CH 6.13. STANOVENIE CHINOLONOV METODOU UPLC/MS/MS

1 PRINCIP METODY

Zhomogenizovana vzorka sa extrahuje kyselinou trichloroctovou. Na analyzu sa pouzije
chromatografickd koléna s obratenymi fazami a po rozdeleni rezidui sa tieto deteguju
hmotnostnym detektorom pracujiicim v rezime MS/MS v pozitivnom mode. Ionizacia ESIL
Identifikacia latky je prevedend dvoma tranziciami (2 transitions) a kontrolou ich idnovych
pomerov (ion ratio). Kvantifikacia je prevedena metédou vnatorného Standardu — izotopové
zried'ovanie (isotopic dilution). Vnutornymi $§tandardami su lomefloxacin a cinkofen.

2  POUZITEENOST METODY

Metoda je vhodna na konfirmacné stanovenie chinolénov v svale, mlieku, vajciach a mede.

3 CHEMIKALIE A ROZTOKY
3.1 Cisté chemikalie

3.1.1 Flumequine (FLUM)

3.1.2 Nalidixic acid (NAL)

3.1.3 Oxolinic acid (OXOL)

3.1.4 Norfloxacin (NOR)

3.1.5 Ciprofloxacin (CIP)

3.1.6 Enrofloxacin (ENRO)

3.1.7 Sarafloxacin (SAR)

3.1.8 Danofloxacin (DAN)

3.1.9 2-Phenyl-4-quinoline carboxylic acid (cincophen) (CIN)
3.1.10 Lomefloxacin hydrochlorid (LOM)
3.1.11 Marbofloxacin (MAR)

3.1.12 Difloxacin hydrochlorid (DIF)
3.1.13 Sparfloxacin (SPR)

3.1.14 Enoxacin (ENOX)

3.1.15 Fleroxacin (FLR)

3.1.16 Ofloxacin (OFL)

3.1.17 metanol gradient grade

3.1.18 acetonitril gradient grade
3.1.19 pentafluoropropionova kyselina
3.1.20 trichléroctova kyselina

3.1.21 kyselina octova

3.1.22 siran sodny bezvody p.a.

3.1.23 deionizovana voda



3.2 Roztoky a reagencie

3.2.1 0,1 % pentafluoropropionova kyselina

3.2.2 5% kyselina trichléroctova

3.2.3 2 % kyselina octova

3.2.4 acetonitril/ 2 % kyselina octovd 16:84 (v/v)

3.3 Standardné roztoky
3.3.1 Zasobné roztoky Standardov

3.3.1.1 Zasobny roztok standardu norfloxacinu (100 mg/l v metanole)

Navazit' 10,1 mg norfloxacinu (3.1.4) do 100 ml odmernej banky. Rozpustit v malom
mnozstve metanolu a doplnit’ po znacku metanolom (3.1.17.).

3.3.1.2 Zasobny roztok Standardu ciprofloxacinu (100 mg/l v metanole)

Navazit' 10,1 mg ciprofloxacinu (3.1.5.)do 100 ml odmernej banky. Rozpustit v malom
mnozstve metanolu a doplnit’ po zna¢ku metanolom (3.1.17.).

3.3.1.3 Zasobny roztok standardu enrofloxacinu (100 mg/l v metanole)

Navazit' 10,1 mg enrofloxacinu (3.1.6.) do 100 ml odmernej banky. Rozpustit’ v malom
mnozstve metanolu a doplnit’ po zna¢ku metanolom (3.1.17.).

3.3.1.4 Zasobny roztok Standardu oxolinic acid (100 mg/l v metanole)

Navazit' 10,1 mg oxolinic acid (3.1.3.)do 100 ml odmernej banky. Rozpustit v malom
mnozstve Metanolu a doplnit’ po znacku metanolom (3.1.17.).

3.3.1.5 Zasobny roztok Standardu nalidixic acid (100 mg/l v metanole)

Navazit' 10,1 mg nalidixic acid (3.1.2.) do 100 ml odmernej banky. Rozpustit' v malom
mnozstve metanolu a doplnit’ po zna¢ku metanolom (3.1.17.).

3.3.1.6 Zasobny roztok standardu flumequine (100 mg/l v metanole)

Navazit 10 mg flumequinu (3.1.1.) do 100 ml odmernej banky. Rozpustit v malom
mnozstve metanolu a doplnit’ po znacku metanolom (3.1.17.).

3.3.1.7 Zasobny roztok standardu sarafloxacinu (100 mg/l v metanole)

Navazit' 12,7 mg sarafloxacin hydrochloride trihydrate(3.1.7.) do 100 ml odmernej banky.
Rozpustit’ v malom mnozstve metanolu a doplnit’ po zna¢ku metanolom (3.1.17.).

