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STANOVENI OBSAHU SULFONAMIDU METODOU LC-MS/MS

1 Ucel a rozsah

Postup specifikuje podminky pro stanoveni obsahu nizkych koncentraci 1é¢iv (Sulfadiazin,
Sulfamerazin, Sulfametazin a Sulfametoxazol) v krmnych smésich metodou kapalinové
chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS).
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Vzorky krmnych smési se extrahuji methanolem. Extrakt se odstfedi a vhodné natedi. LC separace
probihé na reverzni fazi C18 a MS detekce v modu sledovani vybranych ptechodi (MRM).
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Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.
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Methanol, CH30OH, pro HPLC.

Ultragista voda pro HPLC (18,2 MQ/cm) podle CSN ISO 3696.
Kyselina mraven¢i pro hmotnostni spektrometrii 98%, M; = 46,03.
Zakladni standardni latky.

Sulfadiazin Ci10H10N4O:S, CAS 68-35-9, M, = 250,278.

Sulfamerazin C11H12N4O3S, CAS 127-79-7, M; = 264,305.
Sulfametazin (Sulfadimidin) C12H14N4O2S, CAS 57-68-1, M, = 278,33.
Sulfametoxazol C1oH11N303S, CAS 723-46-6, M; = 253,279.

Mobilni faze A: 0,1% roztok kyseliny mravenci.

Ptiprava: Do 1000ml odmérné banky se odméii 900 ml ultracisté vody (2) a 1 ml kyseliny
mraven¢i (3), doplni se vodou (2) po znacku. Vznikly roztok se promichd a odvzdusni
v ultrazvukové 1azni. Uchovava se pii laboratorni teploté.

Mobilni faze B: methanol + kyselina mravenci.

Ptiprava: Do 1000ml odmérné bailkky se odméfi 900 ml methanolu (1) a 1 ml kyseliny
mravenci (3), doplni se methanolem (1) po znacku. Vznikly roztok se promicha a odvzdusni
v ultrazvukové 1azni. Uchovava se pii laboratorni teploté.

Pristroje a pomiicky

Vysokoucinny kapalinovy chromatograf s MS/MS detekci, napt. Waters Micromass Quattro
Premier.

Separacni kolona, napt. RP C-18 Ascentis C18; 3 um, (50 % 2,1) mm nebo jina vhodna.
Ultrazvukova lazei.

Analytické vahy s pfesnosti 0,001 g.

Laboratorni tfepacka (150 — 180 kmitti/s).

Laboratorni odstfedivka s nastavitelnou teplotou.

Vialky sklenéné, 1,5 ml.
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5 Postup

5.1 Priprava standardnich roztoku
Sulfadiazin - zasobni standardni roztok

Navazi se presné asi 25 mg sulfadiazinu (4), kvantitativné se pfevede do tmavé 50ml odméerné banky
a doplni se methanolem (1) po znacku. Pfi vypoctu vysledné koncentrace se bere v uvahu distota
zakladni standardni latky. Pfi uchovani ve tmé pfi teploté (4 — 8) °C je tento roztok stabilni nejméné
rok.

c(sulfadiazin) = 0,5 g/l.

Sulfamerazin - zasobni standardni roztok

Navazi se presn¢ asi 25 mg sulfamerazinu (4), kvantitativné se pirevede do tmavé 50ml odmérné
banky a doplni se methanolem (1) po znacku. Pfi vypoctu vysledné koncentrace se bere v tvahu
Cistota zakladni standardni latky. Pfi uchovani ve tmé pfi teploté (4 — 8) °C je tento roztok stabilni
nejméné rok.

c(sulfamerazin) = 0,5 g/1.

Sulfametazin - zasobni standardni roztok

Navazi se presné asi 25 mg sulfametazinu (4), kvantitativné se pfevede do tmavé 50ml odmérné
banky a doplni se methanolem (1) po znacku. Pii vypoctu vysledné koncentrace se bere v tivahu
Cistota zakladni standardni latky. Pfi uchovani ve tmé& pii teploté (4 — 8) °C je tento roztok stabilni
nejméné rok.

c(sulfametazin) = 0,5 g/I.

Sulfametoxazol - zasobni standardni roztok

Navazi se presné asi 25 mg sulfametoxazolu (4), kvantitativné se ptevede do tmavé 50ml odmérné
baniky a doplni se methanolem (1) po znacku. Pfi vypoctu vysledné koncentrace se bere v tivahu
Cistota zakladni standardni latky. Pfi uchovani ve tmé pfi teploté (4 — 8) °C je tento roztok stabilni
nejméné rok.

c(sulfametoxazol) = 0,5 g/l.

Smésny pracovni standardni roztok I

Do 25ml odmérné baiiky se odméti vypoctené mnozstvi od kazdého jednotlivého zasobniho roztoku
(sulfadiazin, sulfamerazin, sulfametazin a sulfametoxazol) tak, aby vyslednd koncentrace byla
50 mg/l a doplni po znacku methanolem (1). Pfi uchovani ve tmé pfi teplot¢ (4 — 8) °C je tento
roztok stabilni nejméné rok.

c(analyt) = 50 mg/1.

Smésny pracovni standardni roztok II

Do 10ml odmérné bainky se odméfi 2 ml smésného pracovniho standardniho roztoku I a doplni
po znacku methanolem (1). Tento roztok se pfipravuje vzdy Cerstvy.
c(analyt) = 10 mg/1.
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Smésny pracovni standardni roztok I11

Do 10ml odmérné banky se odméfi 1 ml smésného pracovniho standardniho roztoku II a doplni
po znacku methanolem (1). Tento roztok se ptipravuje vzdy Cerstvy.
c(analyt) = 1 mg/l.

