CH 6.18. STANOVENIE AMINOGLYKOZIDOV METODOU
HPLC/MS/MS

1 PRINCIP METODY

Na analyzu aminoglykozidov sa pouzije chromatografickd kolona s obratenymi fazami, na
analyzu streptomycinu a dihydrostreptomycinu v mede sa pouzije HILIC chromatograficka
koléna. Po rozdeleni rezidui sa tieto deteguji hmotnostnym detektorom pracujucim v rezime
MS/MS v pozitivnom mode. lonizacia ESI.  Identifikacia latky je prevedena dvoma
tranziciami (2 transitions) a kontrolou ich i6novych pomerov (ion ratio). Kvantifikacia je
prevedend metodou externej kalibracie.

2 POUZITEENOST METODY

Metoda je vhodna na konfirmacné stanovenie aminoglykozidov v méise, mlieku a mede.

3 CHEMIKALIE A ROZTOKY
3.1 Cisté chemikalie

3.1.1 Streptomycin sulfate (STM)

3.1.2 Apramycin sulfate (AM)

3.1.3 Neomycin trisulfate hydrate (NM)

3.1.4 Dihydrostreptomycin sesquisulfate (DSTM)
3.1.5 Gentamycin sulfate (GM)

3.1.6 Spectinomycin dihydrochloride pentahydrate (SM)
3.1.7 Paromomycin sulfate (PM)

3.1.8 Acetonitril gradient grade

3.1.9 Kyselina octova p.a.

3.1.10 Kyselina trichloroctova p.a

3.1.11 Dodekahydrat fosfore¢nan trisodny p.a.
3.1.12 Kyselina ortofosfore¢na

3.1.13 Heptane-sulfonic acid sodium salt

3.1.14 Metanol gradient grade

3.1.15 Pentafluoropropionova kyselina

3.1.16 Kyselina mravcia

3.1.17 Heptafluorobutyric acid (HFBA)

3.1.18 deionizovana voda

3.1.19 Dihydrogénfosforecian draselny KH,PO, p.a.
3.1.20 Kyselina chlérovodikova 37% p.a.

3.1.21 Na;EDTA . 2H,0 p.a.

3.1.22 Hydroxid sodny p.a.

3.1.23 Mravéan amonny p.a.



3.2 Roztoky a reagencie

3.2.1 Extrakény pufer

Navazit’ 2 g heptane-sulfonic acid sodium salt (3.1.13.) a 1,9 g NazPO,4 x 12 H,0 (3.1.11.).
Doplnit’ do 200 ml deionizovanou vodou. Upravit’ pH na 2 pomocou kyseliny ortofosforecne;j
(3.1.12)).

3.2.2 10 % kyselina octova

3.2.3 5% kyselina trichloroctova

3.2.4  0,1% pentafluoropropionova kyselina

3.2.5 0,1% kyselina mravcia

3.2.6 0,1% kyseliny mrav¢ia v acetonitrile

3.2.7 100 mmol.dm™ HFBA

3.2.8 5mmol.dm®HFBA

Zobrat' 10 ml 100 mmol.dm™ HFBA (3.2.7.) a doplnit do 200 ml deionizovanou vodou.

3.2.9 Fosfatovy pufer

Navazit' 1,36 g dihydrogénfosfore¢inanu draselného (3.1.19), rozpustit v 1 | deionizovanej
vody, pH upravit s IM kyselinou chlorovodikovou (3.2.10) na hodnotu 4,0. Pridat’ 0,15g
Na;EDTA . 2H,0 (3.1.21) a 20 g trichloroctovej kyseliny (3.1.10)

3.2.10 1M kyselina chlorovodikova

3.2.11 30% hydroxid sodny

3.2.12 3% kyselina mravéia v metanole

3.2.13 0,1% kyselina mravcia vo vode: 0,1% kyseliny mrav¢ia v acetonitrile (30:70)

3.2.14 metanol — voda (1:1)

3.2.15 250 mM mravéan aménny vV zmesi metanol — voda (1:1)

3.3 Standardné roztoky
3.3.1 Zasobné roztoky Standardov

3.3.1.1 Zasobny roztok standardu streptomycinu (100 mg/l vo vode)

Navazit 12,5 mg streptomycin sulfate (3.1.1.) do 100 ml odmernej banky. Rozpustit
Vv malom mnozstve vody a doplnit’ po znacku deionizovanou vodou.

