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Przedstawiono metode oznaczania siedmiu sulfonamidow (sulfatiazol, sul-
facetamid, sulfamerazyna, sulfametazyna, sulfametoksazol, sulfadimetoksyna,
sulfametoksypirydazyna) w miodzie. Probki rozpuszczano w kwasie solnym,
oczyszczano metodq SPE na kolumienkach Oasis HLB i upochodniano fluresce-
naming. Pochodne oznaczano przy pomocy LC z detekcjq fluorescencyjng. Do
rozdziatu stosowano kolumne chromatograficzng Luna C-18 Phenomex z izo-
kratycznq plynq fazq skltadajqcq sie z acetonitrylu, metanolu i kwasu octowego
(1%) (10:45:45, v/v/v). Metode walidowano zgodnie z kryteriami Decyzji Ko-
misji nr 2002/657/WE. Wspoiczynniki zmiennosci (CV %) byly nizszy niz 9%,
a Srednie odzyski miescity sie w zakresie 56—79%. Decyzyjne wartosci graniczne
(CCa) oraz zdolnosé¢ wykrywania (CCB). miescily sie odpowiednio w zakresie
33,4-35,9 ug/kg i 39,4—42,4 ug/kg.

Hasta kluczowe: sulfonamidy, oznaczanie pozostalo$ci, miod, chromatografia cie-
czowa.
Key words: sulfonamides, residue determination, honey, liquid chromatography.

Sulfonamidy sa to zwiazki krystaliczne, trudno rozpuszczalne w wodzie. Od-
znaczaja si¢ dos$¢ szerokim spektrum dziatania obejmujacym liczne drobnoustroje
Gram-dodatnie i Gram-ujemne.

Sulfonamidy w naturalnych miodach pszczelich moga wystgpowac jako pozosta-
losci preparatow weterynaryjnych stosowanych do zwalczania zgnilca zto§liwego.
Najczesciej stosowanym preparatem jest Polisulfamid w sktad, ktorego wchodza
trzy sole sodowe sulfonamidow: sulfatiazol, sulfacetamid, sulfametazyna. Niekon-
trolowane i nadmierne stosowanie tych zwiazkéw w leczeniu pszczo6t moze prowa-
dzi¢ do zanieczyszczenia miodu ich pozostatosciami. Sulfonamidy przedostajac si¢
z miodem do organizmu cztowieka moga stac si¢ przyczyna zatru¢ i alergii. Wedtug
Dyrektywy Unijnej 20002/657/WE obowiazujacej od dnia 14 sierpnia 2002 r. sulfo-
namidy zostaty zakwalifikowane do grupy B, czyli maja wyznaczony MRL i moga
by¢ stosowane w lecznictwie weterynaryjnym (1). Dla miodu suma ich pozostatosci
wynosi 0,05 mg/kg.

Chromatografia cieczowa sprz¢zona z tandemem mas (LC-MS/MS) (2, 3, 4)
i chromatografia cieczowa z detektorem fluorescencyjnym (LC-FLD) (5, 6, 7) jest
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technika szczegdlnie rozpowszechniona w analizie pozostalosci sulfonamidow
w miodzie. Jednakze, ze wzgledu na wysoki koszt zakupu LC-MS/MS przewaz-
nie do ich identyfikacji oraz oznaczania ilosciowego w miodzie stosowano uktad
LC-FLD, ktory spelnia zalecenia decyzji Komisji nr 2002/657/EC. Zastosowanie
tego uktadu mozliwe jest po uprzednim upochodnieniu sulfonamidéw, poniewaz nie
wykazuja one naturalnej fluorescencji. Do otrzymania pochodnej stosowano prze-
waznie fluorescaming. Pozwolito to zwigkszy¢ czulos¢ 1 specyficzno$¢ oznaczenia.
LOD przy zastosowaniu detektora FLD jest ok. 100-krotnie nizszy niz w detektorze
spektrofotometrycznym (UV).

Celem pracy byto opracowanie, w oparciu o dane z piSmiennictwa oraz doswiad-
czenie wilasne, metody identyfikacji oraz ilo§ciowego oznaczania 7 sulfonamidéw
(sulfatiazol, sulfacetamid, sulfamerazyna, sulfametazyna, sulfametoksazol, sulfa-
dimetoksyna, sulfametoksypirydazyna) w miodzie pszczelim przy zastosowaniu
uktadu LC-FLD, ktora spetniataby zalecenia Decyzji Komisji nr 2002/657/WE.
Opracowana procedura jest stosowana w badaniach kontrolnych pozostatosci sul-
fonamidow w miodzie.

MATERIAL I METODY

Przygotowanie probki do analizy. Do probowek wiréwkowych poj. 30
cm’ odwazano po 4 g miodu, dodawano po 10 cm’ kwasu solnego o stez. 2 mol/dm’
1 doktadnie mieszano. Ekstrakty inkubowano w temperaturze pokojowej przez 30
min. Prébki wirowano i pobierano po 7 cm’ uzyskanych ekstraktow, dodawano po 5
cm’ kwasu cytrynowego o stez. 0,3 mol/dm’ i doprowadzano do pH 4,0 za pomoca
NaOH o stez. 5 mol/dm’. Tak uzyskane ekstrakty poddawano oczyszczaniu na ko-
lumienkach Oasis HLB.

