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STANOVENI OBSAHU SULFONAMIDU METODOU LC-MS/MS

1 Ugel a rozsah

Postup specifikuje podminky pro stanoveni sulfonamidl (sulfadiazin, sulfamerazin, sulfametazin
a sulfametoxazol) v krmivech metodou LC-MS/MS.
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Obrazek 3. Sulfametazin. Obrazek 4. Sulfametoxazol.
2 Princip

Vzorky krmnych smési se extrahuji vodnym roztokem methanolu. Nafedéné extrakty se separuji
nareverzni fazi C18 a analyzuji metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie ve spojeni
s tandemovou hmotnostni spektrometrii.

3 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

1 Methanol, CH30OH, pro HPLC.

2 Ultragista voda pro HPLC (18,2 MQ/cm) podle CSN ISO 3696.

3 Kyselina mraven¢i, HCOOH, 98%, pro hmotnostni spektrometrii.
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Methanol, CH30H, 50% roztok.

Ptiprava: Do 1000ml odmérné banky se odméti 500 ml methanolu (1) a 500 ml ultracisté vody
(2). Vznikly roztok se promicha, odvzdusni na ultrazvukové ldzni a vytemperuje na laboratorni
teplotu.

Zakladni standardni latky s deklarovanou Cistotou.

Sulfadiazin C10H10N4O2S, 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 ve vode¢.

Ptiprava: Do 1000ml odmérné banky se odméti 900 ml ultracisté vody (2) a 1 ml kyseliny
mraven¢i (3), doplni se vodou (2) po znacku. Vznikly roztok se promichd a odvzdus$ni
v ultrazvukové lazni. Tento roztok se pripravuje vzdy Cerstvy.

Mobilni faze B: 0,1% roztok kyseliny mravenci v methanolu.

Ptiprava: Do 1000ml odmérné banky se odméti 900 ml methanolu (1) a 1 ml kyseliny mravenci
(3), doplni se methanolem (1) po znacku. Vznikly roztok se promichd a odvzdusni
v ultrazvukové lazni. Uchovava se pii laboratorni teploté do vypotiebovani.

Pristroje a pomiicky

Vysokoucinny kapalinovy chromatograf s MS/MS detekci, napt. Waters XEVO TQD.
Separacni kolona, napt. ACQUITY UPLC BEH C-18; 1,7 um, (50 % 2,1) mm nebo jina vhodna.
Ultrazvukova lazen.

Analytické vahy s piesnosti 0,001 g.

Laboratorni ttepacka, (50 — 100) kmitl/min.

Laboratorni odstfedivka s nastavitelnou teplotou.

Postup

Ptipravi se zasobni standardni roztoky vSech analytl a jejich smésné pracovni roztoky.

5.1

Piiprava standardnich roztoki

Sulfadiazin — zasobni standardni roztok

Navazi se presn¢ asi 25 mg sulfadiazinu (5), kvantitativné se prevede do tmavé 50ml odmérné baiky
a doplni se methanolem (1) po znacku. Pfi vypoctu vysledné koncentrace se bere v ivahu Cistota
zékladni standardni latky. Pfi uchovani ve tmé pii teploté (4 — 8) °C je tento roztok stabilni nejméné
pul roku.

c(sulfadiazin) = 0,5 g/l.
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Sulfamerazin — zasobni standardni roztok

Navazi se presné asi 25 mg sulfamerazinu (5), kvantitativné se pievede do tmavé 50ml odmérné banky
a doplni se methanolem (1) po znacku. Pfi vypoctu vysledné koncentrace se bere v uvahu Cistota
zakladni standardni latky. Pfi uchovani ve tmé pfi teploté (4 — 8) °C je tento roztok stabilni nejméné
pul roku.

c(sulfamerazin) = 0,5 g/I1.