3.3.1.2 Zasobny roztok standardu apramycinu (100 mg/l vo vode)

Navazit' 12,1 mg apramycin sulfate (3.1.2.) do 100 ml odmernej banky. Rozpustit’ v malom
mnozstve vody a doplnit’ po znacku deionizovanou vodou.

3.3.1.3 Zasobny roztok standardu dihydrostreptomycinu (100 mg/l vo vode)

Navazit' 12,8 mg dihydrostreptomycin sesquisulfate (3.1.4.) do 100 ml odmernej banky.
Rozpustit’ v malom mnozstve vody a doplnit’ po znacku deionizovanou vodou.

3.3.1.4 Zasobny roztok standardu gentamycinu (100 mg/l vo vode)

Navazit’ 15,3 mg gentamycin sulfate (3.1.5.) do 100 ml odmernej banky. Rozpustit’ v malom
mnozstve vody a doplnit’ po znacku deionizovanou vodou.

3.3.1.5 Zasobny roztok standardu neomycinu (100 mg/l vo vode)

Navazit' 14,3 mg neomycin trisulfate salt hydrate (3.1.3.) do 100 ml odmernej banky.
Rozpustit’ v malom mnoZzstve vody a doplnit’ po znacku deionizovanou vodou.

3.3.1.6 Zasobny roztok Standardu spectinomycinu (100 mg/l vo vode)

Navazit' 14,9 mg spectinomycin dihydrochloride pentahydrate (3.1.6.) do 100 ml odmernej
banky. Rozpustit' v malom mnozstve vody a doplnit’ po znacku deionizovanou vodou.

3.3.1.7 Zasobny roztok standardu paromomycinu (100 mg/l vo vode)

Navazit' 13,6 mg paromomycin sulfate (3.1.7.) do 100 ml odmernej banky. Rozpustit
Vv malom mnozstve vody a doplnit’ po znacku deionizovanou vodou.



Poznamka: Doba pouzitel'nosti zasobnych Standardnych roztokov je 1 mesiac od pripravenia.
Zasobn¢ Standardné roztoky pripravovat’ do plastovych odmernych baniek a uchovavat’ v tme
pri teplote 4 — 8 °C.

3.3.2 Zakladné roztoky Standardov

3.3.2.1 Zakladny zmesny roztok Standardov NM, PM, STM, DSTM,GM, AM, SM AFC1
(NM, PM, STM, DSTM 10 mg/l, GM 1 mg/l, AM 20 mg/l, SM 6 mg/l vo vode)
Zobrat' zo zasobnych roztokov Standardov: 10 ml NM, PM, STM, DSTM (100 mg/l)
(3.3.1.5)),(3.3.1.7.), (3.3.1.1.), (3.3.1.3.), 1 ml GM (3.3.1.4.), 20 ml AM (3.3.1.2.) a 6 ml SM
(3.3.1.6.) preniest’ do 100 ml odmernej banky a doplnit’ po zna¢ku deionizovanou vodou.

3.3.2.2 Zakladny zmesny roztok Standardov SM, STM, DSTM, GM, NM, AM, PM AFC?2
(SM, STM, DSTM 4 mg/l, GM 2 mg/l, NM 30 mg/l, AM 20 mg/l, PM 10 mg/I
Vo vode)
Zobrat’ zo zasobnych roztokov Standardov: 4 ml SM, STM, DSTM (100 mg/l) (3.3.1.6.),
(3.3.1.1), (3.3.1.3.), 2 ml GM (3.3.1.4.), 30 ml NM (3.3.1.5.), 20 ml AM (3.3.1.2.) a10 ml
PM (3.3.1.7.), preniest’ do 100 ml odmernej banky a doplnit’ po znac¢ku deionizovanou vodou.

3.3.2.3 Zakladny zmesny roztok Standardov AM, GM, NM, PM, SM, STM, DSTM AFC3
(1 mg/l vo vode)

Zobrat' 1 ml zo zasobnych roztokov Standardov AM, GM, NM, PM, SM, STM, DSTM

(100 mg/l) (3.3.1.1.) — (3.3.1.7.), preniest’ do 100 ml odmernej banky a doplnit’ po znacku

deionizovanou vodou.