Kolumienki z sorbentem HLB poddawano kondycjonowaniu 5 ¢cm’ acetonitry-
lu oraz 5 cm® wody. Ekstrakty przepuszczano przez kolumienki z predkoscia 1-2
krople/sek. Po przejiciu ekstraktu kolumienki przemywano 5 cm’ wody i osuszano
pod proznia (2-3 min). Badane zwiazki eluowano acetonitrylem 2 razy po 2,5 cm’
do probdwek, w ktorych znajdowato si¢ po 100 pl mieszaniny glikol etylenowy:
acetonitryl (1:9). Eluat zaggszczano w strumieniu azotu w temp. ok. 50°C. Sucha
pozostalo$¢ rozpuszczano w 0,4 cm’ buforu octanowego o pH 3,5 i dodawano po
0,1 cm’ roztworu fluorescaminy. Doktadnie mieszano i pozostawiano do inkubacji
przez 30 min. Tak przygotowane ekstrakty analizowano za pomoca chromatografu
cieczowego Hawlett Packard 1100 z detektorem FLD.

Warunki analizy HPLC oznaczania sulfonamidow byly nastgpujace: detektor —
FLD Ex: A =405 nm., Em: A =495 nm., kolumna chromatograficzna C18, 150 x 4,6
mm, 3 um, faza ruchoma — acetonitryl do HPLC, metanol do HPLC, 1% kwas octo-
wy 10:45:45 (v/v/v), przeptyw 0,7 cm’/min, temp. kolumny analitycznej 25°C, ob-
jetos¢ dozowana 20 pl. Identyfikacjg zwiazkéw w probee przeprowadzano poprzez
poréwnanie czasow retencji pikow wystgpujacych w badanych ekstraktach z pikami
odpowiedniego wzorcowego roztworu roboczego i probki fortyfikowane;.

Tozsamo$¢ substancji badanej byta potwierdzana, jezeli czas retencji piku probki
badanej oraz piku wzorca nie roéznity si¢ wigeej niz £ 2,5%. Jezeli identyfikacja
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substancji dajacej pik na chromatogramie — na podstawie jego ksztattu lub otrzy-
manego wyniku — byta watpliwa, obecno$¢ analizowanej substancji potwierdzano
przez zastosowanie kochromatografii. Ekstrakt probki wzbogacano poprzez dodanie
odpowiedniej ilo$¢ roztworu roboczego. [los¢ dodanych sulfonamidéw byta porow-
nywalna do ilo$ci zawartej w ekstrakcie probki.

Zawartos¢ poszczeg6lnych zwiazkéw w badanej probce obliczano wykorzystu-
jac nastgpujacy wzor:

porc
M

gdzie: X — zawarto$¢ zwiazku w analizowanej probce, pg/kg, M — masa badane;j
probki, g, V — objetosé koncowa ekstraktu, cm’, C — stezenie sulfonamidéw w préb-
ce, ng/cm’.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Opracowana metoda zostata zwalidowana zgodnie z zaleceniami zawartymi w de-
cyzji Komisji nr 2002/657/WE (8). Wyznaczono dla kazdej matrycy nastgpujace
parametry statystyczne metody: specyficznosé, liniowos¢, powtarzalno$ci, popraw-
nos¢ (odzysk), doktadnos¢ (btad wzgledny), odtwarzalno§¢ wewnatrzlaboratoryjna
oraz limit decyzyjny wartos$ci granicznej (CCa) i zdolnosci wykrycia (CCP).

Specyficzno$¢ metody zbadano przy uzyciu probek §lepych odczynnikowych (od-
czynniki stosowane w procesie analitycznym), matryc miodu oraz matryc wzboga-
conych znana ilo$cig analitu. Stwierdzono, Ze opracowana metoda jest specyficz-
na dla oznaczanych zwiazkoéw. Wzgledny czas retencji sulfonamidéow w probkach
wzbogaconych do czasu retencji wzorcoOw jest taki sam z tolerancja = 2,5%. Na
ryc. 1 przedstawiono typowy chromatogram probki wzmocnionej matrycy miodu na
poziomie 25 pg/kg. Chromatogram uzyskano przy zastosowaniu uktadu LC-FLD.

Zakres liniowosci metody okreslono na podstawie krzywych wzorcowych przy-
gotowanych w oparciu o co najmniej 5 poziomdéw wzorca sulfonamidéw w zakresie
12,5-200 pg/kg. Wspotczynnik korelacji wynosit powyzej 0,998.

W celu okreslenia powtarzalno$ci, odtwarzalnosci i poprawnosci (odzysk) meto-
dy probki miodu wzbogacano oznaczanymi st¢zeniami mieszaniny sulfonamidéw
na poziomie 12,5, 25, 50, 75, 125, 200 pg/kg dla kazdego zwiazku. Dla 7 oznacza-
nych sulfonamidéw przy wzmocnienia w zakresie 12,5-200 pg/kg wspotczynnik
zmienno$ci wynosit 3,4-8,4% za$ odtwarzalnosci 8,9-21,5%. Sredni odzysk wyno-
sit 56,1-79,1%.

