CH7.17.
Stanovenie beta -agonistov
Vv moci, peceni, svale, krmive a mlieku metédou LC/MS/MS

1. URCENIE METODY

Metdda je uréena na stanovenie nizkych koncentracii beta - agonistov vo vzorkach moc¢u
hospodarskych zvierat (hovddzi dobytok, oSipana, koza, ovca), svalového tkaniva, peCene
hospodarskych zvierat (farmovej zveri, hydiny, ryb). Metoda v d’alej popisanom prevedeni
spia kritéria konfirmaénych metdd uréenych na sledovanie rezidui lietiv v biologickom
materiali, mlieku a krmivach a moéze byt pouzitd na kvantitativne stanovenie a konfirméciu
tychto analytov v uvedenych vzorkach.

2. PRINCIP METODY

Vzorky sa po homogenizacii, extrakcii, enzymatickej hydrolyze a precisteni na SPE
kolénkach analyzuju multirezidualnou metédou LC/MS/MS.

3. POMOCKY
3.1. PRISTROJE A ZARIADENIA

- analytické vahy

- automatické pipety s nastaviteI'nym objemom, jednokanalové
- striekacky Hamilton

- centrifuga¢né skamavky so zatkou ( 50 ml)

- vortex

- pH meter

- centrifuga s chladenim

- koncentrator so zdrojom dusika

- vodnd vyveva

- magnetické mieSadlo

- ultrazvukovy kupel

- trepacka

- vakuovy manifold na precistenie vzoriek cez SPE kolonky
- SPE kolénky Clean Screen Dau 500 mg, 6 ml (UCT)

- HPLC separa¢ny modul Waters 2695

- MS detektor Quattro Premier XE

- Kolbna Zorbax SB Aq

- striekackové filtre

- vialky s insertom

- pH indikatorové papieriky

3.2. CHEMIKALIE A ROZTOKY



Standardy:

- brombuterol

- cimaterol - cimaterol-d;

- cimbuterol - cimbuterol-dgy

- clenbuterol - clenbuterol-dg
- mabuterol - mabuterol-dgy

- mapenterol - mapenterol-dy;
- ractopamine - ractopamine-ds
- salbutamol - salbutamol-dg

- terbutalin

- zilpaterol

Zasobné roztoky Standardov

Pripravit' zasobné roztoky jednotlivych Standardov o koncentracii 1,0 mg/ml (roztok SO),
resp. 0,1 mg/ml (S1) rozpustenim odvazené¢ho mnozstva (s presnostou na 0,1 mg) Standardu
v metanole.

Zmesné pracovné roztoky Standardov

Pripravit’ zmesné pracovné roztoky Standardov o koncentracii 1,0 pg/ml (riedenie S3), resp.
0,1pg/ml (riedenie S4) riedenim zasobnych roztokov Standardov v metanole v kombinacii
MIX 15, MIX 16, MIX 16 + TB, MIX ISTD.

MIX 15 MIX 16 MIX16 +TB MIX ISTD
clenbuterol salbutamol salbutamol de-clenbuterol
cimaterol zilpaterol terbutaline ds-salbutamol
cimbuterol ractopamine zilpaterol d,-cimaterol
mabuterol ractopamine dg-cimbuterol
mapenterol dg-mabuterol
brombuterol d11-mapenterol

ds-ractopamine

KALIBRACNE KRIVKY

Fortifikacia matrice — moc¢ +25 ul ISTD S3
Tab.&.1
Zmesny Vysledna koncentracia analytu v matrici (ppb)
Standard 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
M 15 5 pul Ss 10 pl S4 15 pl S4 201 Ss | 25l S4
Zmesny Vysledna koncentracia analytu v matrici (ppb)
Standard 0,50 0,75 1,00 1,50 2,00
M 16 50 pl S4 75 pl Sa 10 pl Ss 15 pl Ss 20 pl S
Terbutalin | Vysledna koncentracia analytu v matrici (ppb)

10 | 15 | =20 | 25 | 30




10 ul Ss 15ulS; | 20ulSs | 25u1S; | 30 Ss

Fortifikacia matrice — pecen, sval + 50 ul ISTD Ss;
Tab.¢.2

Zmesny Vysledna koncentracia analytu v matrici (ppb)
Standard 0,2 0,3 0,4 0,5 0,75
M 15 20 pl 30 ul 40 pl 50 ul 75 ul
S4 S4 S4 S4 S4

Zmesny Vysledna koncentracia analytu v matrici (ppb)
Standard 1,0 1,5 2,0 5,0 7,5