Sulfametazin — zasobni standardni roztok

Navazi se pfesné asi 25 mg sulfametazinu (5), kvantitativné se pfevede do tmavé 50ml odmérné baiky
a doplni se methanolem (1) po znacku. Pii vypoctu vysledné koncentrace se bere v tivahu distota
zakladni standardni latky. Pfi uchovani ve tmé pfi teploté (4 — 8) °C je tento roztok stabilni nejméné
pul roku.

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

Sulfametoxazol — zdsobni standardni roztok

Navazi se pfesné asi 25 mg sulfametoxazolu (5), kvantitativné se prevede do tmavé 50ml odmérné
baiiky a doplni se methanolem (1) po znacku. Pii vypoctu vysledné koncentrace se bere v uvahu Cistota
zakladni standardni latky. Pfi uchovani ve tmé pfi teploté (4 — 8) °C je tento roztok stabilni nejméné
pul roku.

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

Smésny pracovni standardni roztok I

Do 25ml odmémé banky se napipetuje vypoctené mnoZstvi od kazdého jednotlivého zasobniho
roztoku (sulfadiazin, sulfamerazin, sulfametazin a sulfametoxazol) tak, aby vysledna koncentrace byla
50 mg/l a doplni po znacku methanolem (1). Pfi uchovani ve tmé pfi teploté (4 — 8) °C je tento roztok
stabilni nejmén¢ pul roku.

c(analyt) = 50 mg/1.

Smésny pracovni standardni roztok 11

Do 10ml odmérné bariky se napipetuje 2 ml smésného pracovniho standardniho roztoku I a doplni
po znacku methanolem (1). Tento roztok se ptipravuje vzdy Cerstvy.
c(analyt) = 10 mg/1.

Smésny pracovni standardni roztok 111

Do 10ml odmérné baiiky se napipetuje 1 ml smeésného pracovniho standardniho roztoku II a doplni
po znacku methanolem (1). Tento roztok se pfipravuje vzdy Cerstvy.
c(analyt) = 1 mg/l.

5.2  Ptiprava Kkalibracnich roztoki a sestrojeni kalibrac¢ni kiivky

Do 10ml odmérnych bané€k se podle Tabulky 1 odméfi odpovidajici mnoZzstvi smésného pracovniho
standardniho roztoku III a doplni se asi 1 cm pod znacku 50% methanolem (4). Po promichani
a vytemperovani se doplni 50% methanolem (4) po znacku a pievede do vialek. Takto nafedéné
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kalibra¢ni roztoky odpovidaji koncentracim v rozmezi (0,003 — 0,2) mg/l. Na chromatografickou
kolonu se davkuje 2 ul kalibraéniho roztoku. Kalibra¢ni roztoky se pfipravi bezprostiedné
pfed kazdym méfenim. Kalibra¢ni kiivky jsou linedrni a prochdzeji pocatkem.

Lze pouzit i interni kalibraci u spornych vzorkii s vyznamnym matricnim efektem.

Tabulka 1. Pfiprava kalibracnich standardnich roztokii.

Odmérna barka 10 ml 1 2 3 4 5 6 7

Smés.prac.standard. roztok IIT (ml) | 0,03 0,08 0,16 0,4 0,8 1,2 2,0

Koncentrace analytu (mg/1) 0,003 | 0,008 | 0,016 | 0,040 | 0,080 | 0,120 | 0,200

5.3  Priprava vzorku

Uprava vzorki se provadi podle CSN EN ISO 6498 Krmiva - Pokyny pro piipravu vzorku a JPP
60010.1 Postupy uprav zkusSebnich vzorki jednotlivych druhii krmiv.

5.4 Extrakce 1é¢iv ze vzorku

Do 50ml centrifugaéni zkumavky se navazi 1 g zkuSebniho vzorku krmné smési s presnosti 0,01 g
apfida se 25 ml 50% methanolu (4). Zkumavka se uzavie a tifepe se pii laboratorni teploté
na laboratorni tfepacce 20 min pii asi 90 kmitech/min. Ziskany extrakt se poté odstfedi 20 min
pi1 1500 g. Ze supernatantu se pipetuje do 10ml odmérné banky vhodny alikvot podle Tabulky 2.
Odmeérna baiika se doplni po znacku 50% methanolem (4) a po promichani se prevede do vialky.
V kazdé¢ sérii stanoveni se provede stanoveni slepého vzorku a vhodného referencniho materialu.

