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CHLORAMFENIKOLU W MLEKU W PROSZKU METODA LC-MS/MS
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STRESZCZENIE

Przedstawiono metode oznaczania chloramfenikolu w mleku proszku. Probki byly oczyszczane przy zastosowaniu
polimerow z odwzorowaniem czgsteczkowym (MIP). Analize przeprowadzono w ukiadzie LC-ESI-MS/MS z zastosowaniem
kolumny Luna C18 Phenomenex. Jako standard wewnetrzny zastosowano CAP-d5. Metode zwalidowano zgodnie z kryte-
riami decyzji Komisji nr 2002/657/WE. Sredni odzysk prébek wzmocnionych na poziomie 0,3 ug/kg miescil sie w zakresie
104-111%. Limit decyzyjny (CCa) i zdolnosc¢ wykrywania (CC) wynosity odpowiednio 0,06 ug/kg i 0,09 ng/kg.

ABSTRACT

The method is presented to analyze chloramphenicol in milk powder. Sample was clean-up by used molecular im-
printed polymers (MIP). The determination was performed by LC-ESI-MS/MS. The LC was equipped with column Luna
C18 Phenomenex. CAP-d5 was used as internal standards. The method was validation according to the criteria of Decision
Commission No 2002/657/EC. Recoveries for the level 0.3 ug/kg was in the range 104-111%. The limit of decision (CCa)

and detection capability (CCp) was respectively 0.06 ug/kg and 0.09 ug/kg.

WSTEP

Chloramfenikol (CAP) jest jednym z najstarszych
antybiotykow, ktory wykazuje szeroki zakres dziatania
bakteriostatycznego. Obok cennego dziatania farmako-
logicznego CAP moze wywotywaé niezwykle grozna
dla zycia ludzi niedokrwisto$¢ aplastyczng. Objawy
chorobowe u 0s6b nadwrazliwych moga wystapic¢
po przyjeciu CAP nawet w stosunkowo niewielkich
dawkach nieszkodliwych dla ogétu populacji. Z tego
powodu CAP zostal zakwalifikowany do grupy
substancji A, co oznacza, ze skreslono go z Rejestru
Srodkéw Farmaceutycznych i Materiatow Medycznych
stosowanych wylacznie u zwierzat. Niedozwolone jest
stosowanie CAP jako srodka w leczeniu tych zwierzat,
ktorych produkty przeznaczone sg do spozycia. Mimo

to istnieja podejrzenia, ze CAP moze by¢ nielegalnie
wykorzystywany w leczeniu zwierzat.

Potwierdzajacym metodom ilo§ciowym stosowa-
nym w analizie CAP stawia si¢ wysokie wymagania
analityczne. Okreslono minimalne wymagania warto$ci
granicznej wydajno$ci metod analitycznych MRPL
(ang. minimum required performance limit) stosowa-
nych do oznaczania CAP w produktach pochodzenia
zwierzgcego. Wg decyzji Komisji nr 2003/181/WE,
ktoéra obowiazuje od 13 marca 2003 r. MRPL zostat
wprowadzony dla CAP na poziomie 0,3 pg/kg dla
migsa, jaj, mleka, owocéw morza (krewetki, kraby) i
miodu [2]. Warunek ten spehniajg metody, w ktorych
sa stosowane uktady LC-MS/MS. Mato jest prac doty-
czacych oznaczania CAP w mleku w proszku metoda
LC-MS/MS [4, 6].
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Procedura przygotowania probek mleka sproszko-
wanego do MS polega na rozpuszczeniu go w wodzie,
oczyszczeniu i zatezanie otrzymanego ekstraktu z wy-
korzystaniem metody ciecz-ciecz (octan etylu ) [6] lub
SPE (kolumienki polimeryczne Oasis HLB) [4].

