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STANOVENI TIAMULINU METODOU LC-MS/MS

Ucel a rozsah

Postup specifikuje podminky pro stanoveni tiamulinu v krmnych smésich metodou LC-MS/MS.
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Obrazek 1. Tiamulin.
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Princip

Vzorky krmnych smési se extrahuji vodnym roztokem methanolu. Nafedéné extrakty se separuji
na reverzni 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.
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Methanol, CH3;0H, pro HPLC.

Acetonitril, CH3CN, pro HPLC.

Ultragista voda pro HPLC (18,2 MQ/cm) podle CSN ISO 3696.
Kyselina mravenci, HCOOH, 98 %, pro hmotnostni spektrometrii.
Methanol, CH3OH, 90% roztok.

Ptiprava: Do 1000ml odmérné barnky se odméti 900 ml methanolu (1) a 100 ml ultracisté
vody (3). Vznikly roztok se promicha, odvzdu$ni na ultrazvukové 1dzni a vytemperuje
na laboratorni teplotu.
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Methanol, CH30H, 50% roztok.

Ptiprava: Do 1000ml odmérné banky se odméii 500 ml methanolu (1) s 500 ml ultracisté
vody (3). Vznikly roztok se promicha, odvzdusni na ultrazvukové lazni a vytemperuje
na laboratorni teplotu.

Zakladni standardni latka s deklarovanou ¢istotou.
Tiamulin, C2sH47NO4S, M; = 493.74, CAS 55297-96-6.
Mobilni faze A: 0,1% roztok kyseliny mravenci ve vodé.

Ptiprava: Do 1000ml odmérné baniky se odméti 900 ml ultracisté vody (3) a 1 ml kyseliny
mravenci (4), doplni se vodou (3) po znacku. Vznikly roztok se promichd a odvzdus$ni
v ultrazvukové lazni. Tento roztok se ptfipravuje vzdy Cerstvy.

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

Ptiprava: Do 1000ml odmérné banky se odméeii 900 ml methanolu (1) a 1 ml kyseliny
mraven¢i (4), doplni se methanolem (1) po znacku. Vznikly roztok se promicha
a odvzdusni v ultrazvukové lazni. Uchovava se pfi laboratorni teploté do vypotiebovani.

Pristroje a pomiicky

Vysokoucinny kapalinovy chromatograf s MS/MS detekei, napt. Waters Xevo TQD.
Separacni kolona, napt. ACQUITY UPLC BEH C18; (50 x 2,1) mm x 1,7 pum.
Ultrazvukova lazen.

Analytické vahy s piesnosti 0,001 g.

Laboratorni ttepacka (50—100 kmitl/min).

Laboratorni odsttedivka s nastavitelnou teplotou, 1500 g.

Vialky sklenéné, 1,5 ml.

Postup

Piiprava standardnich roztoki

Kalibrace se provadi pfed kazdym métenim.

Tiamulin — zasobni standardni roztok

Navazi se presné asi 2 mg tiamulinu (7) s pfesnosti 0,1 mg, kvantitativné se ptfevede do tmavé
10ml odmémé banky a doplni se acetonitrilem (2) po znacku. Pti vypoctu vysledné koncentrace
se bere v uvahu Cistota zdkladni standardni latky. Pfi uchovani ve tmé pii teploté (4 — 8) °C
je tento roztok stabilni nejméné 6 mésict.

c(tiamulin) = 0,2 g/I.
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Pracovni standardni roztok I

Do 10ml odmérné banky se odméti vypoctené mnozstvi zasobniho roztoku tiamulinu tak, aby
vysledna koncentrace byla 10 mg/l a doplni po znacku methanolem (1). Pti uchovéani ve tmé
pii teploté (4 — 8) °C je tento roztok stabilni nejméné 3 mésice.

c(tiamulin) = 10 mg/1.

Pracovni standardni roztok 11

Do 10ml odmérné baiiky se odméti 1 ml pracovniho standardniho roztoku I a doplni po znacku
methanolem (1). Tento roztok se ptipravuje vzdy Cerstvy.
c(tiamulin) = 1 mg/1.

5.2  Priprava kalibracnich roztoku a sestrojeni kalibra¢ni krivky

Do 10ml odmémych banék se podle Tabulky 1 odméti odpovidajici mnozstvi pracovniho
standardniho roztoku II a doplni se asi 1 cm pod znacku 50% methanolem (6). Po promichéni
a vytemperovani se doplni 50% methanolem (6) po znacku a pievede do vialek. Takto nafedéné
kalibracni roztoky odpovidaji koncentracim v rozmezi (0,003 — 0,2) mg/l. Kalibraéni roztoky
se pripravi bezprosttedné pred kazdym méfenim.

