CH 6.24. Stanovenie nitroimidazolov a ich metabolitov metédou LC- MS/MS
1. Uréenie metédy

Metoda je urCena na stanovenie nitroimidazolov v mase, mlieku, krvi, vajciach, mede
a v krmivach. Metéda bola prevzata z referenéného pracoviska Eurdpskej Unie pre zakazané
lieCiva — Bundesinstitut fir gesundheitlichen Verbraucherschutz und Veterinarmedizin v Berline.
Tato metdda je vhodna pre konfirmaciu a kvantifikaciu nasledovnych nitroimidazolov
v koncetraénom rozsahu (0,5 - 100) pg/kg:
1,2-dimetyl-5-nitroimidazol (dimetridazol, DMZ)
1-metyl-2-[(carbamoyloxy)metyl]-5-nitroimidazol (ronidazol, RNZ)
2-hydroxymetyl-1-methyl-5-nitroimidazol (HMMNI = RNZOH = DMZOH)
1-(2-hydroxyetyl)-2-methyl-5-nitroimidazol (metronidazol, MNZ)
1-(2-hydroxyetyl)-2-hydroxymethyl-5-nitroimidazol (MNZOH)
1-metyl-2-isopropyl-5-nitroimidazol (ipronidazol, IPZ)
1-metyl-2-hydroxyisopropyl-5-nitroimidazol (ipronidazol, IPZOH)
1-(3-hydroxypropyl)-2-metyl-5-nitroimidazol (ternidazol, TNZ)
2. Princip metédy
Rezidua nitroimidazolov sa stanovuju metédou, ktora pozostava z nasledovnych krokov:
- homogenizacia
- enzymaticka hydrolyza
- extrakcia tuhou fazou
- LC-MS/MS meranie
3. Pomoécky
3.1 Pristroje a zariadenia

- analytické vahy, vortex, rotacna vakuova odparka, centrifuga, termostat,
kvapalinovy chromatograf s hmotnostno-spektrometrickym detektorom (LC-
MS/MS)
3.2 Chemikalie a roztoky
Rozpustadla
- hexan, tert-butylmetyléter, etylacetat, n-heptan, etanol, p.a., acetonitril, gradient
grade
Chemikalie
- HCI, NaCl p.a., KH,PO,4, NaOH, mrav€an aménny, kyselina mrav¢ia pre HPLC
- proteaza, typ Rhizopus sp.
Roztoky
- 25 % HCI
- 0,002 mol/l HCI
- 5 mol/l NaOH



- Fosfatovy timivy pufor: NaCl/KH,PO,
- etylacetat : tert-butylmetyléter (1:1 v/v)
4. Pracovny postup

4.1 Priprava standardov

Ako rozpustadlo je pouzity etanol. Standardna kalibraéna krivka sa pripravuje v rozsahu 1 az

5 ng/g podfa potreby.

4.2 Priprava vzorky

4.2.1 Homogenizacia, hydrolyza a odtu¢nenie
Vajcia

K 2 g zhomogenizovanej vzorky pridat 10 ml pufru, 1 ml roztoku proteazy, 100 ul zmesi
internych Standardov a upravit pH na hodnotu 3,0 pouzitim 25 % HCI a dobre premiesat. Vzorku
hydrolyzovat cez noc v termostate pri 37°C.

Na druhy den najprv opat skontrolovat pH 3,0 a v pripade potreby upravit na tuto hodnotu.
Nasledne pridat 10 ml hexanu, poriadne premiesat’ na vortexe (20 — 30s) a centrifugovat 10 min
pri 4000 ot/min a teplote 4°C. Hornu vrstvu dekantovat a k peletam pridat 4,5 ml pufru (pH 3,0)
a 5 ml hexanu, vSetko premieSat’ a centrifugovat 10 min pri 4000 ot/min a 4°C. Hexanovu vrstvu
opat dekantovat. Opat pridat 10 ml hexanu, jemne premiesat a centrifugovat 10 min pri 4000
ot/min a 4°C. Hornu hexanovu vrstvu odstranit’ aj s tuhymi ¢asticami, upravit pH na 6,0 pomocou

5 mol/l NaOH a &istu vodnu fazu doplinit do 18 ml vodou.

Méso

K 5 g masa pridat 8 ml pufru (pH 3,0), 1 ml proteazy, 25 ul zmesi internych Standardov
a dokladne homogenizovat’ na vortexe. Nasledne upravit pH na 3,0 pomocou 25% HCI a znova
poriadne premiesat. Vzorku nechat hydrolyzovat cez noc v termostate pri 37°C.

Na druhy deri centrifugovat 10 min pri 4000 ot/min a 4°C. Supernatant zliat do Cistej
skumavky a k sedimentu pridat 8 ml pufru (pH 3,0) a premieSat, opat centrifugovat. Oba
supernatanty spojit aupravit pH na 3,0. Nasledne pridat 10 ml hexanu, dbékladne
homogenizovat na vortexe (20 — 30s), centrifugovat 10 min pri 4000 ot/min a 4°C. Hexanovu
vrstvu odstranit, vo vodnej vrstve upravit pH na 6,0 pomocou 5 mol/l NaOH a doplnit vodou do
18 ml.