3.3.1.8 Zasobny roztok standardu danofloxacinu (100 mg/l v metanole)

Navazit’ 10,0 mg danofloxacinu (3.1.8.) do 100 ml odmernej banky. Rozpustit’ v malom
mnozstve metanolu a doplnit’ po znacku metanolom (3.1.17.).

3.3.1.9 Zasobny roztok Standardu lomefloxacinu (100 mg/l v metanole)

Navazit 11,1 mg lomefloxacinu hydrochloridu (3.1.10.) do 100 ml odmernej banky.
Rozpustit’ v malom mnozstve metanolu a doplnit’ po znacku metanolom (3.1.17.).

3.3.1.10 Zasobny roztok standardu cincophenu (100 mg/1 v metanole)

Navazit' 10,1 mg cincophenu (3.1.9.) do 100 ml odmernej banky. Rozpustit v malom
mnozstve metanolu a doplnit’ po znacku metanolom (3.1.17.).

3.3.1.11 Zasobny roztok Standardu marbofloxacinu (100 mg/l v metanole)

Navazit’ 10,1 mg marbofloxacinu (3.1.11.) do 100 ml odmernej banky. Rozpustit’ v malom
mnozstve metanolu a doplnit’ po zna¢ku metanolom (3.1.17.).

3.3.1.12 Zasobny roztok Standardu difloxacinu (100 mg/l v metanole)

Navazit' 11,1 mg difloxacin hydrochloride(3.1.12.) do 100 ml odmernej banky. Rozpustit’ v
malom mnozstve metanolu a doplnit’ po znacku metanolom (3.1.17.).

3.3.1.13 Zasobny roztok standardu sparfloxacinu (100 mg/l v metanole)

Navazit' 10,1 mg sparfloxacinu (3.1.13.) do 100 ml odmernej banky. Rozpustit' v malom
mnozstve metanolu a doplnit’ po zna¢ku metanolom (3.1.17.).



3.3.1.14 Zasobny roztok Standardu enoxacinu (100 mg/l v metanole)

Navazit 10 mg enoxacinu (3.1.14.) do 100 ml odmernej banky. Rozpustit v malom
mnozstve metanolu a doplnit’ po zna¢ku metanolom (3.1.17.).

3.3.1.15 Zasobny roztok Standardu fleroxacinu (100 mg/l v metanole)

Navazit 10,1 mg fleroxacinu (3.1.15.) do 100 ml odmernej banky. Rozpustit’ v malom
mnozstve metanolu a doplnit’ po zna¢ku metanolom (3.1.17.).

3.3.1.16 Zasobny roztok Standardu ofloxacinu (100 mg/l v metanole)

Navazit 10 mg ofloxacinu (3.1.16.) do 100 ml odmernej banky. Rozpustit v malom
mnozstve metanolu a doplnit’ po zna¢ku metanolom (3.1.17.).

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

3.3.2 Zakladné roztoky Standardov

3.3.2.1 Zakladny zmesny roztok Standardov chinoléonov (NOR, CIP, ENRO, OXOL, NAL,
FLUM, SAR, DAN, MAR, DIF, SPR, ENOX, FLR, OFL) CHFC1
(1 mg/l v 5% kyseline trichloroctovej)
Zobrat’ 1 ml zasobnych roztokov chinolénov NOR, CIP, ENRO, OXOL, NAL, FLUM, SAR,
DAN, MAR, DIF, SPR, ENOX, FLR, OFL (100 mg/l) (3.3.1.1 — 3.3.1.8, 3.3.1.11 - 3.3.1.16)
do 100 ml odmernej banky a doplnit’ do 100 ml 5 % kyselinou trichléroctovou (3.2.2.).

3.3.2.2 Zakladny zmesny roztok Standardov chinoléonov (CIP, ENRO, OXOL, SAR, SPR,
ENOX, FLR, OFL) CHFC2 (1 mg/l v 5% kyseline trichloroctovej)

Zobrat' 1 ml zasobnych roztokov chinolénov CIP, ENRO, OXOL, SAR, SPR, ENOX, FLR,

OFL (100 mg/l) (3.3.1.2.,3.3.1.3,, 3.3.1.4, 3.3.1.7., 3.3.1.13.-3.3.1.16) do 100 ml odmernej

banky a doplnit’ do 100 ml 5 % kyselinou trichloéroctovou (3.2.2.).

