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WSTEP

Chloramfenikol (CAP) jest jednym z najstarszych antybiotykow wytwarzanym zar6wno
na drodze biosyntezy jak réwniez syntezy chemicznej. Jest to zwiazek zle rozpuszczalny
w wodzie, dobrze wchlaniany z przewodu pokarmowego, przenika do plynu moézgowo-
rdzeniowego, przez bariere tozyska i do mleka. Najwyzsze stgzenie stwierdza si¢ w we-
zlach chlonnych, najnizsze w mozgu. CAP wykazuje szeroki zakres dzialania bakteriosta-
tycznego. Hamuje wzrost bakterii Gram-dodatnich, Gram-ujemnych i duzych wiruséw. Me-
chanizm jego dzialania polega na hamowaniu syntezy bialka w komorce bakterii. Z uwagi
na wysoka toksycznos$¢ chloramfenikol zostal zakwalifikowany do substancji z grupy A.
Oznacza to, Ze zostal skreslony z Rejestru Srodkéw Farmaceutycznych i Materialow Me-
dycznych stosowanych wylacznie u zwierzat. Jest zabroniony do stosowania jako $rodek
w leczeniu zwierzat, z ktérych produkty przeznaczone sa do spozycia. Okreslono minimal-
ne wymagania wartosci granicznej wydajnosci metod analitycznych MRPL (ang. minimum
required performance limit) stosowanych do oznaczania CAP w produktach pochodzenia
zwierzgcego. MPRL jest to najmniejsza zawarto$¢ analitu jaka powinna by¢ wykryta,
zidentyfikowana i potwierdzona przez metod¢ analityczna. Wg decyzji Komisji nr 2003/
181/WE wynosi ono 0,3 mg/kg dla migsa, jaj, mleka, owocow morza (krewetki, kraby)
i miodu [3]. Wséroéd metod instrumentalnych uklady GC-ECD, LC-UV oraz LC-DAD nie
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spelniaja powyzszego warunku, gdyz granice wykrywalnosci podawane przez réznych au-
torow sq wyzsze niz wymagany MPRL [6, 10]. Zgodnie z wymaganiami zawartymi w Decy-
zji Komisji nr 2002/657/WE metody potwicerdzajace stosowane dla grupy A muszq przeka-
zywac¢ informacje na temat struktury chemicznej analitu [4]. Warunek ten spelniaja metody,
w ktorych sa stosowane uklady GC-MS oraz LC-MS.

Poréwnujac obie techniki stosowane do oznaczania CAP stwierdzono, ze metody oparte
o stosowaniu ukladu LC-MS sa prostsze niz GC-MS. W przypadku stosowania ukladu
LC-MS do oznaczania CAP probke mozna analizowa¢ bez uprzedniego przeprowadzenia
jej w pochodna. Réwniez kolumny stosowane w LC znacznie lepiej toleruja zanieczyszcze-
nia niz kolumny kapilarne w GC, ktérych efektywno$¢ gwaltownie spada pod wplywem
zanieczyszczen. Ponadto metody jonizacji stosowane w LC-MS sq przyczyna braku wigk-
szej fragmentacji zwiazkow. Dlatego tez uklady LC-MS okazaly si¢ najbardziej efektywne
do identyfikacji i oznaczania ilosciowego CAP w produktach pochodzenia zwierzgcego na
poziomie dziesigtnych czesci mg/kg [6, 7, 8]. Procedura przygotowania probek do MS jest
podobna jak do LC. Polega ona na ekstrakcji wstgpnej czyli izolacji CAP z badanego mate-
rialu, oczyszczaniu i zat¢zaniu otrzymanego ckstraktu. Réznice pomigdzy metodami do-
tycza rozpuszczalnika stosowanego do ekstrakcji (octan etylu, acetonitryl, metanol) lub
buforu (fosforanowy, octanowy) do ekstrakcji, sposobu oczyszczania ekstraktu (kolumien-
ki C ; zel krzemionkowy, tlenek glinu) oraz stosowanego ukladu do detekcji LC-MS lub
LC-MS/MS [1, 5]. Uklad LC-MS czyli sprze¢zenie chromatografu cieczowego z spektrome-
trem masowym stosowano do identyfikacji oraz oznaczania ilosciowego CAP w migéniach
ryb [14] i owocach morza [12], zas LC-MS/MS czyli sprz¢zenie chromatografu cieczowe-
go z tandemowa spektrometriq mas w mig$niach zwierzat [6, 7, 9, 14, 15] oraz owocach
morza [7, 9, 10, 13].

