nastrek: 10 pl

LC-podmienky HPLC

chromatograficka kolona: C18

teplota kolony: 30 °C

prietok mobilnej fazy: 0,6 ml/min
eluent: acetonitril, 0,01 M octan amoénny
gradientova ellicia

Nastrek: 50 pl
MS podmienky Quattro Premier XE:
ionizacia:ESI negativna

Voltages: Analyser:
Capillary (kV) : 0,5 LM Resolution 1: 13.5



Extractor (V): 4
RF Lens (V): 0
Temperatures:

Source Temp (°C): 120

Desolvation Temp (°C): 400

Gas Flow:

Desolvation (I/hr): 600

HM Resolution 1: 13.5
lon Energy 1: 0,4
Entrance: 0

Exit: 1

LM Resolution 2: 13.5
HM Resolution 2: 13.5
lon Energy 2: 1

Cone (I/hr): 60 Multiplier: 710
Tabul’ka 2 Nastavenie podmienok MS/MS detekcie
Name RT Precursor Product Cone Collision
min. m/z m/z Vv eV
. 151,9 17
chloramfenikol 1,53 320,9 2569 31 12
Ch'oram‘;esn'ko' DS | 453 326,0 157,0 35 18




MS podmienky LC MSD lon Trap:
ionizacia: ESI negativna

Nebulizer: 60 psi Fragmentation options: default
Dry Gas: 10 I/min Smart Frag: off
Dry Temperature: 350 °C

Tabul’ka 3 Nastavenie podmienok MS/MS detekcie

Name seament RT Precursor Product Width Amplitude
g min. m/z m/z m/z \V
chloramfenikol 6 321 152’51794’ 4 1,95
- 2
chloramflesmkol D5 6 326 262 4 1,85

5.4.1 Iniciacny test

Nainjektovat’ na chromatografickt kolonu roztok MC1 (1 pg/l). Skontrolovat’ pomer signalu
k Sumu produkovanych iénov. 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 kalibrac¢nej zavislosti sa vynasa na

os x: pomer koncentracie zlozky/ koncentracie vntitorného Standardu

os y: pomer plochy zlozky/plochy vntitorného Standardu

Kvantifikicia — metdéda vnatorného Standardu.

C koncentracia vzorky ( pg/kg)

C= ¢ -samplearea-SI Sd ¢, area

"= SI samplearea- Sd ¢ :area

Kvantifikacia robend na dominantné produkované 16ny, ktoré st v tabul’kach 4 a 5 zvyrazne-
né v stipci Product. V pripade pozitivnej vzorky je nutna kontrola iénovych pomerov kvanti-
fikatnej a kvalifikaénej tranzicie. [onovy pomer musi spiiiat’ podmienky definované

v Nariadeni ES 657/2002.
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8 ZOZNAM SKRATIEK

HPLC - vysokoucinna kvapalinova chromatografia

UPLC — ultrau¢inné kvapalinova chromatografia

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

RT — retencny Cas

ESI — electrospray ionisation

e.g. - napriklad