Tabulka 2. Redéni extraktt krmiv.

Deklarace (mg/kg) Redéni

Krmiva <10 10 x
10-100 100 x
> 100 1000 x

5.5 Vlastni stanoveni 1é¢iv ve vzorcich

Stanoveni se provadi za separacnich podminek chromatografického systému, které jsou uvedeny
v Tabulkach 3 az 5. Parametry stanoveni plati pro sestavu UHPLC-MS/MS Waters XEVO TQD
a slouzi jako ptiklad nastaveni instrumentace.
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Tabulka 3. Chromatografické parametry stanoveni - priklad.
Kolona ACQUITY UPLC BEH C-18; 1,7 pm, (50 x 2,1) mm
Teplota kolony 30 °C
Teplota autosampleru 20 °C
Mobilni faze gradient mobilni faze A (6) a mobilni faze B (7) podle Tabulky 4
Celkové doba analyzy 6 min
Pritok mobilni faze 0,5 ml/min
Objem nastiiku 2ul
Tabulka 4. Gradientovy program pro analyzu.
Cas (min) Mobilni faze A (%) Mobilni faze B (%)
0 100 0
0,54 100 0
0,6 90 10
4,2 80 20
5,0 0 100
5,3 100 0
6,0 100 0

Reten¢ni Casy jednotlivych analyti za uvedenych podminek jsou v Tabulce 5.

Tabulka 5. Reten¢ni ¢asy jednotlivych analytii za uvedenych podminek.

Analyt Retenc¢ni ¢as (min)
Sulfadiazin 1,54
Sulfamerazin 2,03
Sulfametazin (Sulfadimidin) 2,70
Sulfametoxazol 3,53

Parametry stanoveni MS

Pro identifikaci jednotlivych analytl se pouzije MRM mdd (multiple reaction monitoring), sledovani
produktovych ionti pochazejicich z jednoho prekurzorového iontu. Nalezené optimélni parametry
MS detektoru, pifi kterych je intenzita danych produktovych iontd maximalni, jsou uvedeny
v Tabulce 6. Nastaveni MRM parametrti jednotlivych ptechodi je uvedeno v Tabulce 7.
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Tabulka 6. Pfiklad parametri MS detektoru.

Ioniza¢ni mod ESI+

Capilary voltage 3,00 kV

Source temperature 120 °C
Desolvation temperature 450 °C
Desolvation gas flow 1000 1/h

Cone gas flow 501/h

CID gas argon, p = 0,5bar

Tabulka 7. Pfiklad MRM parametrii pro analyzu jednotlivych analyti v krmivech.

Prekurzorovy iont (m/z) Cone voltage (V) | Produktovy iont (m/z) | Kolizni energie (eV)
Sulfadiazin 251,1 28 92,0 29
108,0 30
156,0 20
Sulfamerazin 265,1 35 92,0 31
108,0 27
156,0 20
172,0 20
Sulfametazin 279,1 40 92,0 35
(Sulfadimidin) 108.0 27
124,0 22
156,0 22
186,0 18
Sulfametoxazol 254.,0 33 92,0 30
108,0 30
156,0 18
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6 Vypocet a vyjadiovani vysledki
Obsah jednotlivych 1éCiv (X) vyjadienych v mg/kg se vypocita podle vztahu:

x = &% V xR
m

kde
c je koncentrace 1é¢iva ve zkuSebnim vzorku, zji§téna z kalibra¢niho grafu v mg/l,
14 objem extrakéni smési v ml, v tomto postupu 25 ml,
m hmotnost zkusebniho vzorku v g, v tomto postupu 1 g,
R fedéni, resp. zakoncentrovani.
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