Med



K & g medu pridat 10 ml pufru (pH 3,0) a rozpustit’ premieSanim na vortexe. Potom pridat’ 1
ml proteazy, 25 ul zmesi internych Standardov a dékladne homogenizovat na vortexe. Nasledne
upravit pH na 3,0 pomocou 25% HCI, znova poriadne premiesat na vortexe a doplnit do 18 ml
pufrom. Vzorku nechat’ hydrolyzovat' cez noc v termostate pri 37°C.

Na druhy deni upravit pH na 3,0 a pridat 10 ml hexanu, dékladne homogenizovat na vortexe
(20 — 30s), centrifugovat 10 min pri 4000 ot/min a 4°C. Hexanovu vrstvu odstranit, vo vodnej

vrstve upravit pH na 6,0 pomocou 5 mol/l NaOH a ak je to potrebné, doplnit vodou do 18 ml.

Mlieko
K5 g mlieka pridat 6 ml pufru (pH 3,0), 1 ml roztoku protedzy, 25 ul zmesi internych
Standardov a upravit pH na hodnotu 3,0 pomocou 25% HCI a poriadne premiesat. Doplinit
pufrom na objem 18 ml a premiesat. Vzorku nechat’ hydrolyzovat cez noc v termostate pri 37°C.
Na druhy den centrifugovat 10 min pri 4000 ot/min a 4°C, preliat do Cistej centrifugaénej
skumavky, skontrolovat’ pH a pripadne ho upravit na 3,0. K supernatantu pridat 10 ml hexanu,
dokladne premiedat’ na vortexe (20 — 30s), centrifugovat 10 min pri 4000 ot/min a 4°C. Vrchnu

hexanovu vrstvu odstranit, pH upravit na 6,0 pomocou 5 mol/l NaOH a doplnit vodou do 18 ml.

Sérum

K 2,5 ml séra pridat 1 ml roztoku proteazy, 125 ul zmesi internych Standardov. Upravit pH
na hodnotu 3,0 pomocou 25% HCI, dokladne premieSat’ na vortexe a doplnit do 18 ml pufrom
(pH 3,0). Vzorku nechat hydrolyzovat cez noc v termostate pri 37°C.

Na druhy den centrifugovat 10 min pri 4000 ot/min a 4°C, preliat do Cistej centrifugaénej
skumavky, skontrolovat pH a pripadne ho upravit na 3,0 pomocou 25% HCI. K supernatantu
pridat 10 ml hexanu, dékladne premiesat na vortexe (20 — 30s), centrifugovat 10 min pri 4000
ot/min a 4°C. Vrchnu hexanovu vrstvu odstranit, pH upravit na hodnotu 6,0 pomocou 5 mol/l
NaOH a doplinit vodou do 18 ml.

Krmivo

K 2 g krmiva pridat 10 ml pufru (pH 3,0), 1 ml proteazy, 100 ul zmesi internych Standardov
a dokladne homogenizovat na vortexe. Nasledne upravit pH na 3,0 pomocou 25% HCI a znova
poriadne premieSat. Vzorku nechat hydrolyzovat cez noc v termostate pri 37°C.

Na druhy den centrifugovat 10 min pri 4000 ot/min a 4°C. Supernatant zliat do Cistej
skumavky a k sedimentu pridat 8 ml pufru (pH 3,0), opat centrifugovat. Oba supernatanty spojit’
aupravit pH na 3,0. Znova poriadne premieSat. Nasledne pridat 10 ml hexanu, ddkladne

homogenizovat na vortexe (20 — 30s), centrifugovat 10 min pri 4000 ot/min a 4°C. Hexanovu



vrstvu odstranit’ a vo vodnej vrstve upravit pH na hodnotu 6,0 pomocou 5 mol/l NaOH a doplnit
vodou do 18 ml.

4.2.2 Extrakcia tuhou fazou

Pripraveny roztok vzorky v mnozstve 18 ml priamo aplikovat na kolénky s naplfiou Extrelut.
Po 20 minutach ekvilibracie pridat 20 ml zmesi etylacetat/tert. butylmetyléter (1:1, v/v). Po 15
minutach pridat’ 2-krat 20 ml zmesi etylacetat/tert. butylmetyléter (1:1, v/v), eluat zachytavat do
100 ml Erlenmayerovej banky a zakoncentrovat na vakuovej odparke na objem 0,5 ml pri 45°C.
Koncentrat preniest do 4 ml vialky, banku 2-krat vyplachnut 0,5 ml tert. butylmetyléteru a odparit
slabym prudom dusika do sucha. Rozpustit v 100 ul mobilnej fazy A, centrifugovat 5 min cez

centrifugaény filter pri 14 000 ot/min a 5°C, preniest do vialky s insertom a pouZit na analyzu.

4.3 Podmienky LC-MS/MS merania

LC-MS/MS parametre

dizka: 150 mm
. ID: 4 mm
LC kolona: velkost ¢astic: 5 um
faza: Inertsil ODS-2
LC predkoldna: faza: Inertsil ODS-2
prietok: 0,3 ml/min
mobilna faza: A: 10 mM mrav&an amoénny + acetonitril (9:1)
' B: 10 mM mrav€an aménny + acetonitril (1:9)
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