CH 6.25. Stanovenie nesteroidnych antiflogistik (NSAIDs) metdédou LC-
MS/MS

1. Uréenie metody

Metdda je urCena na stanovenie nesteroidnych antiflogistik (NSAIDs — Non-Steroidal Anti-
Inflammatory Drugs) v krvi, mase a v mlieku. V mase, v mlieku a v krvi sa stanovuju tieto
rezidua: diclofenac, vedaprofen, naproxen, ketoprofen, meloxicam, flunixin, 5-hydroxyflunixin,

kyselina tolfenamova, carprofen, phenylbutazén a oxyphenylbutazon.

2. Princip metédy

Rezidua nesteroidnych antiflogistik su stanovované v krvnom sére, v mase a surovom
kravskom mlieku. Po hydrolyze a extrakcii organickym rozpustadlom nasleduje precistenie
ziskaného extraktu na vhodnom SPE sorbente. Zahusteny precisteny extrakt rezidui NSAIDs sa

analyzuje metédou LC-MS/MS.

3. Pomécky
3.1 Pristroje a zariadenia

- analytické vahy, vortex, termostat, centrifuga s chladenim, ultrazvuk, rotatna vakuova
odparka, Turbo Vap LV, kvapalinovy chromatograf s hmotnostno-spektrometrickym
detektorom (LC-MS/MS)

3.2 Chemikalie a roztoky

- izooktan, metanol, hexan, acetonitril, dietyléter, deionizovana voda
- pufor (Na-acetate buffer; pH 5.0)

- enzym glukuronidaza-sulfataza z Helix pomatia

- Kyselina askorbova 0,02M a 0,01M

- 1M HCI

- 0,9% NacCl

- Hexan:dietyléter, 1:1

- Acetonitril: metanol, 9:1

4. Pracovny postup
4.1 Maso

K 2 g masa pridat 6 ml pufru (Na-acetate) s pH=5 a upravit pH zmesi na hodnotu 4,5. Pridat
20 ul glukuronidazy, dokladne premiesat’ a nechat hydrolyzovat’ 1 hodinu pri 37°C.

Po hydrolyze upravit pH na hodnotu 1,5 — 2 pomocou HCI a pridat 5 ml acetonitrilu,
premiesat na vortexe a centrifugovat 10 min pri 4000 ot/min a 4°C. Supernatant dekantovat’ do

Cistej centrifugacnej skimavky a maso znova 2x extrahovat 5 ml acetonitrilu a 1 ml octanového



pufru. Supernatanty zo vSetkych 3 extrakcii spojit a pridat k nim 5 ml hexanu. Zmes premiesat
na vortexe a centrifugovat' 5 min pri 3000 ot/min. Vrchnu hexanovu vrstvu vyhodit do odpadu.
Spodnu acetonitrilovu vrstvu znova premyt 5 ml hexanu, premieSat’ a centrifugovat 5 min pri
3000 ot/min. Vrchnu hexanovu vrstvu vyhodit’ do odpadu.

Spodnu acetonitrilovu vrstvu odparit’ dusikom na objem cca 9 ml pri 50°C. K odparku pridat
5 ml 0,02M kyseliny askorbovej, premieSat na vortexe, viozit na 20 s do ultrazvuku
a centrifugovat 15 min pri 4000 ot/min a 4°C. V supernatante upravit pH na hodnotu 3 a pouzZit

ho na gistenie cez SPE koldnku.

Cistenie na SPE kolonke:

- Cistenie kolonky: 2 ml hexan: dietyléter (1:1, v/v); susit’ pri plnom vakuu 10 min

- kondicionovanie kolonky: 2 ml metanol

- ekvilibracia: 2 ml kyseliny askorbovej

- aplikacia vzoky: supernatant preniest kvantitativne

- preplach: 2 ml kyseliny askorbovej a nasledne 2 ml deionizovanej vody

- suSenie: pri plnom vakuu, najmenej 30 min

- elucia: 2,5 ml hexan : dietyléter (1:1, v/v)

5 ml acetonitril : metanol (9:1, v/v)
4.2 Mlieko

4 ml mlieka napipetovat do skumavky, pridat 40 ul glukuronidazy, dékladne premieSat
a nechat hydrolyzovat 1 hodinu pri 37°C.

Potom pridat' 6 ml acetonitrilu a 1 ml roztoku NaCl na precipitaciu bielkovin. Vzorku nasledne
centrifugovat 10 min pri 3500 ot/min a 4°C, potom pridat’ k vodnej vrstve dalSie 2 ml acetonitrilu
na precipitaciu zvySnych bielkovin a vzorku opat centrifugovat 10 min pri 3500 ot/min a 4°C.
Zrazeninu vyhodit.

Vodnu vrstvu dekantovat do 50 Cistej skumavky a upravit pH na hodnotu 3 pridanim 1M HCI.

Pridat 10 ml 0,02M kyseliny askorbovej a celé kvantitativne preniest na SPE kolénku.

Cistenie na SPE kolénke:

- Cistenie koldnky: 2 ml hexan: dietyléter (1:1, v/v); susit pri plnom vakuu 10 min
- kondicionovanie kolonky: 2 ml metanol

- ekvilibracia: 2 ml kyseliny askorbovej

- aplikacia vzoky: supernatant preniest kvantitativne

- preplach: 2 ml kyseliny askorbovej a nasledne 2 ml deionizovanej vody

- suSenie: pri plnom vakuu, najmenej 30 min



- elucia: 2,5 ml hexan : dietyléter (1:1, v/v)
5 ml acetonitril : metanol (9:1, v/v)

4.3 Krvné sérum
5 ml séra napipetovat do teflénovej skimavky, upravit pH na 3 pridanim 1M HCI a vzorku

hydrolyzovat pri laboratérnej teplote 10 min. Napokon pridat 15 ml 0,01 M kyseliny askorbovej
(pH 3) a vzorku kvantitativne preniest na SPE kolonku a predistit.

Cistenie na SPE kolénke:
- Cistenie kolonky: 2 ml hexan: dietyléter (1:1, v/v); susit’ pri plnom vakuu 10 min

- kondicionovanie kolonky: 2 ml metanol

- ekvilibracia: 2 ml kyseliny askorbovej, pH 3

- aplikacia vzoky: supernatant preniest’ kvantitativne

- preplach: 2 ml kyseliny askorbovej, pH 3

2 ml deionizovanej vody

- suSenie: pri plnom vakuu, najmenej 20 min

- elucia: 2,5 ml hexan : dietyléter (1:1, v/v)
4.4 Koncentracia

Eluat odparit pradom dusika na Turbo Vap odparke pri 50°C dosucha, pridat 100ul
ACN:MeOH (9:1), prefiltrovat cez centrifugacny filter pri 14 000 ot/min a 5°C, preniest’ do Cistej

vialky a pouZzit na stanovenie pomocou LC-MS/MS.

5. Podmienky merania
Koléna: Inertsil ODS2 - (Cyg), 15 cm x 4,0 mm, s predkolénkou INODS2.
Teplota kolény: 35°C
Objem nastreku: 10 pl
Mobilna faza: A- 0,001M Kyselina octova + Acetonitril (9+1)

B- Acetonitril

Prietok: 0,3 ml/min
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