Celem pracy bylo opracowanie w oparciu o dane z piSmiennictwa oraz do$§wiadczenia
wlasne prostej metody identyfikacji oraz ilosciowego oznaczania CAP w tkance mi¢s$nio-
wej zwierzat przy zastosowaniu techniki LC- MS/MS, ktéra spelnialaby zalecenia decyzji
Komisji nr 2003/181/WE i nr 2002/657/WE

MATERIAL I METODYKA

Wyposazenie pomiarowe

Chromatograf cieczowy firmy Agilent 1100, spektrometr masowy API13000 LC-MS/MS System,
waga analityczna o dokladnosci + 0,1 mg, waga laboratoryjna elektroniczna o dokladnosci + 0,01 g,
pipeta automatyczna 1,0-10 ml, pipety elektroniczne 50-300 pl, 50-1000 pl, system oczyszczania
wody Millipore, homogenizator laboratoryjny umozliwiajacy homogenizacj¢ tkanki, wirowka labo-
ratoryjna, blok grzejny, wytrzasarka laboratoryjna, butla zawierajaca spr¢zony czysty azot oraz typo-
we szklo laboratoryjne tj. pipety, kolby miarowe i probowki.
Odczynniki i roztwory

1. Woda, przynajmniej o trzecim stopniu czystosci, zgodnie z normg PN-ISO 3696:1999, 2. ace-
tonitryl do HPLC, 3. octan etylu cz.d., 4. heksan cz.d.a., 5. siarczan sodu cz.d.a., 6. standard we-
wnetrzny chloramfenikol — D5 (98% czystosci) (CAP-DS), 7. substancja wzorcowa CAP, certyfiko-
wany material odniesienia CRMs 445 prod. Institute for Reference Materiales and Measurrements
(IRMM).
Przygotowanie probki do analizy

Material do badan stanowity probki tkanki migsniowej pochodzacej od bydla, trzody, drobiu
1ryb. Do czasu analizy probki przechowywano w temperaturze ponizej -18°C. Przed rozpoczgciem
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badania probke migsni o masie 300-500 g doprowadzano do temperatury pokojowej. Z probki mig-
$ni usuwano zewnetrzny thuszez 1 czesci niejadalne. Probke laboratoryjna rozdrabniano przy uzyciu
maszynki do mielenia migsa i dokladnie wymieszano.

Do probowek wirowkowych o pojemnosci 100 ml odwazano po 3 g tkanki migsniowej. Nastep-
nie dodawano 0,15 ml standardu wewnetrznego CAP-D5 o stezeniu 3.0 ng/ml, 3,0 g siarczanu sodu
16,0 ml octanu etylu, homogenizowano przy obrotach ok. 5000/min przez 1 min. Nastgpnie probki
wirowano przez 10 min przy szybkosci ok. 3000 obr/min. Pobierano 4,0 ml uzyskanego ekstraktu
(co odpowiada 2 g migsni) 1 odparowywano do sucha na bloku grzejnym w temp. 45-50°C w stru-
mieniu azotu. Suchg pozostalosé rozpuszczano w 1,0 ml acetonitrylu dodawano 2.0 ml heksanu,
doktadnie mieszano i pozostawiano do rozdziatu faz. Sciagano warstwe heksanows i powtarzano
oczyszcezanie kolejng porcja heksanu. Warstwe heksanowsg odrzucano. Dolng warstwe odparowywa-
no do sucha na bloku grzejnym w temp. 45-50°C w strumieniu azotu. Odparowane ekstrakty roz-
puszczano w 1,0 ml fazy ruchome;j acetonitryl do HPLC-woda 50:50 (V, + V).

Analiza LC-ESI-MS/MS

Do wstegpnego rozdziatu CAP stosowano analityczna kolumng chromatograficzng Luna C18
o wymiarach 150 x 2 mm, wielkos¢ ziarna 3 pum firmy Phenomenex oraz dodatkowo prekolumng
o tym samym wypelnieniu. Faz¢ ruchoma stanowil acetonitryl A/woda B o przeptywie przez kolum-
n¢ 200 ml/min. Rozdzial prowadzono w ukladzie gradientowym w temp 40°C wedlug nastepujacego
programu: czas 0,0-11min A 20%, 11-11,5 min A 100 % 1 11,5-22,0 min A 20%. Obj¢tos¢ dozowa-
nego ekstraktu na kolumne¢ wynosita 10 pl.

Do identyfikacji i oznaczania ilosciowego CAP w mig¢$niach zwierzat stosowano uktad ESI-MS/
MS-CID. Zasada dziatania tego ukladu polega na wybraniu jonu molekularnego (macierzystego)
w pierwszym spektrometrze metoda rozpylania w polu elektrycznym (ang. electrospray ionisation — ESI).

