CH 11.7. STANOVENIE NATAMYCINU METODOU HPLC/MS

1 PRINCIP METODY

Syr: natamycin sa zo zhomogenizovanej vzorky extrahuje metanolom. Po nariedeni extraktu
vodou sa koextrahované tuky a proteiny odstrania vymrazenim vzorky a filtraciou. V pripade
potreby je vzorka precistend a zakoncentrovana na SPE koldnke.

Vino: vzorka je po nariedeni vodou precistend a zakoncentrovana na SPE kolonke.

Na analyzu sa pouzije chromatograficka kolona s obratenymi fazami, pritomnost’ natamycinu
sa deteguje hmotnostnym detektorom Time of flight (HPLC/MS), Quattro Premier XE
alebo MSD Trap (HPLC/MS/MS). Pouzita ionizacia je ESI v pozitivnom mode. Identifikacia
latky je prevedena z Full Scan spectra pre TOF a dvoma tranziciami (2 transitions)
s kontrolou ich i6novych pomerov (ion ratio) u Quattro Premier XE a MSD Trap.
Identifikacia hladanych m/z v spektre sa povazuje za kvalitativne potvrdenie pritomnosti
hl'adaného lieCiva. Kvantifikacia je prevedend metddou externej kalibracie s pouzitim
matricovej kalibra¢nej krivky.

2 POUZITEENOST METODY

Metoda je pouZzitelna na stanovenie natamycinu v Syre, jogurte a vine.

3 CHEMIKALIE A ROZTOKY

3.1 Cisté chemikalie

3.1.1 Delvocid- (DE)

3.1.2 Natamycin =Pimaricin (NA)

3.1.3 metanol HPLC gradient grade

3.1.4 metanol LC-MS CHROMASOLV
3.1.5 acetonitril CHROMASOLYV HPLC gradient grade
3.1.6 mrav€an amoénny puriss p.a.

3.1.7 kyselina mrav¢ia puriss p.a. pre LC-MS
3.1.8 2-propanol LC-MS CHROMASOLV
3.1.9 kyselina octova puriss p.a. pre LC-MS
3.1.10 hydroxid sodny purum p.a.

3.1.11 octan aménny extra Cisty bezvody
3.1.12 kyselina mravcia

3.1.13 deionizovana voda



3.2

3.21
3.2.2
3.2.3

3.24
3.25
3.2.6
3.2.7
3.2.8
3.2.9

3.3
3.3.1

Roztoky a reagencie

0,1M mrav€an amonny

ImM mrav¢an amonny +0,002% kyselina mravéia vo vode (mobilna faza A1- TOF)
ImM mrav¢an aménny +0,002% kyselina mravcia v metanole (mobilné faza B1-
TOF)

1 M hydroxid sodny

10mM mravcan-octan sodny (kalibracny roztok TOF)

1 M octan amoénny

0,01 M octan amonny

0,1 % kyselina mrav¢ia v acetonitrile

0,1 % kyselina mrav¢ia

Standardné roztoky

Zakladné roztoky Standardov

3.3.1.1 Zakladny roztok Standardu natamycinu (1000mg/l) NA1000
Navazit' 100 mg natamycinu (NA)(3.1.2) do 100ml odmernej banky, rozpustit' v metanole
(3.1.3), doplnit po rysku metanolom (3.1.3), premiesat’.

3.3.2

Pracovné roztoky Standardov

3.3.2.1 Pracovny roztok Standardu natamycin (1mg/l) NA 1
Pipetovat’ 100 pl zo zakladného roztoku $tandardu natamycinu NA 1000 (3.3.1.1) do 100ml
odmernej banky, doplnit’ po rysku deionizovanou vodou (3.1.13), premieSat’.

3.3.2.2 Pracovny roztok Standardu natamycin (100ug/l) NA 2
Preniest’ 10 pl zo zakladného roztoku Standardu natamycinu NA 1000 (3.3.1.1) do 100ml
odmernej banky, doplnit’ po rysku deionizovanou vodou (3.1.13), premiesat’.