3.3.2.3 Zakladny zmesny roztok Standardov chinoléonov (NOR, NAL, FLUM, DIF) CHFC3
(5 mg/l v 5% kyseline trichloroctove;j)

Zobrat’ 5 ml zasobnych roztokov chinolénov NOR, NAL, FLUM, DIF (100 mg/1) (3.3.1.1.

a3.3.1.5.,3.3.1.6., 3.3.1.12) do 100 ml odmernej banky a doplnit’ do 100 ml 5 % kyselinou

trichléroctovou (3.2.2.)

3.3.2.4 Zakladny roztok Standardu danofloxacinu (DAN) CHFC4

(4 mg/l v 5% kyseline trichloroctove;j)
Zobrat 4 ml zasobného roztoku danofloxacinu (100 mg/l) (3.3.1.8.) do 100 ml odmernej
banky a doplnit’ do 100 ml 5 % kyselinou trichloroctovou (3.2.2.).

3.3.2.5 Zakladny roztok Standardu marbofloxacinu (MAR) CHFCS5

(3 mg/l v 5% kyseline trichloroctove;j)
Zobrat' 3 ml zasobného roztoku marbofloxacinu (100 mg/l) (3.3.1.11.) do 100 ml odmernej
banky a doplnit’ do 100 ml 5 % kyselinou trichléroctovou (3.2.2.).

3.3.2.6 Zakladny zmesny roztok Standardov chinolénov (NOR, CIP, ENRO, OXOL, NAL,
FLUM, SAR, DAN, MAR, DIF, SPR, ENOX, FLR, OFL) CHFC6
(0,1 mg/l v 5% kyseline trichloroctovej)
Zobrat' 0,1 ml zasobnych roztokov chinolonov NOR, CIP, ENRO, OXOL, NAL, FLUM,
SAR, DAN, MAR, DIF, SPR, ENOX, FLR, OFL (100 mg/l) (3.3.1.1 — 3.3.1.8, 3.3.1.11-
3.3.1.16) do 100 ml odmernej banky a doplnit’ do 100 ml 5 % kyselinou trichléroctovou
(3.2.2.).



3.3.2.7 Zakladny zmesny roztok Standardov chinolonov (CIN, LOM) CHIS (1 mg/l v 5%

kyseline trichloroctovej)

Zobrat’ 1 ml zasobnych roztokov chinolonov CIN, LOM (100 mg/1) (3.3.1.9. a 3.3.1.10.) do
100 ml odmernej banky a doplnit’ do 100 ml 5 % kyselinou trichléroctovou (3.2.2.).

3.3.3 Pracovné roztoky Standardov

3.3.3.1 Zmesny roztok Standardov chinolonov (NOR, CIP, ENRO, OXOL, NAL, FLUM,

DAN, MAR, SAR, DIF, CIN, LOM, NOR D5, SPR, ENOX, FLR, OFL) CHMC1
(10 pg/l v 5 % kyseline trichloroctovej)

Zobrat’ 1 ml zasobného roztoku chinolénov CHFCI1 (3.3.2.1.) a CHIS (3.3.2.7.) do 100 ml
odmernej banky a doplnit’ do 100 ml 5% kyselinou trichléroctovou (3.2.2.).

4 PRISTROJE A POMOCKY

4.1

4.2
4.3
4.4
4.5
4.6
4.7
4.8
4.9

4.10
411
412
4.13
4.14
4.15

5

5.1

kvapalinovy chromatograf =~ Waters Acquity UPLC s hmotnostnym detektorom
Micromass Quattro XE Premier

chromatografickd kolona : C18

analyticka vaha HELAGO HM 200

trepacka Heidolph

centrifaiga BIOFUGE STRATOS (Heracus)

minishaker Vortex

rota¢nd vékuové odparka (RVO) Buchi Rotavapor R-144

teflonové centrifugacné nadobky 50 ml

laboratérne odmerné sklo:100 a 1000 ml odmerné banky, 1000 ml odmerny valec, 1 a 5
ml pipety

striekacky Hamilton

erlenmayerova banky 100 ml

skleneny filtra¢ny lievik

nerezova lyzicka

sklenena vata

striekackovy mikrofilter

PRACOVNY POSTUP

Predpriprava vzoriek

Vzorka sa dobre zhomogenizuje.

5.2

Priprava kvality kontrol vzoriek - matricova kalibracia

5.2.1 Priprava negativnej vzorky a fortifikovanych vzoriek

Na pripravu vzoriek sa pouziju negativne matrice. Vzorky sa fortifikuja v 0.5, 1, 2 a 5
nasobku ustanoveného MRL.



sval:

Navazit' 2 g homogenizovanej vzorky do centrifuga¢nej teflonovej nadobky. Pridat’ 1 ml

redestilovanej vody (3.1.24.).