M 16 10 ul 15 pl 20 pl 50 pl 75 nl
S3 S3 S3 S3 S3

Terbutalin | Vysledna koncentracia analytu v matrici (ppb)
3,0 5,0 7,5 10,0 15,0
30 ul 50 ul 75 ul 100 ul 150 ul
S3 Ss S3 S3 S3

Fortifikdcia matrice — krmiva, mlieko (metdéda B) + 100pul ISTD Ss3
Tab.¢.3

Zmesny Vysledna koncentracia analytu v matrici (ppb)

standard 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

M 15 40 ul S5 60 ul S5 80 ul S5 100 p1 S5 | 120 pl S5
Zmesny Vysledna koncentracia analytu v matrici (ppb)

Standard 1,0 1,5 2,0 4,0

M 16+TB 20pu1S4 | 30plS4 | 40 ul sS4 80 pl S4
Ostatné roztoky:

- 1M NaOH

- 1M KOH

- 1M kyselina octova
- 1M HCI
- 25% HCI
- 0,5 M fostatovy pufor, pH 3,0
Rozpustit' 6,805 g dihydrogénfosfore¢nanu draselného v 90 ml redestilovanej vody pre

HLPC v 100 ml odmernej banke, upravit na pH 3,0 s 1M HCI, doplnit’ redestilovanou
vodou po znacku a dobre premiesat’.



- Fosfatovy pufor, pH 6,0
Rozpustit’ 13,6 g dihydrogénfosfore¢nanu draselného v 950 ml redestilovanej vody pre
HPLC v 1000 ml odmernej banke, upravit na pH 6,0 s 1M KOH, doplnit redestilovanou
vodou po znacku a dobre premiesat’.

- Fosfatovy pufor, pH 5,0
Rozpustit’ 13,6 g dihydrogénfosfore¢nanu draselného v 950 ml redestilovanej vody pre
HLPC v 1000 ml odmernej banke, upravit na pH 5,0 s 1M HCI, doplnit’ redestilovanou
vodou po znacku a dobre premiesat’.

- Acetatovy pufor, pH 5,0
Rozpustit’ 27 g acetatu sodného a 1,7 g kyseliny askorbovej v 900 ml redestilovanej vody
pre HLPC v 1000 ml odmernej banke, upravit na pH 5,0 s25 % HCI, doplnit
redestilovanou vodou po znacku a dobre premiesat’.

- Elu¢ny roztok pre SPE
Zmes etylacetatu a amoniaku v pomere 97:3, miesat’ 15 min, sonifikovat’ 3 min
Roztok pripravovat’ vzdy Cerstvy tesne pred pouzitim.

- 0,05 M roztok mravéanu amoénneho, pH 4,0 (mobilna faza A)
3,15 g mravéanu amoénneho rozpustit’ v 950 ml deionizovanej vody a upravit’ na pH 4,0
S kyselinou mravcou. Doplnit’ redestilovanou vodou po znacku, dobre premiesat’, 10 min
sonifikovat’. Roztok pripravovat’ vzdy Cerstvy tesne pred pouzitim!

- Mobilné faza B
950 ml acetonitrilu a 50 ml 0,05 M roztoku mrav¢anu amoénneho 0 pH 4,0 (mobilnej fazy
A) miesat’ 5 min, 10 min sonifikovat’.
Doba expiracie takto pripraveného roztoku je pri laboratoérnej teplote 3 mesiace.

Dalsie chemikalie:

- Kyselina chlorovodikova, p.a. - Kyselina octova, 'adova, p.a.
- Kyselina mrav¢ia, pre LC/MS - Mrav¢an amonny, pre LC/MS
- Glukuronidaza-sulfataza - Amoniak (32% vodny roztok)
- Dihydrogénfosforecnan draselny, p.a. - Acetat sodny, p.a.

- Kyselina askorbova, p.a. - Acetonitril pre LC/MS, Sigma
- Hydroxid draselny, p.a. - Hydroxid sodny, p.a.

- Metanol pre HPLC - Etylacetat, p.a.

- redestilovana voda pre HPLC - Chloroform pre HPLC

- petroléter, p.a. - Butylmetyléter

4. BEZPECNOST PRI PRACI
Vsetky extrakené a Cistiace kroky sa uskuto¢iiuju pod ventilatnym zariadenim s odt'ahom
pri  pouziti ochrannych okuliarov a rukavic, je potrebné prisne dodrziavat Zasady pre

bezpecnt pracu v chemickych laboratériach podl'a STN 01 8003.