4 PRISTROJE A POMOCKY

4.1

4.2

4.3

4.4
4.5
4.6
4.7
4.8
4.9
4.10

kvapalinovy chromatograf Agilent 1100 Series s hmotnostnym detektrorom — MSD
Trap Bruker-Gemini

kvapalinovy chromatograf Acquity UPLC s hmotnostnym detektorom Time of Flight
Bruker (TOF)

kvapalinovy chromatograf Acquity UPLC s hmotnostnym detektorom Micromass
Quattro Premier XE

chromatografickd kolona : C18

chromatograficka kolona: UPLC C18

pumpa KNAUER

laboratorny mixér

analyticka vaha HELAGO HM 200

ultrazvukovy kupel

trepacka Heidolph Unimax 1010



4.11 mrazni¢ka -18°C --20°C

4.12 laboratorne odmerné sklo: 100, 250, 500 a 1000 ml odmerna banka, 250 ml odmerny
valec, 1 a 5 ml pipety

4.13 laboratorne sklo: 100, 250 ml Erlenmayerova banka

4.14 filter Whatman 4

4.15 striekackové mikrofiltre

4.16 SPE kolonky

5 PRACOVNY POSTUP

5.1 Predpriprava vzoriek

Vzorka syra sa spracuje podla normy ISO 9233-2 (IDF 140-2) nasledovne:

1./ kdra syra: z bloku syra sa odreZe kora o hrabke maximalne 5mm o ploche 2 — 4 dm® Pre
kvantitativne stanovenie natamycinu sa vypocita plocha v dm? aodvazi sa hmotnost kory
Vv kg. Vzorku koéry zhomogenizovat'.

2./ 1lmm vrstva syra za korou: po odrezani kory odrezat lmm vrstvu syra a dokonale
zhomogenizovat'.

Poznamka:
Po odrezani a zhomogenizovani kazdej vzorky syra, pouzité pomocky (n6z, mixér) dokladne
umyt’ horucou vodou, preplachnut’ metanolom a vysusit’ pradom dusika.

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 fortifikuji na vybranych
urovniach (Tabul'ka 1, Tabulka 2, Tabul’ka 3).

5.2.1.1 Syr

Navazit 5 g homogenizovanej vzorky do 100 ml Erlenmayerovej banky. Pridat’ roztok
Standardu podla tabulky 1. Zmixovat na Vortexe. Nechat' postdt 15 minat a pokraovat
podla procedury od bodu 5.3.1.1.

Tabulka 1 Priprava fortifikovanych vzoriek syra

Koncentricia natamyeinu | p 4. o1 rostoku NAT 1000

vo vzorke (ul)
(mg/kg) "
0 0

10 50

20 100

30 150

40 200




5.2.1.2 Vino
Navazit' 10 g vina do 50 ml odmernej banky. Pridat’ roztok $tandardu podl'a tabulky 2.
Doplnit’ po znacku deionizovanou vodou (3.1.13). PremieSat’ na Vortexe. Nechat' postat

a pokracovat’ podl'a procedury od bodu 5.3.2.1

Tabulka 2 Priprava fortifikovanych vzoriek vina

Koncengg%;;itgmycmu Pridavok roztoku
(1g/kg) NAL ()
0 0
5 50
10 100
20 200
50 500

5.2.1.3 Jogurt

Navazit' 5 g homogenizovanej vzorky do 100 ml odmernej banky. Pridat’ roztok $tandardu
podla tabulky 3. Zmixovat na Vortexe. Nechat postat 15 minut a pokracovat’ podla
procedary od bodu 5.3.1.1.

Tabulka 3 Priprava fortifikovanych vzoriek jogurtu

Koneentrécia natamyein | by ot roptoku
(ug/kg) NAL (b
0 0
5 25
10 50
20 100
50 250

5.3 Priprava vzorky

53.1 Syr

syr kora, syr Imm vrstva:

Navazit’ 5g zhomogenizovanej vzorky kory syra do 100 ml Erlenmayerovej banky.
Navazit' 5g zhomogenizovanej vzorky Imm vrstvy syra do 100 ml Erlenmayerovej banky.

5.3.1.1 Extrakcia

Pridat’ 50 ml metanolu (3.1.3) a trepat’ na trepacke 90 minut. Pridat’ 25 ml deionizovanej vody
(3.1.13) a vlozit do mrazni¢ky pri teplote —18°C - -20 °C na 60 minut. Po vytiahnuti vzorky
z mraznicky prefiltrovat’ cez filtraCny papier Whatman 4 (4.14), pricom prvy podiel filtratu
treba vyhodit’ (5ml).

V pripade zakoncentrovania vzorky s pouzitim SPE pokracovat’ podla 5.3.1.2.
V pripade bez zakoncentrovania vzorky pokracovat’ podla 5.3.1.3.



5.3.1.2 Zakoncentrovanie vzorky na SPE kolonke

Zobrat’ 50 ml filtratu, nariedit’ so 100 ml deionizovanej vody (3.1.13) a precistit na SPE
kolonke. Eluat prefiltrovat’ cez strickackovy filter.

