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Folyadékkromatografias harmas kvadrupol rendszeri
tandem témegspektrometria (LC-MS/MS)

lgény a pontos
minoségi és
mennyiségi
vizsgalatokra Folyadék-

kromatograf Harmas kvadrupol
(U)HPLC rendszerd tandem

tomegspektrométer
(MS/MS)

Elvalasztas polaritas lonforras Elvalasztas témeg/téltés
(hidrofobicitas) gazfazish toltott (m/z) alapjan
alapjan molekulak

LC-MS/MS modszerek gyakorilati alkalmazasa az elelmiszer-analitikaban



Folyadékkromatografias harmas kvadrupol rendszeri
tandem témegspektrometria (LC-MS/MS)

Piros molekula (anyaion) > célvegyiilet (500 m/z)
Fekete molekula (anyaion) > azonos tomegl (izobar) vegytlet (500 m/z)
lgény a pontos | SzUrke és z6ld leanyionok > ltkozesi cellaban keletkezo fragmensek (300 m/z

mindségi és and 400 m/z)
mennyiségi Piros anyaion > zold leanyion (ionatmenet)
vizsgalatokra 1
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Tandem tomegspektromeéter (harmas kvadrupol rendszeru)
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Ofloxacin mézben

e 1x10? >
I ohara ny ( IA) a X + MRM (362,2 > 344,2) Standard oldat Ofloxacin

standardban 6%. NA =6,0%

, 1x107 + MRM (362,2>3182)
lonarany (lA)

elfogadhato a
. 7 o - -
mintaban 3 - 9% ;. +MRM(3622>3442) Adalékottmsz Matrix  Ofloxacin

oogjeor ,_/\._M_/ﬂm
2002/657/EC PN | ,
a|apjén %101/ + MRM (362,2> 318,2) / /

Azonositast

. 25103 + MRM (362,2 > 344,2) Vakméz Matrix ] ] ] )
csak referencia A = 6.6% Nincs ofloxacin jel a vak mézben
anyaggal 0 A /Lﬁ ’
lehetett %102+ MRM (362,2> 318,2) /
egyértelmduen /\
elvégezni. 0-por ~\ | , , , ,

11 12 13 14 15 16

Intenzitas, cps vs. IdS, perc

nébih LC-MS/MS modszerek gyakorlati alkalmazdsa az élelmiszer-analitikaban




Szteroid epimerek elvalasztasa

Dexametazon (DXM) és
betametazon (BTM) csak a 16-0s
pozicidban lévo metil csoport
térallasaban kulonboznek.

410®| TIC, adalékolt vese minta
A HPLC BTM XM lonatmeneteik
elvalasztasnak 0 megegyeznek.
E|SOd|egeS 8x102 - MRM (451,3> 361,1) - DXM
szerepe van! .
0 Nagyfelbontasu
2x102 - MRM (451,3> 307,2) BTM X LC elva,.IaSZtéS.
. (fenil-hexil)
0

12 13

Intenzitas, cps vs. Id6, perc

LC-MS/MS modszerek gyakorilati alkalmazasa az elelmiszer-analitikaban




Tireosztatikumok (tapazol) meghatarozasa

A szarmazékkepzo szer

()\ Szarmazék ()\ 217—es ionjaval minden

—képzés . szarmazékolt matrix is
CH CH3 { rendelkezik, a szelektivitas
3 Ve wa I
Tapazol igy csokken!
<104 TIC, adalékolt vizelet minta Mtri
atrix
A H,PLC ] 0s MtriX sy TAP N
elvdlasztasnak N Matrix
7” 0 e
elsodleges ssxi0: + MRM (331,3> 113,9) TAP Matrix
szerepe van! 5
75x100 T MRM (331,3> 217,1) Matrix
° Matrix  pMatrix AP

Intenzitas, cps vs. IdS, perc
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Igény a pontos
minoségi és
mennyiségi
vizsgalatokra

Minéségi azonositas LC-MS/MS technikaval

Csak analitikai standarddal valosithato meg.

Nem elég a retencios ido + ionaranyok egyezése; a jel/zaj viszonyt is
figyelembe kell venni.

Az (UHPLC elvalasztas jelentdsége:

Szelektiv meghatarozas.

Matrixhatas csokkentése > mennyiségi értékelés javitasa.