W przypadku CAP jest [M-H] o0 m/z 321 (3*Cl ), ktory jest poddawany dalszej wtornej fragmen-
tacji w drugim spektrometrze przez kolizje (ang. collisiom induced dissociation — CID) dajac trzy
podstawowe jony potomne czyli fragmentacyjne [M-H-(HCOCD] o m/z 257, [M-H-(NH,COCHCI)[
m/z 194 oraz [O,N-C H,-CHOH] m/z 152.

Spelnia to wymagania decyzji Komisji nr 2002/657/WE, ktora dla potwierdzenia wymaga, co
najmniej czterech punkéw identyfikacyjnych. Cztery punkty mozna uzyskac jezeli, jeden jon macie-
rzysty daje dwa jony potomne w pierwszej generacji. W naszym przypadku jeden jon macierzysty
daje cztery jony potomne. Rozdzielenie wiazki jonow wedlug wartosci stosunku m/z prowadzono
z zastosowaniem analizatora kwadrupolowego. Analiz¢ probek prowadzono w obecnosci IS d, —
CAP. Uktad pracowal w trybie jonéw ujemnych. Identyfikacje 1 oznaczanie ilosciowe CAP prowa-
dzono w systemie monitorowania wybranych reakcji tworzenia jonéw metastabilnych MRM — row-
nowaznik SRM (ang. metastable reaction monitoring ). W tabeli I przedstawiono przejscia m/z CAP
1 CAP-d5 wykorzystywane w analizie jakosciowej 1 ilosciowe;j.

W celu uzyskania wykresu kalibracyjnego mierzono odpowiedzi spektrometru mas na rézne ilo-
$ci CAP m/z 321152 wzgledem odpowiedzi na stalg ilos¢ IS m/z 326—157. Stosunek tych dwoch

Tabela I. Monitorowanie przejs¢ MRM dla CAP i standardu wewnetrznego CAP-d5
MRM transitions monitored for CAP and internal standard CAP-d5

Przejscia uzywane w analizie jakosciowej Energia kolizyjna Przejscia uzywane
(m/z) (eV) w analizie ilosciowej
323 - 257 14
CAP 3235 1% 14 321> 152
323 > 152 18
CAP-d5 326 > 157 23 326 —» 157
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odpowiedzi wykresla krzywa wzorcowa wzgledem ilosci CAP. Sporzadzono krzywa wzorcows
o stezeniach CAP 0,2; 0.4; 0,6; 1,0; 2.0 ng/ml 1 CAP-D5 0,6 ng/ml co odpowiada poziomowi wzmoc-
nienia w probee 0,1; 0,2; 0,3; 0,5; 1,0 mg/kg. Zawartos¢ CAP w probee obliczano z krzywe) wzorcowe;.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Opracowana metoda zostala zwalidowana zgodnie z zaleceniami zawartymi w decyzji
Komisji nr 2002/657/WE [4]. Wyznaczono nastgpujace parametry walidacji metody jak:
specyficznos¢, liniowos¢, powtarzalnos¢, odtwarzalno$¢ i poprawnos¢ (odzysk).

Specyficzno$¢ metody zbadano przy uzyciu probek czystych wzorcéw chemicznych CAP,
$lepych odczynnikowych (odczynniki stosowane w procesie analitycznym), matryc tkanek
mig¢sniowych, matryc wzbogaconych pochodzacych od bydla, trzody, drobiu, ryb oraz ma-
terialu certyfikowanego CRMs 445. Wykazano, ze stosunck sygnatu do szum dla kazdego
przejscia jonu CAP o m/z 323 — 257, 323 — 194, 323 — 152 i standardu wewngtrznego
CAP-d5 o m/z 326 —157 wynosi > 3:1. Nie stwierdzono wplywu matrycy na wielko$¢
sygnalu do szumu. Stwierdzono, ze opracowana metoda jest specyficzna dla oznaczanego
CAP.

Okreslono liniowo$¢ krzywej wzorcowej wykorzystujac przejscia dla jonow CAP o m/z
321152 i standardu wewngtrznego CAP-D5 o m/z 326—>157. Przyjeto, ze zakres robo-
czy metody pokrywa si¢ z zakresem liniowym, ktory wynosi 0,1=1,0 png/kg.

Na rycinie 1 przedstawiono typowe chromatogramy CAP i CAP-d5 probki migsni trzody
wzmocnionej na poziomie 0,3 pg/kg.