Wsrod nowych technik stosowanych do oczysz-
czania probek na uwage zashuguje metoda ekstrakcji
do fazy stalej z wykorzystaniem sorbentow z odwzo-
rowaniem czasteczkowym (ang. Molecularly Imprinted
Polymers — MIP). Ten rodzaj sorbentow okreslany jest
czgsto mianem sztucznych przeciwciat z uwagi na duzg
selektywnos$¢ sorbentu w stosunku do okreslonych
analitow podobnie jak ma to miejsce w przypadku
immunosorbentdéw. Zasada tworzenia MIP polega na
zabudowaniu polimerem przestrzeni wokot czasteczek
substancji wzorca, na ktory chece si¢ uwrazliwi¢ mate-
rial. Lancuchy obudowujace czasteczke wzorca oddaja
w ten sposob jego wielkos¢ i ksztatt. Tworzg kompleksy
monomery-czasteczki wzorca, ktore zostaja unieru-
chomione w polimerze. Z chwilg, usunigcia czastek
wzorca z matrycy, powstajag wolne przestrzenie, ktore
dopasowane sg do oznaczanej substancji rozmiarem,
ksztaltem oraz wlasciwosciami. Dzigki temu staja si¢
one dostepne jedynie dla czasteczek podobnych lub
wrecz identycznych ze wzorcem. Grupy funkcyjne odci-
skéw molekularnych stanowig zatem kluczowy element
utatwiajacy rozpoznawanie wybranych czasteczek.
W zalezno$ci od potrzeb w polimerze mozna utrwali¢
odciski molekularne réznych czasteczek wzorcow, co
pozwala otrzymac specyficzne polimery selektywnie je
rozrdzniajace [1, 7, 8]. W chwili obecnej sg dostgpne w
handlu kolumienki SPE MIP firmy Supelco do oznacza-
nia w r6znych matrycach biologicznych nast¢pujacych
lekéw: chloramfenikol, beta-agonisci oraz beta-blokery.

Celem pracy byto opracowanie, w oparciu o dane
z pi$miennictwa oraz doswiadczenia wtasne, metody
identyfikacji oraz ilo§ciowego oznaczania CAP w mle-
ku w proszku metodg LC-ESI-MS/MS. Opracowana
metoda powinna spetnia¢ zalecenia decyzji Komisji
nr 2003/181/WE 1 2002/657/WE [2, 3].

MATERIAL I METODY

Odczynniki

Standard chloramfenikolu firmy Sigma-Aldrich
(<99%). Standard wewnetrzny chloramfenikol-d5
(roztwor 100 pg/ml w acetonitrylu) firmy Cambridge
Isotope Laboratories (Catalogue No. FSD-117-100,
98%). Kolumienki SupelMIP SPE — Chloramfenikol 25
mg (Catalogue No0.53210-U) firmy Supelco, acetonitryl
LC-MS, acetonitryl, metanol, octan etylu, dichlorome-
tan do analiz firmy Baker, kwas octowy, amoniak do
analiz firmy Merck.

Roztwory wzorcowe

Roztwoér podstawowy o stezeniu 1,0 ug/ml sporza-
dzano przez rozpuszczenie 10 mg CAP w acetonitrylu.
Standard wewnetrzny CAP-d5 (IS) o stezeniu 3,0 ng/
ml sporzadzono w acetonitrylu. Roztwory podstawowe
przechowywano w temp. ponizej -20°C.

Przygotowanie probki do analizy

Do kolbki stozkowej o poj. 100 ml odwazono po
5,0£0,1 g probki. Nastepnie dodano 0,5 ml standardu
wewngtrznego oraz 20 ml wody o temp. ok. 40°C calos¢
mieszano az do catkowitego rozpuszczenia mleka. Do
probowek wirdwkowych o pojemnosci 25 ml odwa-
zono po 30,1 g rozpuszczonej, wystudzonej probki.
Nastepnie dodano 3,0 g siarczanu sodu i 6,0 ml octanu
etylu, wytrzasano przez 2 min. Prébki wirowano przez
10 min przy szybkos$ci ok. 3000 obr/min. Pobrano 4,0 ml
uzyskanego ekstraktu i odparowano do sucha na bloku
grzejnym w temp. 45 - 50°C w strumieniu azotu. Suchg
pozostatos¢ rozpuszczono w 1,0 ml acetonitrylu dodano
1,0 ml heksanu, doktadnie wymieszano i pozostawio-
no do rozdziatu faz. Sciagnicto warstwe heksanowi
1 powtdrzono oczyszczanie kolejng porcja heksanu.
Warstwe heksanowa odrzucono. Dolng warstwe odparo-
wano do sucha na bloku grzejnym w temp 45 - 50°C w
strumieniu azotu. Odparowane ekstrakty rozpuszczono
w 2,0 ml wody i nanoszono na kolumienki SupelMIP
SPE kondycjonowane 1 ml metanolu, a nastgpnie 1
ml wody. Kolumienki przemywano kolejno 2x1 ml
wody, 1 ml 5% acetonitrylu w 0,5% kwasie octowym,
2x1 ml wody, 1 ml 20% roztworu acetonitrylu w 1%
roztworze amoniaku. Kolumienki suszono przez 5 min
przy zastosowaniu prézni i nastepnie przemywano 3x1
ml dichlorometanu. Kolumienki suszono przez 1 min.
i eluowano 2x1 ml mieszaniny metanol: kwas octowy:
woda (89:1:10, v/v/v). Prébki odparowywano na bloku
grzejnym w temperaturze 45-50°C. Suchg pozostatos¢
rozpuszczono w 250 pl fazy ruchomej 0,05% kwas
octowy - acetonitryl (80:20, v/v).