5.3.1.3 Vzorka bez zakoncentrovania

Filtrat ziskany po filtracii na Whatmane 4 prefiltrovat’ cez strickackovy filter.

Pripravena vzorka kory syra a pripravena vzorka 1mm vrstvy syra za korou sa injektuje na
chromatografickt kolonu.

5.3.2 Vino

Navazit’ 10 g vina do 50 ml odmernej banky, doplnit’ po znac¢ku deionizovanou vodou
(3.1.13). Nariedent vzorku a precistit’ na SPE kolonke. K eluatu pridat’ 2,5 ml deionizovanej
vody, premiesat’. Nariedeny eluat prefiltrovat’ cez strickackovy filter.

5.3.3 Jogurt

Navazit' 5g homogenizovanej vzorky jogurtu do 100 ml Erlenmayerovej banky.

5.3.3.1 Extrakcia

Pridat’ 50 ml metanolu (3.1.3) a trepat’ na trepacke 90 minut. Pridat’ 25 ml deionizovanej vody
(3.1.13) a vlozit do mrazni¢ky pri teplote —18°C - -20 °C na 60 minut. Po vytiahnuti vzorky
z mrazniCky prefiltrovat’ cez filtraCny papier Whatman 4 (4.14), pricom prvy podiel filtratu
treba vyhodit’ (5ml).

5.3.3.2 Zakoncentrovanie vzorky na SPE koldnke

Zobrat’ 50 ml filtratu, nariedit’ so 100 ml deionizovanej vody (3.1.13) a precistit’ na SPE
kolénke. Eluat nariedit’ s 1ml deionizovanej vody (3.1.13). Prefiltrovat’ cez striekaCkovy
filter.

Poznamka: V pripade, Ze sa vzorka koncentraéne vymyka zrozsahu meranej kalibraénej
krivky, pri opakovanom merani je upravena tak, aby koncentrane spadala do kalibra¢ného
rozsahu.

5.4 Chromatograficka analyza
541 LC/MSD Trap
5.4.1.1 HPLC podmienky

chromatografickd kolona: C18

teplota: 30 °C

prietok: 0,6 ml/mn

eluent : B: Acetonitril / C: 0,01M octan amoénny
gradientova elucia

nastrek: 50 pl



5.4.1.2 MS podmienky LC/MSD Trap

Ioniza¢ny mod: ESI pozitivna
Detekény mod: MSn

Tabulka 4 Podmienky MS/MS detekcie

Analvt seament RT |Width |Precursor Product Amplitude
y g (min.) | m/z m/z m/z (V)
natamycin 2 6,7 4 648 485, 467, 630, 449 0,42

5.4.2 UPLC/TOF
5.4.2.1 UPLC podmienky

chromatograficka kolona: UPLC C18

teplota: 30 °C

prietok: 0,2 ml/min

eluent : B1l: ImM mrav¢an amonny +0,002% kyselina mravc¢ia v metanole /
Al: ImM mravéan aménny +0,002% kyselina mravcia vo vode

gradientova ellicia

nastrek: 10 pl

5.4.2.2 MS podmienky TOF

ionizacia: ESI pozitivna

End Plate Offset: - 500V Nebuliser: 2,0 bar
Capillary: -4500V Dry Gas: 9,0 I/min
Capillary Exit: 100V Dry Temp: 200°C
Skimmer 1: 50V Mass Range: 100-1000m/z
Hexapole 1: 23V Rolling Average: On
Hexapole RF: 300Vp Spectra Rate: 1 Hz
Skimmer 2: 22V Focus: No

Lensl Transfer: 52 us
Lens 1 Pre Puls Storage: 9us

Segmenty: 1. segment: 0,02 — 0,07 min. to Source
2. segment: 0,07 — 0,24 min. to Waste (kalibra¢ny)
3.segment: 0,24 — 11 min.  to Source (meraci)

Kalibracia:

kalibra¢ny roztok: 10mM NaFormate Acetate

Reference Mass List: NaFormiateAcetate Pos(90-1000)4500V
Calibration Mode: HPC calibration



Tabulka 5 Podmienky MS detekcie

Analvt RT Sledované EIC* 0,005
Y min. m/z
natamycin 7,14 |666,3110; 503,2258; 371,3150