Pridat’ jednotlivé roztoky Standardov podla tabulky 1.

PremieSat’ na Vortexe. Nechat’ postat’ 10 min. a pokracovat’ podl'a procedary od bodu 5.3.2

mlieko, vajcia:

Navazit 2 g

podl’a procedury od bodu 5.3.2

med:

vzorky do centrifugacnej teflonovej nadobky. Pridat’ jednotlivé roztoky
Standardov podla tabulky 1. PremicSat’ na Vortexe. Nechat' postat’ 10 min.

a pokracovat’

Navazit 2,5 g vzorky do centrifugacnej teflonovej nddobky. Pridat’ jednotlivé roztoky
Standardov podl'a tabulky 2. Premiesat’ na Vortexe. Nechat' postat’ 10 min. a pokracovat
podl'a procedury od bodu 5.3.2

Tabul’ka 1 Priprava fortifikovanach vzoriek sval, mlieko, vajcia

K L. . koncentracia Pridavok | Pridavok | Pridavok ,
oncentracia chinolénov " Pridavok
vo vzorke vn. Standardov roztoku roztoku | roztoku roztoku
(ug/ke) CIN, LOM, vo | CHFC4, CHFC2 | CHFC3 CHIS (ul)
HEKE vzorke(ug/kg) | CHFC5 (ul)|  (ul) (ul) K
CIP,ENRO, | NAL,
OXOL,SAR, | FLUM,
SPR,ENOX, | NOR, MAR| DAN
FLR,OFL DIF
0 0 0 0 200 0 0 0 400
50 200 75 100 200 50 100 80 400
100 400 150 | 200 200 100 200 160 400
200 800 300 | 400 200 200 400 320 400
500 1000 | 750 | 1000 200 500 1000 400 400
Tabulka 2 Priprava fortifikovanach vzoriek med
koncentracia chinolénov | koncentracia vn. Pridavok Pridavok Pridavok
Vo vzorke Standardov roztoku roztoku roztoku
(ug/kg) vo vzorke (ug/kg) | CHFC 6 (ul) | CHFCL (ul) CHIS (ul)
CIP,ENRO,0XOL,NAL,
SAR,DAN,MAR,DIF, CIN, LOM
NOR,FLUM,SPR,
ENOX,FLR,OFL
0 20 0 0 50
5 20 125 0 50
10 20 250 0 50
20 20 0 50 50
50 20 0 125 50




5.3 Priprava vzorky
5.3.1 Fortifikécia vzorky vnutornym Standardom

5.3.1.1 Fortifikacia vzorky vnlitornym Standardom (Groven 200 pg/kg CIN,LOM)

sval:

Navazit' 2 g homogenizovanej vzorky do centrifugacnej teflonovej nadobky, pridat’ 1 ml
redestilovanej vody (3.1.24.). Pridat’ 400 pl roztoku CHIS (3.3.2.7.). PremieSat’ na Vortexe.
Nechat’ postat’ 10 min. a pokracovat’ podl'a procedury od bodu 5.3.2.

mlieko, vajce:

Navazit' 2 g homogenizovanej vzorky do centrifugacnej teflonovej nadobky. Pridat’ 400 pl
roztoku CHIS (3.3.2.7.). Premiesat’ na Vortexe. Nechat’ postat’ 10 min. a pokracovat’ podla
procedury od bodu 5.3.2.

5.3.1.2 Fortifikacia vzorky vniitornym Standardom (uroven 20 pg/kg CIN,LOM)

med:

Navazit’ 2,5 g homogenizovanej vzorky do centrifugacnej teflonovej nadobky. Pridat’ 50 pl
roztoku CHIS (3.3.2.7.). Premiesat’ na Vortexe. Nechat’ postat’ 10 min. a pokracovat’ podl'a
procedury od bodu 5.3.2.

5.3.2 Extrakcia

sval, mlieko, vajcia:

Pridat’ 8 ml 5% kyseliny trichloroctovej (3.2.2.). Skimavku vlozit' na 10 mintt na trepacku.
(nastavit’ 100 ot./min) Centrifugovat’ po dobu 5 minut pri 14000 x g. Supernatant prefiltrovat’
cez celulozovy striekackovy mikrofilter do vialiek. Napichnut’ na chromatograficka kolonu.

med:

Pridat’ 5 ml redestilovanej vody, premieSat’ kym sa med nerozpusti. Pridat’ 10 ml acetonitrilu
(3.1.18), umiestnit’ na Vortex na 30 s. Centrifugovat’ 5 minut pri otackach 2400 ot./min.. Do
skleneného filtracného lievika dat’ naspodok vypalent sklennu vatu na fiu lyZicu bezvodého
siranu sodného (3.1.22) alievik umiestnit’ do erlenmayerovej banky. Acetonitrilovl vrstvu
preniest’ na pripraveny lievik a nechat’ pretiect’. Extrakciu opakovat’ opidtovnym pridanim 10
ml acetonitrilu, vortexovat’ 30 s, centrifugovat po dobu 5 min. pri 2400 ot./min.
Acetonitrilova vrstvu preniest’ na pripraveny lievik a nechat’ pretiect’. Spojit’ obidva eluaty.
Sorbent na lieviku oplachnut’ 5 ml acetonitrilu (3.1.18.), prete¢eny objem pridat’ k eluatom.
Zakoncentrovat' na RVO na 1 ml pri teplote 55 OC. Koncentrat rozriedit’ do 3 ml roztokom
acetonitril/ 2 % kyselina octova 16/84 (3.2.4). Napichnut’ na chromatografickt kolonu.

Poznamka: V pripade, ze sa vzorka koncentrane vymyka zrozsahu meranej kalibracnej
krivky je pri opakovanom merani upravena tak, aby koncentracne spadala do kalibraéného
rozsahu.

5.4 Chromatograficka analyza

LC-podmienky:

chromatograficka kolona: C18

teplota: 30 °C

prietok: 0,3 ml/mn

eluent : 0,1 % kys. mrav¢ia v acetonitrile/0,1 % kys. mravéia vo vode



gradientova elticia

nastrek: 10 pl

MS podmienky:

ionizacia:ESI pozitivna

Voltages:

Capillary (kV) : 1,00

Extractor (V): 7
RF Lens (V): 0
Temperatures:

Source Temp (°C): 120
Desolvation Temp (°C): 400

Gas Flow:

Desolvation (I/hr): 600

Cone (I/hr): 60

Tabulka 3 Podmienky MS/MS detekcie

Analyser:
LM Resolution 1: 13,5
HM Resolution 1: 13,5

lon Energy 1: 1

Entrance: 0

Exit: 1

LM Resolution 2: 13,5
HM Resolution 2: 13,5

lon Energy 2: 0,5

Name RT Precursor Product Cone Collision
min. m/z m/z \ eV
norfloxacin 1,88 320,0 g%i 37 ié
marbofloxacin 1,81 363,0 gig:i 35 18
enoxacin 1,83 321,0 5?;1 31 g
ofloxacin 1,90 362,0 g%i 35 ig
ciprofloxacin 1,93 332,0 gégi 35 ig
fleroxacin 1,93 370,0 gggﬁ 30 i;
danofloxacin 1,98 358,1 gigi 36 is
lomefloxacin IS 2,01 352,0 308,1 36 16
enrofloxacin 2,08 360,1 éigg 3 ig
sarafloxacin 2,29 386,0 ggg:i 35 ;g
sparfloxacin 2,31 393,1 523:1 35 gg
difloxacin 2,34 400,0 522:2 37 %
kyselina oxolinova 2,97 262,0 gig:g 40 ;g
kyselina nalidiova 3,61 233,0 iég:g 35 ;g
flumechine 3,72 262,0 ggg:g 35 §§
cinkofen IS 4,10 250,0 ggg:g 42 38




5.4.1 Iniciacny test
Nainjektovat’ na chromatograficku kolonu roztok CHMCI1. 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 kalibrac¢nej zavislosti sa vynasa na

os x: pomer koncentracie zlozky/ koncentracie vnuitorného Standardu

os y: pomer plochy zlozky/plochy vnutorného Standardu

Kvantifikicia — metdéda vnatorného Standardu.

C koncentracia vzorky ( pg/kg)

-samplearea - SI 8d ¢ :area

C=c =
'~ SI samplearea- Sd ¢, area

Kvantifikacia robend na dominantné produkované iony, ktoré su v tabul’ke 4 zvyraznené
v stipci Product. V pripade pozitivnej vzorky je nutna kontrola iénovych pomerov
kvantifika¢nej a kvalifikaénej tranzicie. [onovy pomer musi spiiat’ podmienky definované
v Nariadeni ES 657/2002.
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8 ZOZNAM SKRATIEK

HPLC - vysokouc¢inna kvapalinova chromatografia

UPLC — ultraucinné kvapalinova chromatografia

MS/MS- hmotnostna detekcia s minimalne dvoma tranziciami
MRL — maximalny rezidudlny limit

RT — retencny Cas

ESI — electrospray ionisation

MRM — multiple reaction monitoring

€.g. - napriklad