Krzywa wzorcowa wykonano metodg wzorca we-
wngtrznego. W tym celu wykorzystano matryce zerowa
( probki mleka w proszku, w ktérych nie stwierdzono
pozostatosci CAP).

Mierzono stosunek odpowiedzi spektrometru mas
na rézne ilosci CAP m/z 321—152 do odpowiedzi na
stalg ilo$¢ standardu wewnetrznego 326—157. Stosunek
tych odpowiedzi wykresla krzywa wzorcowa wzgledem
ilosci CAP. Krzywa wzorcowg sporzadzano w oparciu o
prébki wzmocnione (minimum 5 punktéw) na poziomie
0,0-1,0 pg/kg. Zawartos¢ CAP w prébee obliczano z
krzywej wzorcowe;.

Analiza LC-ESI-MS/MS
Do oznaczania CAP stosowano chromatograf
cieczowy firmy Agilent 1100 wyposazony w pompe¢
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binarng oraz analityczng kolumne chromatograficzng
Luna C18 (2) (150 x 2 mm, wielko$¢ ziarna 3 pm)
(Phenomenex, Torrance, USA) wraz z prekolumna o
tym samym wypetnieniu. Warunki analizy LC: prze-
ptyw przez kolumne 200 pl/min, temp. kolumny 40°C,
dozowana objetos¢ 20 ul, faza ruchoma A-0.05% kwas
octowy, B-acetonitryl (80:20; v/v), gradient st¢zen:
0.0-0.1 min 80% A; 0.1-15.0 min 0.0% A; 15-15.30
min 80% A; 15.30-25.0 min 20% A. Do oznaczania
CAP stosowano spektrometr mas API 3000 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, Canada) sprz¢zony z chro-
matografem cieczowym (uktad LC-ESI-MS-MS) oraz
zawor odcinajacy (Valco instrument Co. Inc., Huston,
TX, USA). Warunki analizy ESI-MS-MS: polaryzacja
ujemna, gaz kolizyjny azot, temperatura kapilary 350°C,
napigcie kapilary elektrospreju (ESI) -3500 V, tryb pracy
MRM (monitorowania wybranych reakcji), czas prze-
miatania 150 ms. Monitorowano przejscia 321—152
(18eV), 3215257 (14eV) i 326—157 (IS) (23eV).
W nawiasie podano ich energie kolizyjne.

WYNIKI I DYSKUSJA

W procesie walidacji sprawdzono czy wybrana me-
toda oznaczania pozostalosci CAP w mleku w proszku
spetnia kryteria zawarte w decyzji Komisji nr 2002/657/
WE stawiane metodom potwierdzajacym przy zastoso-
waniu uktadu LC-MS/MS niskiej rozdzielczosci. Wedtug

ww. decyzji opracowana metoda powinna posiada¢ mi-
nimum trzy punkty identyfikacyjne, stosunek sygnatu do
szumu dla kazdego jonu diagnostycznego musi wynosic¢
>3:1 za§ wzgledne natezenie jondw diagnostycznych (%
pola powierzchni piku pola jonu macierzystego) powinno
znajdowac si¢ w granicach tolerancji.

Stwierdzono, ze metoda posiada cztery punkty
identyfikacyjne. Jonom macierzystym oznaczanych
analitow przypisywany jest 1 punkt zas jonom potom-
nym pierwszej generacji 1,5 punktu. W przypadku CAP
mamy jon macierzysty o m/z 321 i dwa jony potomne
pierwszej generacji o m/z 152 1 257 co daje w sumie
4 punkty. Stosunek sygnatu do szumu dla kazdego
przejscia jest >3. Obliczone $rednie wzgledne nateze-
nie jondw diagnostycznych miescito si¢ w granicach
tolerancji 1 byto 68+20 dla przej$cia m/z 321—-257.
Na rycinie 1 przedstawiono MRM chromatograf ma-
trycy i probki mleka w proszku wzmocnionej CAP na
poziomie 0,3 pg/kg. Przedstawiono roéwniez dodatkowe
przejscia m/z 321—194 1 326—262 (IS), ktore moga
by¢ wykorzystywane w analizie.