3.3.2.4 Zakladny roztok Standardu STM AFC4 (1 mg/l vo vode)
Zobrat' 1 ml zo zasobného roztoku Standardu STM 100mg/1 (3.3.1.1), preniest’ do 100 ml
odmernej banky a doplnit’ po zna¢ku deionizovanou vodou.

3.3.2.,5 Zakladny roztok Standardu DSTM AFC5 (1 mg/l vo vode)
Zobrat 1 ml zo zasobného roztoku Standardu DSTM 100mg/1 (3.3.1.3), preniest do 100 ml
odmernej banky a doplnit’ po znac¢ku deionizovanou vodou.

3.3.3 Pracovné roztoky Standardov

3.3.3.1 Zmesny roztok standardov AM, GM, NM, PM, SM, STM, DSTM AMC 1

(50 ng/l v 5 % kyseline trichloroctovej)
Zobrat' 5 ml zo zakladného roztoku Standardov AM, GM, NM, PM, SM, STM, DSTM -
AFC3 (1 mg/l) (3.3.2.3.), preniest do 100 ml odmernej banky a doplnit’ po znacku 5 %
kyselinou trichléroctovou. (3.2.3.)
Poznamka: Pracovny roztok pouzit’ pri analyze svalu, oblicky, pecene, mlieka.

3.3.3.2 Zmesny roztok Standardov STM, DSTM AMC 2
(50 pg/l vzmesi 0,1% kyselina mravéia vo vode: 0,1% kyseliny mravcia v
acetonitrile (30:70))
Zobrat' 5 ml zo zékladného roztoku Standardu STM — AFC4 (1 mg/l) (3.3.2.4.) a5 ml zo
zakladného roztoku Standardu DSTM — AFCS5 (1 mg/l) (3.3.2.5.), preniest do 100 ml
odmernej banky a doplnit’ po znacku zmesou 0,1% kyselina mrav¢ia vo vode:0,1% kyselina
mravcia v acetonitrile (30:70)(3.2.13.)
Poznamka: Pracovny roztok pouzit’ pri analyze medu.



Poznamka: Zékladné a pracovné roztoky Standardov sa pripravuju vzdy Cerstvé.

4 PRISTROJE A POMOCKY

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

4.2 chromatograficka kolona : UPLC C18

4.3 analytickd vdha HELAGO HM 200

4.4  trepacka Heidolph

4.5 minishaker (Vortex)

4.6 odstredivka- Biofuge Stratos (Heraeus)

4.7 Termovap

4.8 pH meter Knick

4.9 centrifugacné teflonové nadobky 50 ml

4.10 odmerné sklo

4.11 odmerné sklo

4.12 striekackovy mikrofilter

4.13 kvapalinovy chromatograf Agilent 1100 s hmotnostnym detektorom MSD Trap

4.14 chromatografickd kolona HILIC

4.15 SPE kolénky

4.16 filtratny papier Whatman 4

4.17 Hamilton stiekacka

5 PRACOVNY POSTUP

5.1 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 pouziji negativne matrice. Vzorky sa fortifikuja v 0.5, 1, 2, 5
nasobku ustanoveného MRL v pripade medov v 0.5, 1, 2 , 5 nasobku detekéného limitu.

sval :

Navazit 2 g homogenizovane] vzorky do centrifuganej teflénove; nadobky. Pridat
jednotlivé roztoky Standardov podl'a tabul’ky 1. Premiesat’ na Vortexe. Nechat’ postat’ 10 min.
a pokracovat’ podl'a procedury od bodu 5.3.1.

mlieko:

Navazit 2 g homogenizovane] vzorky do centrifuga¢nej teflonovej nadobky. Pridat
jednotlivé roztoky standardov podla tabulky 2. Premiesat’ na Vortexe. Nechat’ postat’ 10 min.
a pokracovat’ podl'a procedury od bodu 5.3.1.



med:

Navazit 5 g homogenizovanej vzorky do centrifugacnej teflonovej nadobky. Pridat
jednotlivé roztoky standardov podla tabulky 3. PremieSat’ na Vortexe. Nechat’ postat” 10 min.
a pokracovat’ podl'a procedury od bodu a 5.3.2.