LC-MS/MS modszerek gyakorilati alkalmazasa az elelmiszer-analitikaban



Igény a pontos
minoségi és
mennyiségi
vizsgalatokra

Mennyiségi meghatarozas LC-MS/MS technikaval

lonforras lonforras
tandard .
5 Minta
oldat - .
_ , vizsgalata
vizsgalata
Y " ‘o
] '...
Zavarmentes Koelualédé komponensek altal zavart
ionizacié ionizacio (matrixhatas)

Matrixhatas: mintarol - mintara valtozhat (eredett6l fliggoen).

A mennyiségi értékelés >> matrixhatas figyelembevétele:
1. Matrixra illesztett kalibracid

2. lzotophigitas

3. Standard addicid

LC-MS/MS modszerek gyakorilati alkalmazasa az elelmiszer-analitikaban




Matrixra illesztett kalibracio

Azonos matrixbol készul a kalibracid, mint a tesztminta.
Csak kozelités.

Igény a pontos
minoségi és
mennyiségi
vizsgalatokra

Eredettol fliggoen:
Mas mindségu és

Mas mennyiségl endogén komponensek jelennek meg a hattérben.

v Vv Vv X N X

Minta-tisztitast (szilard fazisu vagy folyadék-folyadék extrakcio) vagy
higitast igényel.

Minta-tisztitas

1. Milyen jellegli (savas, neutralis, bazikus) zavaré6 komponenseket kell
eltavolitani?

2. Ortogonalitas: eltéro elvi tisztitas (ioncserés), mint a HPLC elvalasztas

LC-MS/MS modszerek gyakorilati alkalmazasa az elelmiszer-analitikaban



Kortikoszteroidok meghatarozasa vizeletbdl

v' Minta-tisztitas: gyenge savas matrixok elvalasztasa az LC-MS/MS vizsgalat elott.

v LC-MS/MS elvalasztas: forditott fazisti HPLC.
Ortogonalis v Minta-tisztitas: kevert médu anioncserélén, lugos pH-n (ioncserés, eltérd elvi).
minta- /
tisztitas
Nemzetkozi korvizsgalat 2009 és 2016
®~
N komponens (ng/mL)
/ | Metilprednizolon 0,67 0,14 Megfeleld
n Metilprednizolon 0,12 -0,44 Megfelel
Semleges n Metilprednizolon 2,16 -0,40 Megfeleld
szteroidok Matrixok IR Metilprednizon 0,84 0,06  Megfelels
“ Dexametazon 1,56 0,03 Megfeleld
n Prednizolon 2,05 -0,26 Megfelel
Prednizolon 4,95 -0,30 Megfeleld

LC-MS/MS modszerek gyakorilati alkalmazasa az elelmiszer-analitikaban




Igény a pontos
minoségi és
mennyiségi
vizsgalatokra

Matrixra illesztett kalibracié tébbkomponenses (33) mdédszerben

Adalékolt méz minta

Kalibracids minta:11,5 -13,2
perc kozott 17 célkomponens
elualodik.

Tesztminta: csak a TC-t és a 4-epi-
==S=——" TC-t tartalmazza (14,8 pg/kg) >
> mas a hattér, mint a kalibraciéban.

>konc: 45,2 ug/kg (csak

szuromodszernek)
(tobbkomponenses kalibraciérol).

>konc: 12,6 yg/kg (megerdsitd
modszerrel).

| LC-MS/MS modszerek gyakorilati alkalmazasa az elelmiszer-analitikaban



Izot6phigitas

Bels6 standard (ISTD): izotopjeldlt
analog (e.g. 13C, 2H, >N)
Igény a pontos

mindsegi es Célkomponens Citrinin: 281 > 205 m/z
mennyiségi
vizsgalatokra
Azonos
fragmen
e g , S
Izotopjelolt analog Citrinin-13C13: 294 > 217
AM =13 m/z Am/z =13

nébih LC-MS/MS modszerek gyakorlati alkalmazdsa az élelmiszer-analitikaban




Izotéphigitas
IZOtép arény (IR) = Acélkomponens/ AISTD

v" IR fliggetlen a matrixhatastol
|gény a pontos v IR menr'IYiSégi értékeléshez
minoségi es Citrinin
mennyiségi
vizsgalatokra

Acélkomponens

. . . _]3 Ve . V4 V4
Citrinin-1°C13 1. Retencids id6k egyezése?!