Tabela II.  Statystyczna charakterystyka metody oznaczania CAP w tkance mig$niowej zwie-
rzat
Statistical characteristics of the method for CAP determination in meat tissue
L . Poziom
Matryca (tkanka migéniowa) Bydlo Trzoda Dréb Ryba akeeptacii
Warto§é $rednia 0,229 0,301 0,279 0,285
(ng/ke)
Odchylenie s,ta.ndardowe 0.029 0.034 0.031 0.020
powtarzalnosei (ug/kg)
Wspolezynnik zmiennosci
powtarzalnosci (%) 12,63 11,30 11,11 7,02 35
Sredni odzysk (%) 76,3 100,3 93,0 95,0 50-120
Odchylenie s,ta.ndardowe 0.056 0.028 0.024 0.015
odtwarzalno$ci (ug/kg)
Wspolezynnik zmiennosci
odtwarzalnosci (%) 20,13 %19 8,71 5,21 >3
Decyzyjna warto$¢ graniczna
0,188 0,182 0,137 0,205
(CCa) (ng'kg)
Zdolnos¢ wykrycia
0,246 0,223 0,138 0,241
(CCP) (ug/ke)
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Ryc. 1. Chromatogram LC-ESI-MS/MS z ekstraktu migsni bydla, tryb pracy MRM, wzmocnienie
matrycy CAP 0.3 ng/g
LC-ESI-MS/MS chromatograms of bovine muscle extract, MRM mode, spiked matrix CAP
0,3 ng/g
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W celu okreslenia powtarzalnosci, odtwarzalnosci, poprawnosci probki migsni bydla,
trzody, drobiu oraz ryb wzbogacono CAP na poziomie 0,15, 0,3 1 0,45 pg/kg. Nie zaobser-
wowano zalezno$ci pomiedzy gatunkami zwierzat, od ktoérych pobrano prébki,
a odzyskami CAP. W tabeli II przedstawiono uzyskane parametry statystyczne oznaczania
CAP w tkance mig$niowej réznych gatunkow zwierzat przy wzbogaceniu na poziomie
0,3 ng/kg.

Decyzja Komisji nr 2002/657/EC wprowadza do walidacji metod dwa nowe parametry
limit decyzyjny wartosci granicznej (CCa.) oraz zdolnosci wykrywania (CCp). Limit decy-
zyjny jest to stezenie analitu w probee przy i powyzej ktorego wynik analizy uznawany jest
za niezgodny z prawdopodobienistvem 1-o.. Blad o jest to prawdopodobienstwo uznania
probki za falszywie dodatnia i dla CAP (grupa A) wynosi 1%. Zdolno$¢ wykrycia jest to
najnizsze stgzenie analitu, ktore moze by¢ wykryte, zidentyfikowane i oznaczone w probce
z prawdopodobienstwem 1-f3. Blad B to jest prawdopodobienstwo uznania za falszywie
ujemng probke i dla CAP wynosi 5%. Oba parametry stuza do jednoznacznej interpretacii
wynikéw analiz pozostalosci chemicznych w zywnosci pochodzenia zwierzgcego. Parame-
try te zostaly wyznaczone na podstawie krzywej kalibracji zgodnie z PN-ISO 11843-2 [11].

Przedstawione w tabeli II wartosci CCa i CCP rozstrzygaja ze znanym prawdopodo-
bienstwem czy w probce znajduje si¢ czy nie oznaczany CAP, lub czy jego wartos¢ przekra-
cza warto$¢ graniczna. Dla metody potwierdzajacej oznaczania CAP w tkance mig$niowej
przy zastosowaniu ukladu LC-MS/MS wyniki sa zgodne, jezeli sa ponizej wartosci CCo
wyznaczonej dla poszczegdélnych matryc. Przy zastosowaniu powyzszego ukladu do metod
przesiewowych wyniki sa zgodne jesli zawarte sa ponizej wartosci CCP. Wyniki powyzej
CCp wymagaja potwierdzenia.

WNIOSKI

Przedstawiona metoda oznaczania jakosciowego i ilosciowego CAP w tkance migs$nio-
wej zwierzat przy zastosowaniu ukladu LC-MS-MS spelnia wymagania decyzji Komisji
nr 2003/181/WE i nr 2002/657/WE.

L. Rodziewicz, I. Zawadzka

DETERMINATION OF CHLORAMPHENICOL RESIDUES IN ANIMAL
TISSUES BY LC-MS/MS METHOD

Summary

A liquid chromatographic method with mass spectrometric determination and identification
(LC-MS/MS) for the determination of chloramphenicol (CAP) in tissues of animal origin was pre-
sented. Homogenized samples were extracted with ethyl acetate and evaporated to dryness followed
by a clean-up using the liquid-liquid distribution between acetonitryle and hexane. Chloramphenicol
was determined by LC-MS-ESI-MS in negative mode. There was used Phenomenex column with the
mixture of acetonitrile-water as a mobile phase. The method was validated according to the criteria
of Decision Commission No 2002/657/EC. Samples were fortified at CAP levels between 0.1 and
0.45 ng/g with 5d-CAP as internal standard. Recoveries for the level 0.3 ng/g were in the range
76.3-100.3%. Limit of decision (CCo) was between 0.137-0.205 ng/g. Limit of quantification (LOQ)
—0.1 ng/g.
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