5. PRACOVNY POSTUP



5.1. PRIPRAVA VZORKY
5.1.1. Extrakcia a hydrolyza — mo¢ (plazma)

- napipetovat’ 10 ml vzorky mocu (plazmy) do 50 ml centrifugac¢nej skaimavky (ak je
vzorka kalna, centrifugovat’ ju pred pipetovanim 5 min pri 3000g, 5°C )

- pridat’ 25ul vnutorného Standardu (riedenie S3)

- pridat’ 5 ml acetatového pufra, pH 5,0

- upravit pH na 5,0 pomocou 1M kyseliny octovej alebo 1M NaOH

- pridat 50 pl glukuronidazy/sulfatazy

- vortexovat’

- inkubovat’ cez noc pri (37 + 1) °C

- ochladit’ na laboratérnu teplotu a pridat’ 5 ml fosfatového pufra, pH 6,0

- upravit pH na 6,0 1M KOH

- centrifugovat’ 10 min, 3000g, 5 °C

- odobrat’ supernatant a pridat’ k nemu 200ul metanolu, premiesat’

- extrakt precistit’ na SPE koldnkach podl'a postupu.

5.1.2. Extrakcia a hydrolyza — pecen (sval)

- 10 g (s presnostou na 1 mg) vzorky pecene (svalu) nakrajat’ na malé kusky do 50 ml
centrifugacnej skimavky, pridat’ 50ul vnutorného Standardu

- pridat’ 20 ml fosfatového pufra, pH 5,0

- upravit napH 5,0 s 25% HCI alebo 1M KOH

- vortexovat’

- inkubovat’ na trepacke 20 min pri (37 = 1) °C

- homogenizovat’ 30s, ochladit’ na laboratérnu teplotu

- centrifugovat’ 10 min pri 3000 rpm, 5°C

- odobrat’ supernatant do druhej centrifuga¢nej skimavky, k sedimentu pridat’ 10 ml
fosfatového pufra (pH 5,0), pretrepat’ na vortexe, centrifugovat’ 10 min pri 3000 rpm, 5
°c, supernatant odobrat’. ZmieSat’ oba supernatanty a premieSat’.

- upravit’ pH na hodnotu 5,0

- pridat 50 pl glukuroniddzy/sulfatazy

- vortexovat’

- trepat’ na trepacke 60 min pri (37 + 1) 9C, nechat’ ochladit’ na laboratérnu teplotu

- upravit napH 6,0 s 5SM KOH

- centrifugovat’ 10 min, 3000g, 5 °C

- odobrat’ supernatant a pridat’ k nemu 200 pl metanolu, premiesat’

- extrakt precistit’ na SPE kolonkach podl'a postupu

5.1.3. Extrakcia — mlieko (metéda B)

- napipetovat’ 2 ml mlieka (odvazit’ s presnostou na 0,1 mg) do 50 ml
centrifugacnej skimavky, pridat’ 100 pl vnttorného Standardu
- pridat’ 3 ml redestilovanej vody
2 ml metanolu
2 ml 0,5M fosfatového pufra pH 3,0
8 ml chloroformu
- trepat’ na trepacke cez noc pri laboratdrnej teplote
- centrifugovat’ 30 min pri 3000g pri laboratdrnej teplote



- 4 ml supernatantu zriedit’ s 24 ml fosfatového pufra pH 6,0, upravit’ pH na hodnotu 6,0

IM KOH, pridat’ 200 pul metanolu, premiesat’
- extrakt precistit’ na SPE kolénkach podl'a postupu

5.1.4. Extrakcia — mlieko ( metéda A)

napipetovat’ 2 ml mlieka (odvazit' s presnostou na 0,1 mg) do 50 ml
pridat’ 6 ml redestilovanej vody pre HPLC
0,75 ml metanolu (100 %)
0,25 ml 5M HCI
2 ml chloroformu
dobre trepat’ 1 h pri laboratérnej teplote
centrifugovat’ 10 min pri 3000g ( teplota 10 °C)
odobrat’ supernatant ( cca 7,4 ml)
k supernatantu pridat’ 0,3 ml 5M NaOH a 6 ml terc. butylmetyléteru
dobre trepat’ pri laboratérnej teplote 1h
centrifugovat’ 10 min pri 3000g ( teplota 10 °C)
vymrazovat’ 1 h pri teplote min -20 °c
odobrat’ éterova vrstvu do sklenenej skumavky
ku zvysku vzorky pridat’ 3 ml terc. butylmetglléteru, trepat’ 1 h pri laboratérnej teplote
centrifugovat’ 10 min pri 3000g ( teplota 10 “C)
vymrazovat’ 1 h pri teplote min -20 °c
odobrat’ éterovi vrstvu, spojit’ s prvou odobratou, premiesat’
odparit pod pradom dusika pri 65 °C do sucha
rozpustit’ v 200 ul HPLC mobilnej fazy A:B ( 95:5)
centrifugovat’ 5 min pri 3400 g
supernatant preniest’ do vialiek s inzertom
aplikovat’ na LC-MS/MS meranie