Opracowana metoda zostata zwalidowana zgodnie z
zaleceniami zawartymi w decyzji Komisji nr 2002/657/
WE. Wyznaczono dla kazdej matrycy nastepujace para-
metry statystyczne metody: specyficznos¢, liniowosc,
powtarzalno$ci, poprawnos¢ (odzysk), doktadnosc¢ (btad
wzgledny), odtwarzalno$ci wewnatrzlaboratoryjng oraz
limit decyzyjny wartosci granicznej (CCa.) i zdolno$ci
wykrycia (CCP).
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Specyficznos¢ metody zbadano przy uzyciu probek
$lepych odeczynnikowych (odczynniki stosowane w pro-
cesie analitycznym), matryc oraz matryc wzbogaconych
pochodzacych od mleka w proszku. Stwierdzono, ze
opracowana metoda jest specyficzna dla oznaczanych
zwigzkow.

Okreslono liniowo$¢ krzywej wzorcowej wykorzy-
stujac przejscia dla poszczegolnych jonéw o m/z CAP
oraz standardu wewnetrznego CAP-d5. Wspolczynnik
korelacji krzywych wzorcowych wykonanych na prob-
kach wzmocnionych w zakresie 0,1-1,0 pg/kg wynosit
<0,998.

Wedhug decyzji Komisji Europejskiej nr 2002/657/
WE [3] powtarzalno$¢, poprawnos¢ oraz odtwarzalnosé
wewnatrzlaboratoryjna zostata obliczona na podstawie
probek wzbogaconych na poziomie 1,0 1,5 i 2-krotnosci
dopuszczalnego MRPL co odpowiada 0,3; 0,45, 0,60
ng/kg. Powtarzalnosé, poprawnos¢ oraz doktadnosc
zostaty obliczone na podstawie analizy probek wyko-
nach na tym samym przyrzadzie pomiarowym i przez
tego samego operatora.

Odtwarzalno$¢ wewnatrzlaboratoryjna zostata
wykonana w trzech réznych dniach na tym samym
przyrzadzie pomiarowy przez réznych operatorow.
CCa 1 CCP obliczono na podstawie krzywych kalibra-
¢ji wyznaczonych na postawie prébek wzmocnionych
zgodnie z PN-ISO 11843-2 [5].

W tabeli 1 przedstawiono uzyskane parametry sta-
tystyczne metody oznaczania CAP w mleku w proszku.

Tabela 1. Statystyczna charakterystyka metody oznaczania
CAP w mleku proszku
Statistical charakteristices of the metod for CAP
determination in milk powder

Poziom wzmocnienia 0,30 0,45 | 0,60 | Poziom
(ng/kg) akceptacji
Wartos¢ srednia (ng/kg) 0,312 | 0,454 | 0,657

CV_(%) 9,6 10,1 11,7 35
Sredni btad wzgledny 5,2 5,4 9,2 -20+10
(RE%)

Sredni odzysku (%) 104 | 106 | 111 | 50+120
CV, (%) 10,1 11,5 | 12,8

Limit decyzyjny CCa 0,06

(ng/kg)

Zdolnos$ci wykrycia CC3 0,09

(ng/kg)

Obliczone wspdtczynniki zmiennosci powtarzalno-
sci (CV %) byty nizsze 0d 9,2 % Wspotezynniki zmien-
nosci odtwarzalnosci wewnatrzlaboratoryjnej (CV %)
byly ponizej 12,8 %. Zgodnie z decyzja nr 2002/657/
WE dopuszczalna warto$¢ wspotczynnik CV  nie moze
by¢ obliczona z réwnania Horwitza. Wzmocnienie pro-

bek ponizej poziomu 100 pg/kg daje wysokie wartosci
CV,, ktore sg niemozliwe do zaakceptowania. Dlatego
tez warto$¢ CV,, musi by¢ najnizsza jakg n}OZna uzyskac
w badaniach wewnatrzlaboratoryjnych. Sredni odzysk
miescit sie w zakresie 104-111%.

WNIOSKI

Przedstawiona metoda oznaczania jako$ciowego
i illosciowego CAP w mleku w proszku przy zasto-
sowaniu do oczyszczania kolumienek SupelMIP
SPE — Chloramfenikol oraz techniki LC-ESI-MS-MS
spelnia wymagania decyzji Komisji nr 2002/657/WE i
2003/181/WE. Opracowana procedura jest stosowana
w badaniach kontrolnych pozostatosci CAP w mleku
w proszku.
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