5.4.3 UPLC Quattro Premier XE

5.4.3.1 UPLC podmienky

chromatograficka kolona: UPLC C18

teplota: 30 °C

prietok: 0,3 ml/min

eluent : B1: 0,1% kyselina mrav¢ia v acetonitrile
Al: 0,1% kyselina mrav¢ia vo vode

gradientova ellcia

5.4.3.2 MS podmienky

Voltages: Analyser:

Capillary (kV) : 2,0 LM Resolution 1: 13,5
Extractor (V): 4 HM Resolution 1: 13,5
RF Lens (V): 0 lon Energy 1: 0,5
Temperatures: Entrance: 0

Source Temp (°C): 120 Exit: 1

Desolvation Temp (°C): 400 LM Resolution 2: 13,5
Gas Flow: HM Resolution 2: 13,5
Desolvation (I/hr): 600 lon Energy 2: 0,5

Cone (I/hr): 60

Tabul’ka 6 MS podmienky Quattro Premier XE

Analvt RT Precursor Product Cone Collision
y (min.) m/z m/z \Y eV
, 503,1 12
natamycin 3,18 666,1 648.2 20 11

5.4.4 IniciaCny test

Nainjektovat’ na chromatograficku koléonu roztok NA2 (natamycin 100ug/1). Skontrolovat’
pomer signalu ku Sumu produkovanych i6nov. Pomer by mal byt’ vyssi ako 6.



6 VYHODNOTENIE VYSLEDKOV MERANIA

MSD Trap

Kvalitativne meranie:

Vo vzorke sa sleduje pritomnost’ rodi¢ovského i6nu a dcérskych i6onov natamycinu. Pri
identifikovani sledovanych m/z vo vzorke je vo vzorke potvrdena pritomnost’ natamycinu.
Zhodnost’ spektra sa porovna so vzorkami pozitivnej a negativnej kontroly.

Kvantitativne meranie:

Vo vzorke sa sleduje pritomnost’ rodicovského i6nu a dcérskych i6nov natamycinu. Zhodnost’
spektra sa porovna so vzorkami pozitivnej a negativnej kontroly.

Koncentracia natamycinu v mg. kg'l sa urci metodou externej matricovej kalibracie. Prepocet
koncentracie v mg. kg™'na koncentraciu v mg.dm™ sa uskuto&ni podla vztahu:

m

c(A)=c x
A

¢(A) — koncentracia natamycinu (mg.dm)

¢ - koncentracia natamycinu (mg. kg™)

A — plocha kory syra, ktora bola zhomogenizovana

m — hmotnost’ kory syra, ktord bola zhomogenizovana

TOF:

Kvalitativne meranie:

Z nameraného Full Scan Spectra sa vyextrahuju sledované EIC s presnost'ou 0,005.

Pri identifikovani sledovanych m/z vo vzorke je vo vzorke potvrdend pritomnost’ natamycinu.
Zhodnost spektra sa porovna so vzorkami pozitivnej a negativnej kontroly.

Kvantitativne meranie:
Z nameraného Full Scan Spectra sa vyextrahuju sledované EIC s presnost'ou 0,005.
Zhodnost’ spektra sa porovna so vzorkami pozitivne]j a negativnej kontroly.
Koncentrécia natamycinu v mg. kg™ sa uréi metodou externej matricovej kalibracie. Prepocet
koncentracie v mg. kg™'na koncentraciu v mg.dm™ sa uskuto&ni podla vztahu:
m

C(A)=c x
A

c¢(A) — koncentracia natamycinu (mg.dm)

¢ - koncentracia natamycinu (mg. kg™)

A —plocha kory syra, ktora bola zhomogenizovana

m — hmotnost’ kory syra, ktora bola zhomogenizovana

Quattro Premier XE
Kvantifikacia — metdda externej kalibracie

Koncentracia zlozky je umernd hodnotam plochy pikov. Koncentraciu zlozky mozno
vypocitat dosadenim plochy piku zlozky do rovnice kalibrac¢nej krivky pre dané stanovenie .



¢, = A —plocha piku

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

Ccy= 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 - vysokoucinna kvapalinova chromatografia
UPLC — ultravysokou¢inna kvapalinova chromatografia
MS/MS- hmotnostna detekcia s minimalne dvoma tranziciami
RT — reten¢ny cas

ESI — electrospray ionisation

MSn — single reaction monitoring

TOF — detektor Time of Flight

MSD Trap — hmotnostny detektor typu Iénova pasca
HPC — kalibracny mod high precision calibration

DA — Data Analysis

EIC — extrahovany i6onovy chromatogram

e.g. - napriklad