5.2 Priprava Kkalibracnich roztoki a sestrojeni kalibraéni kiivky

Do 10ml odmérnych bané€k se podle tabulky 1 odméfi odpovidajici mnozstvi smésného pracovniho
standardniho roztoku III adoplni se asi 1 cm pod znacku methanolem (1). Po promichani
a vytemperovani se doplni methanolem (1) po znacku a pfevede do vialek. Takto nafedéné kalibra¢ni
roztoky odpovidaji koncentracim v rozmezi (0,003 — 0,2) pg/ml. Kalibra¢ni roztoky se piipravi
bezprostfedné pied kazdym métenim.

Kalibra¢ni kfivky jsou linedrni a prochéazeji poc¢atkem. Na zaklad¢€ kalibracni kiivky vyhodnocovaci
program vypocte obsah analytu ve vzorcich.

Tabulka 1. Pfiprava kalibra¢nich roztokii do 10ml odmérnych banék.

Odmeérna barnka ¢. 1 2 3 4 5 6 7

Objem  smésného  pracovniho | 0,03 0,08 0,16 0,4 0,8 1,2 2,0
standardniho roztoku III (ml)

Koncentrace analytu (ug/ml) 0,003 | 0,008 | 0,016 | 0,040 | 0,080 | 0,120 | 0,200

5.3 Extrakce 1é¢iv ze vzorku

Do 50ml centrifugacni banky se navazi 1 g zkuSebniho vzorku krmné smési s presnosti + 0,002 g
apfidd se 25 ml methanolu (1). Bailka se uzavie zatkou a tfepe se pii laboratorni teploté na
laboratorni tfepacce 20 min pii (150 — 180) kmitech/min. Ziskany extrakt se poté odstted’'uje 20 min
pfi teploté 20 °C pii 1500 g. Po odstfedéni se vytemperuje na laboratorni teplotu, natedi se podle
potifeby methanolem (1) a pfevede se do vialky.

V kazdé sérii stanoveni se provede stanoveni slepého vzorku a vhodného IRM.

5.4 Vlastni stanoveni 1é¢iv ve vzorcich

Stanoveni se provadi za separacnich podminek chromatografického systému, které jsou uvedeny
v tabulkach 2 az 4. Parametry stanoveni plati pro sestavu LC-MS/MS Premium Waters a slouzi jako
piiklad nastaveni instrumentace. Tyto parametry stanoveni se mohou zménit pouzitim jiné vhodné
kolony nebo jiné piistrojové sestavy LC-MS/MS.
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Tabulka 2. Chromatografické parametry stanoveni - priklad.

Kolona RP C-18 Ascentis C18; 50 mmx 2,1 mm %3 pum (Supelco)
Teplota kolony 30 °C
Teplota autosampleru 20 °C

Mobilni faze gradient mobilni fize A (5) a mobilni faze B (6) podle tabulky 3
Celkova doba analyzy 17 min

Pratok mobilni faze 0,3 ml/min

Objem nastiiku 50 ul

Tabulka 3. Priklad gradientového programu pro analyzu.

Cas (min) Mobilni faze A (%) Mobilni faze B (%)

0 100 0

0,9 100 0

1,0 90 10

7,0 80 20

10,0 0 100

13,0 100 0

15,0 100 0

Retencni Casy jednotlivych analytii za uvedenych podminek jsou v tabulce 4.

Tabulka 4. Retenc¢ni ¢asy jednotlivych analyti za uvedenych podminek.

Analyt Retenc¢ni ¢as (min)
Sulfadiazin 4,59
Sulfamerazin 5,71
Sulfametazin (Sulfadimidin) 6,99
Sulfametoxazol 8,53
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Parametry stanoveni MS

Pro identifikaci jednotlivych analytl se pouzije MRM mod (multiple reaction monitoring), sledovani
produktovych iontl pochazejicich zjednoho prekurzorového iontu [5]. Nalezené optimalni
parametry MS detektoru, pfi kterych je intenzita danych produktovych iontl maximalni, jsou

uvedeny v tabulce 5. Nastaveni MRM parametrii jednotlivych pfechodt je uvedeno v tabulce 6.
Tabulka 5. Priklad parametri MS detektoru.

Ioniza¢ni mod ESI+

Capilary voltage 3,50 kV

Source temperature 120 °C
Desolvation temperature 350 °C
Desolvation gas flow 600 1/h

Cone gas flow 50 1/h

CID gas argon, p = 0,5 bar

Tabulka 6. Priklad MRM parametra pro analyzu jednotlivych analyti v krmivech.

Prekurzorovy iont (m/z) Cone voltage (V) | Produktovy iont (m/z) | Kolizni energie (eV)
Sulfadiazin 251,4 28 92,0 36
108,0 30
156,0 20
Sulfamerazin 264,8 28 91,9 30
108,0 30
156,8 25
171,9 25
Sulfametazin 279,0 28 92,0 30
(Sulfadimidin) 108,0 30
124,0 30
155,85 30
186,0 30
Sulfametoxazol 254,0 33 91,9 35
108,0 32
155,9 21
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Vypocet a vyjadiovani vysledki

Obsah jednotlivych 1éciv (X) vyjadienych v mg/kg se vypocita podle vztahu
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je koncentrace 1é¢iva ve zkuSebnim vzorku, zjisténa z kalibracniho grafu v mg/l,
objem extrakéni smési v ml, v tomto postupu 25 ml,
hmotnost zkusebniho vzorku v g, v tomto postupu 1,000 g,

fedéni, resp. zkoncentrovani.
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