5.1.5. Extrakcia - krmivo

2 g (s presnostou na 0,1 mg) krmiva odvazit’ do 50 ml centifuga¢nej skimavky
pridat’ 100 pl vnutorného Standardu

doplnit’ do 50 ml fosfatovym pufrom pH 5,0

trepat’ na trepacke cez noc pri laboratorne;j teplote

upravit’ pH na 6,0 s SM KOH

centrifugovat’ 30 min pri 3000g pri laboratdrnej teplote

k supernatantu pridat’ 200 ul metanolu a precistit’ na SPE kolonkach podl'a postupu

Cistenie na SPE kolénkach ( Clean Screen Dau, 500 mg, 6 ml)

kondiciovat’ SPE kolonky 2 ml metanolu, 2 ml vody a 2 ml fosfatového pufra, pH 6,0
(vol'ne, bez vakua), pozor na vyschnutie kolonky

naniest’ supernatant

premyt’ 1 ml 1M kyselinou octovou

vysusit’ kolonku za vakua 30 min

premyt’ 2 ml metanolu ( bez vékua)

vysusit’ kolonku za vakua 30 min

eluovat’ 6 ml ¢erstvého eluéného roztoku SPE ( bez vakua) do skimaviek
odparit’ do sucha pod pradom dusika pri 35 °c

rozpustit’ v 200 ul HPLC mobilnej fazy A+B ( 95+5)



- centrifugovat’ 5 min pri 3400 g
- supernatant preniest’ do vialiek s inzertom
- aplikovat’' na LC/MS/MS meranie

5.2. PRIPRAVA MERANIA

HPLC podmienky:

Kolona: Zorbax SB Aq
Teplota kolony: 27°C
Objem nastreku : 10 ul
Prietok mobilnej fazy : 0,3 ml/min
Mobilna faza A : 0,05 M mrav¢an amonny, pH 4,0
B: Acetonitril : 0,05 M mrav¢an aménny, pH 4,0  95:5(v/v)
MS/MS detekcia
Detektor : Quattro Premiere XE, Micromass Technologies

[6novy zdroj : ESI v pozitivnom mdde
Teplota zdroja : 130°C

Desolvata&na teplota : 150°C

Prietok dusika : desolvataény 800 ml/min

cone 50 ml/min
Prietok kolizneho plynu : 0,35 ml/min
5.3. MERANIE

Pouziva sa matricova kalibracia s pouzitim prisluSnych vhodnych vnatornych Standardov pre
jednotlivé analyty . Z kazdej vzorky sa robi 1 meranie, vzorky sa nastrekuji 1x.

Pri suspektnych vzorkach sa analyza opakuje s dvoma paralelkami (konfirma¢né stanovenie).
Po merani 7, 8 vzoriek (pripadne CastejSie) sa zarad’uje nastrek kontrolného matricového
Standardu.

6. VYHODNOTENIE NAMERANYCH UDAJOV
Obsah analytu vo vzorke sa vypocita podla vzorca :
C=(y-b)l/a

kde

C — koncentracia analytu vo vzorke vyjadrend v pg/kg, resp. ng/l

y — pomer plochy analytu a plochy prislusného vnatorného standardu
b— intercept kalibra¢nej krivky

a—smernica kalibra¢nej krivky

Podla Nariadenia 2002/657/EC su vyzadované na konfirméciu latok skupiny A Prilohy
| Smernice 96/23/EC minimalne 4 identifikacné body. Tieto kritéria si pre techniku LC-
MS/MS splnené meranim jedného prekurzora a 2 dcérskych ionov pre kazdy analyt.

Ako dopliujice kritérium  je pomer ploch dvoch dcérskych i6nov (primarneho
a sekundarneho). Tento pomer musi byt vrozpiati + 20 % Vv porovnani s priemernou
hodnotou pomerov vypocitanych z matricovej kalibracie.



Ako dalSie kritérium sa vyuZziva relativny retencny cas, teda pomer retenéného cCasu
sledovaného analytu a retenéného c¢asu prislusného vnutorného Standardu. Rozdiel medzi
relativnym retenénym ¢asom analytu vo fortifikovanej matrici a v analyzovanej vzorke moze
kolisat’ do + 2,5 %.
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