Kalibra¢ni ktivky jsou linedrni a prochézeji pocatkem. Na zdklad¢ kalibraéni kiivky
vyhodnocovaci program vypocte obsah tiamulinu ve vzorcich.

Tabulka 1. Pfiprava kalibra¢nich roztokii.

Odmérna banka 10 ml 1 2 3 4 5 6 7

Prac. standardni roztok II (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

Lze pouzit 1 interni kalibraci u spornych vzorki s vyznamnym matri¢nim efektem.

5.3 Extrakce 1é¢iv ze vzorku

Do 50ml centrifugaéni zkumavky se navazi 1g zkuSebniho vzorku krmné smeési
s presnosti 0,01 g aptida se 25 ml 90% methanolu (5). Zkumavka se uzavie a tiepe se
pii laboratorni teploté na laboratorni tiepacce 30 min pii cca 90 kmitech/min. Ziskany extrakt
se poté odstiedi 20 min pii 1500 g na odstfedivce s nastavenou teplotou 20 °C. Po vytemperovani
obsahu centrifugacni zkumavky na laboratorni teplotu (zpravidla je dostatecné doba 10 min) se
ze supernatantu pipetuje do 10ml odmérné baiiky vhodny alikvot podle Tabulky 2. Odmérna
banka se doplni po znacku 50% methanolem (6) a po promichéni se pievede do vialky.

V kazdé sérii stanoveni se provede stanoveni slepého vzorku a vhodného referen¢niho materialu.
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Tabulka 2. Redéni extrakti krmiv.
Deklarace (mg/kg) IRedé&ni
Krmiva <10 10x
10— 100 100%
> 100 1000%

54 Vlastni stanoveni 1é¢iv ve vzorcich

Stanoveni se provadi za separacnich podminek chromatografického systému, které jsou uvedeny
v Tabulkach 3 a 4. Parametry stanoveni plati pro sestavu LC-MS/MS Waters Xevo TQD a slouzi

jako ptiklad nastaveni instrumentace.

Tabulka 3. Chromatografické parametry stanoveni — priklad.

Kolona napi. ACQUITY UPLC BEH C18; (50%2,1) mm x 1,7 um

Teplota kolony 30 °C

Teplota autosampleru 20 °C

Mobilni taze gradient mobilni faze A (8) a mobilni faze B (9)
podle Tabulky 4

Celkova doba analyzy 6 min

Pratok mobilni faze 0,5 ml/min

Objem nastiiku 5ul

Retencni Cas 5,02 min

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

53 100 0

6,0 100 0
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Parametry stanoveni MS

Pro identifikaci jednotlivych analyti se pouzije MRM modd (multiple reaction monitoring),
sledovani produktovych iontli pochézejicich z jednoho prekurzorového iontu. Nalezené optimalni
parametry MS detektoru, pfi kterych je intenzita danych produktovych iontii maximalni, jsou
uvedeny v Tabulce 5. Nastaveni MRM parametrt jednotlivych ptechodt je uvedeno v Tabulce 6.

Tabulka 5. Parametry MS detektoru.

Ioniza¢ni mod ESI+
Capilary voltage 3,00 kV
Source temperature 120 °C
Desolvation temperature 350 °C
Desolvation gas flow 600 1/h
Cone gas flow 501/h
CID gas argon, p = 0,5 bar
Tabulka 6. Pfiklad MRM parametri pro analyzu jednotlivych analyti v krmivech.
- Cone voltage Produktovy iont Kolizni energie
Prekurzorovy iont (m/z) V) (m/2) (V)
119 47
Tiamulin 4942 40
192 28
6 Vypocet a vyjadrovani vysledku

Obsah tiamulinu (X) vyjadfeny v mg/kg se vypocita podle vztahu:

X=CXVXR,
m

kde

= g < o

fedéni, resp. zakoncentrovani.

je koncentrace 1é¢iva ve zkuSebnim vzorku, zji§téna z kalibra¢niho grafu v mg/l,
objem extrakéni smési v ml, v tomto postupu 25 ml,

hmotnost zkuSebniho vzorku v g, v tomto postupu 1 g,
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