2. lzotoptisztasag

AISTD

nébih LC-MS/MS modszerek gyakorlati alkalmazdsa az élelmiszer-analitikaban




Igény a pontos
minoségi és
mennyisédi
vizsgalatokra

nébih

40000

20000

Teriilet (cps)

2,5

Izotop arany
|_\
N
ol

Izotéphigitas
Az MNZ kalibracidja

y =6310x - 2786,8

¢ Olddészeres kalibracio
ESTD

y =423+ 17942 _\1atix kalibracio ESTD

15

3 4,5 6
Koncentracio (ug/kg)

Az MNZ kalibracidja

y = 0,3429x + 0,2491

¢ Oldoészeres kalibracio

y =0,3406x + 0,2647 ISTD
[1Matrix kalibracio ISTD

15

3 4,5 6
Koncentracio (ug/kg)

Matrix nélkiili (,oldészeres”)
és

matrixra illesztett kalibracio
ISTD neélkdal.

Matrix nélkili (,oldoszeres”)
és

matrixra illesztett kalibracio
ISTD-vel.

ISTD: MNZ-"3C2-"°N2

LC-MS/MS modszerek gyakorilati alkalmazasa az elelmiszer-analitikaban




Izotéphigitas

6x102

TMP-d9
TMP

lgény a pontos ARt = 0,089 perc

minoségi és

mennyiségi
vizsgalatokra DMZ-d3
DMZ
3 - ARt = 0,057 perc Pen G-d7
N Pen G
1
Citrinin-FC13 ARt = 0,086 perc
Iitrinin

" ARt= 0,002 perc

4 5 6 7 9 10 11 12 13 14 15
Intenzitas, cps vs. IdS, perc

LC-MS/MS modszerek gyakorilati alkalmazasa az elelmiszer-analitikaban




Igény a pontos
minoségi és
mennyiségi
vizsgalatokra

nébih

Izotéphigitas

Deutérium (¢H) jelzett ISTD 13C jelzett ISTD

ARt = 5,3 mp.

trimetoprim-d9 és trimetoprim citrinin-13C13 és citrinin

Wang et al., JPBA 43 (2007) 701

1,2 masodperc kilonbség a retencids idoben >> 20%-kal eltéré koncentracid
a referencia értékhez képest.

LC-MS/MS modszerek gyakorilati alkalmazasa az elelmiszer-analitikaban



|zotoptisztasa

9

nébih

Izotéphigitas

4x103_

TIC, sertésizom

4x103_

+ MRM (340,2 > 296,2) NP-AMOZ-d5

1x107_

0,5-

+ MRM (335,2 > 262,2) NP-AMOZ

2x107-

+ MRM (335,2 > 291,2) NP-AMOZ

1 2 3

Intenzités, cps vs. 1d6, perc

Befolyasolja a kisebb izotop aranyokat.

NP-AMQOZ-d5-tel
adalékolt vak minta.

Az ISTD oldata
tartalmaz nem jelzett
célkomponenst is.

Megjelenik a
célkomponens a vak
mintaban.

LC-MS/MS modszerek gyakorilati alkalmazasa az elelmiszer-analitikaban




Referencia
értekek
meghatarozas
a

Teszt
minta

ISTD 4{

Minta-
elokészités

|

Analizis

!

I RtESZt

,Pontosan egyezd” dupla izotéphigitas

ISTD +

Az izotop aranyok
aranya:
R’ = IRteszt/ IRkaIib =1

Vak
minta

Minta-
elokészités

|

Nativ
standard

Analizis

!

IRkaIib

A tesztminta
természetesen
szennhyezett.

Egy-pontos
matrixra illesztett
kalibracié ISTD-vel.

Az izotdp aranyok a tesztminaban és a kalibraciés mintaban egyeznek.

LC-MS/MS modszerek gyakorilati alkalmazasa az elelmiszer-analitikaban



Osszefoglalas

v (U)HPLC elvalasztas fontossaga (azonos szerkezetu vegyluletek vizsgalata,
Igény a pontos
minoségi és
mennyiségi
vizsgalatokra

pl. szulfonamidok).
Minta-tisztitas jelentosége (ortogonalitas).
A matrixra illesztett kalibracié korlatai (pl. tobbkomponenses modszerek)

lzotophigitas (deuteralt vs. 13C standardok)

DN N NN

|lzotoptisztasag

nébih LC-MS/MS mddszerek gyakoriati alkalmazdsa az élelmiszer-analitikaban



K&szdnetnyilvanitas

lgény a pontos Simon Andreanak

mindségi és Palffi Evanak
mennyisédi

vizsgalatokra Kremniczky Timeanak

Dernovics Mihalynak
Andreas Breidbach-nak

nébih LC-MS/MS modszerek gyakorlati alkalmazdsa az élelmiszer-analitikaban
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