Tabul'ka 1 priprava fortifikovanych vzoriek svalu

Koncentracia aminoglykozidov vo vzorke Pridavok
(ug/k) roztoku
. (u)
NM,PM,
AM GM STM.DSTM SM AFC1
0 0 0 0 0
500 25 250 150 50
1000 50 500 300 100
2000 100 1000 600 200
5000 250 2500 1500 500

Tabul'ka 2 Priprava fortifikovanych vzoriek mlieka

Koncentracia aminoglykozidov Pridavok
Vo vzorke roztoku (ul)
(Mg/Skl\gl) AM PM
GM NM STM.DSTM AFC2
0 0 0 0 0 0
50 750 100 500 250 50
100 1500 200 1000 500 100
200 3000 400 2000 | 1000 200
500 7500 1000 5000 | 2500 500

Tabulka 3 Priprava fortifikovanych vzoriek medu

Koncentréacia aminoglykozidov
AM,GM,NM,PM,SM,STM,DSTM | Pridavok roztoku AFC3
vo vzorke ()
(ng/kg)

0 0

10 50
20 100
40 200
100 500




5.3 Priprava vzorky

5.3.1 Extrakcia sval, mlieko

Pridat’ 8 ml 5% kyseliny trichléroctovej (3.2.3.). Skiimavku vlozit’ na 10 mint na trepacku.
(nastavit’ 100 ot./min) Centrifugovat’ po dobu 5 mint pri 14000 x g. Supernatant prefiltrovat’
cez striekackovy mikrofilter do vialiek. Napichnut’ na chromatografick kolonu.

5.3.2 Extrakcia med

Pridat’ 20 ml fosfatového pufra (3.2.9.). Skimavku vlozit' na 10 minut na trepacku nastavit
400 ot./min. alebo na Vortex 1minttu. Centrifugovat’ po dobu 10 minut pri 4000 x g a teplote
5 9C. Extrakt prefiltrovat cez filtradny papier Whatman 4, filter preplachnut s2 ml
fosfatového pufru (3.2.9). Upravit pH extraktu s 30% hydroxidom sodnym (3.2.11) na
hodnotu 7,5. Centrifugovat’ 10 minit pri 4000 x g a teplote 5 °C. Extrakt preistit na SPE
kolonke. Eluat odparit’ na termovape do sucha pod prudom dusika pri teplote 40 — 50 °C.
Rezidua rozpustit v 0,5 ml zmesi 0,1% kys. mravéia vo vode : 0,1% kys. mravcia
Vv acetonitrile (30:70) (3.2.13.). PremieSat’ na Vortexe, centrifugovat’ 10 minut pri 4000 x g
ateplote 5 °C. Prefiltrovat cez strickatkovy mikrofilter (4.12), napichnat na
chromatograficku kolonu.

Poznamka: V pripade, ze sa vzorka koncentraéne vymykéa zrozsahu meranej kalibracnej
krivky je pri opakovanom merani upravend tak, aby koncentra¢ne spadala do kalibraéného
rozsahu.

5.4 Chromatograficka analyza

LC-podmienky ACQUITY:

sval, mlieko (aminoglykozidy)

chromatograficka kolona: UPLC C18

teplota: 30 °C

prietok mobilnej fazy: 0,3 ml/min

eluent : 0,1 % kyselina mrav¢ia v acetonitrile / 0,1 % kyselina mravc¢ia
gradientova ellicia

nastrek: 10 pl

med (streptomycin, dihydrostreptomycin)

chromatograficka kolona: HILIC

teplota: 30 °C

prietok mobilnej fazy: 0,3 ml/min

eluent : 0,1 % kyselina mravcia v acetonitrile/ 0,1 % kyselina mravéia
gradientova ellcia

nastrek: 20 pl



LC podmienky Agilent:

med (streptomycin, dihydrostreptomycin)
chromatograficka kolona: HILIC

teplota: 30 °C

prietok mobilnej fazy: 0,3 ml/min
eluent : 0,1 % kyselina mravcia v acetonitrile / 0,1 % kyselina mravcia

gradientova elucia
nastrek: 20 pl

MS podmienky Quattro Premier:

Ioniza¢ny mod: ESI pozitivna

Voltages:

Capillary (kV) : 1,8
Extractor (V): 6

RF Lens (V): 0
Temperatures:
Source Temp (°C): 120

Desolvation Temp (°C): 400

Gas Flow:
Desolvation (I/hr): 800
Cone (I/hr): 80

Tabulka 4 Podmienky nastavenia MS/MS detekcie

Analyser:

LM Resolution 1: 15
HM Resolution 1: 15
lon Energy 1: 1
Entrance: 0

Exit: 1

LM Resolution 2: 15
HM Resolution 2: 15
lon Energy 2: 0,5

Name RT Precursor Product Cone Collision
min m/z m/z \Y eV
spectinomycin 1,60 351,2

, 263,1 32
streptomycin 1,60 582,0 246 1 66 34
. , 263,1 31
dihydrostreptomycin 1,60 584,1 2460 57 40
, 163,2 37
paromomycin 1,60 616,3 2934 46 5
115,9 41
apramycin 1,60 539 498 71 16
260,2 25

450,4 22
gentamycin 1,60 464.,4 3225 25 14

478,4 35
163,2 41
neomycin 1,60 615,4 293,4 40 23
4554 22




Tabulka 5 Podmienky nastavenia MS/MS detekcie med

Narme RT Precursor Product Cone Collision
min m/z m/z \Y eV
, 263,1 32
streptomycin 8,60 582,0 2461 66 34
. , 263,1 31
dihydrostreptomycin 8,60 584,1 246.0 57 40
MS podmienky LC MSD lon Trap:
Ioniza¢ny mod: ESI pozitivna
Detekény mod: MRM
Tabulka 6 Podmienky MS/MS detekcie med
Name seqment RT Precursor Product Width Amplitude
g min. m/z m/z m/z \Y
streptomycin 2 10,6 600 582 4 0,30
dihydrostreptomycin 2 10,6 584 263 2 0,37

5.4.1 [Iniciacny test

Nainjektovat’ na chromatograficku kolénu roztok AMC. 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 kalibra¢nej zavislosti sa vyndSa na
os x: pomer koncentracie zloZky/ koncentracie vnutorného Standardu

os y: pomer plochy zloZky/plochy vnttorného Standardu

Kvantifikacia — metdéda vnatorného Standardu.

C koncentracia vzorky ( pg/kg)

C=c

-samplearea - SI Sd c, :area

'~ SI samplearea- Sd ¢, area

Kvantifik4cia robend na dominantné produkované i6ny, ktoré su v tabul’kach 4 a 5

zvyraznené v stipci Product. V pripade pozitivnej vzorky je nutna kontrola iénovych pomerov
kvantifika¢nej a kvalifikacnej tranzicie. [bnovy pomer musi spliat’ podmienky definované

V Nariadeni ES 657/2002.




7 LITERATURA

1. B. Delepine, D. Hurtaud-Pessel, Liquid-chromatography/tandem mass-spectrometry,
Screening method for identification residues of antibiotics in meat, AFSSA- Agence
Francaise de Securité Sanitaire des Aliments
BP 90203-35302 Fougéres cedex, France

2. Confirmation of aminoglycosides by HPLC — MS/MS, United States Department of
Agriculture Food Safety and Inspection Service, Office of Public Health and Science
2003

3. Bohm, D. A.; Stachel, C. S.; Gowik, P.: Confirmatory Method for Determination of
Streptomycin in Apples by LC-MS/MS. Poster in 4 th International Symposium Recent
Advances in Food Analysis

4. Fugel, D., Anastassiades, M., Scherbaum, E.: Analysis of Kasugamycin in Fruit and
Vegetables Using lon Exchange SPE and LC-MS/MS. EPRW 2006.

8 ZOZNAM SKRATIEK

HPLC - vysokoucinna kvapalinova chromatografia
UPLC — ultraucinna kvapalinové chromatografia
MS/MS- hmotnostna detekcia s minimalne dvoma tranziciami
MSD Trap — hmotnostny detektor typu id6nova pasca
MRL — maximalny rezidualny limit

RT — retencny Cas

ESI — electrospray ionisation

MRM — multiple reaction monitoring

e.g. — napriklad

PFPA — kyselina pentafluoropropiénova

SPE — extrakcia na tuhej faze