Decyzja (7) wprowadza dwa nowe parametry wykonawcze, jakie musi spelniac
metoda potwierdzajaca. Jest to decyzyjna warto$¢ graniczna (CCa) oraz zdolnosé
wykrywania (CCB). CCa oznacza warto§¢ graniczng od poziomu, ktérej, mozna
wnioskowa¢ z prawdopodobiefistwem blgdu o, ze probka jest niezgodna (fatszy-
wie dodatnia) i wynosi ona dla sulfonamidow (grupa B) 5%. CCp jest to najnizsze
stezenie analitu, ktore moze by¢ wykryte, zidentyfikowane i oznaczone w probce
z prawdopodobienstwem 1— 3. Btad B jest to prawdopodobienstwo uznania probki
za falszywie ujemna i wynosi on dla sulfonamidéw 5%. Oba te parametry stuza do
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Ryec. 1. Chromatogram LC-FLD z matrycy miodu i matrycy wzmocnionej siedmioma sulfonamidami na
poziomie 25 pg/kg.

Fig. 1. LC-FLD chromatograms of matrix honey and matrix honey spiked with seven sulfonamides at
25 ng/kg.
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jednoznacznej interpretacji wynikow analiz pozostatosci chemicznych w zywno-
$ci pochodzenia zwierzecego. CCa i CCP obliczono dla kazdego sulfonamidu na
podstawie krzywych kalibracji wyznaczonych na podstawie probek wzmocnionych
zgodnie z PN-ISO 11843-2 (8). CCa miescila si¢ w granicach 33,9-35,9 ng/kg, zas
CCB 39,4424 pg/kg.

Przy szacowaniu niepewno$ci wyniku uwzgledniono niepewnosci standardowe
wynikajace z powtarzalno$ci metody, wazenia probki, bledu systematycznego meto-
dy, stosowania wzorcow oraz naczyn pomiarowych. W celu uzyskania niepewno$ci
rozszerzonej, ztozona niepewno$¢ standardowa mnozono przez wspotczynnik roz-
szerzenia k = 2 przy poziomie ufnosci a = 0,95. W tab. I przedstawiono uzyskane
parametry statystyczne metody oznaczania sulfonamidéw w miodzie wzbogaconym
na poziomie 25 pg/kg.

Tabela I. Statystyczna charakterystyka metody oznaczania sulfonamidéw w miodzie (wzmocnienie na poziome
25 ug/kg)

Table |. Statistical characteristics of the method for determination of sulfonamides in bee honey (spiked at 25
Hg/Kg)

Parametry statystyczne SFT SFA SMR SMz SMP SMT SDT
Wartos¢ srednia (ug/kg) 171 15,5 18,2 17,4 17,2 16,8 18,1
Powtarzalnosci, CV (%) 7,4 5,1 5,6 4,7 4,5 6,3 4,8
Sredni odzysk (%) 68,8 62,1 72,9 69,9 68,9 67,5 72,5
Odtwarzalnosci, CV (%) 17,4 21,5 14,9 19,0 8,9 11,4 13,9
CCu (ug/kg) 33,9 34,5 35,2 34,0 35,1 35,9 35,2
CCB (ug/kg) 39,8 | 40,7 | 41,1 394 | 41,8 | 424 | 421
Niepewnos¢ rozszerzona (%) 24 19 25 18 17 21 18

WNIOSKI

1. Przedstawiona powyzej metoda pozwala na wykrycie pozostatosci sulfonami-
dow na poziomie wynoszacym 12,5 pg/kg.

2. Opracowana procedura jest stosowana w badaniach kontrolnych pozostatosci
tych zwiazkéw w miodzie.

Jelena Doroszkiewicz-Fiedoruk, Lech Rodziewicz

DETERMINATION OF SULFONAMIDES IN HONEY
BY LIQUID CHROMATOGRAPHY WITH FLUORESCENCE DETECTION

Summary

The method is presented to analyze seven sulfonamides (sulfathiazole, sulfacetamide, sulfamerazine,
sulfamethazine, sulfamethoxazol, sulfadimethoxine, sulfachloropyridazine) in honey. The samples were
dissolved in hydrochloric acid (2M), cleaned up Oasis HLB solid phase extraction (SPE) column and de-
rivatized with fluorescamine. The derivatives were determined by LC with fluorescence detection. Chro-
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matographic separation was done on a C-18 Phenomenex Luna column with an isocratic mobile phase
consisting of acetonitrile, methanol and 1% acetic acid (10:45:45, v/v/v). The method validation was done
according to the criteria laid down in Commission Decision No. 2002/657/EC. The validation includes
the determination of specificati, linearity, repeatability, within-laboratory reproducibility, accuracy (re-
covery), decision limit (CCat), and detection capability (CCf). Honey samples were fortified with sulfon-
amides at 12,5 —200 ng/kg . The coefficients of variation (CV%) were lower than 9% and mean recovers
were between 56 — 79%. Within-laboratory reproducibility was better than 10% CV. CCa and CCP ranged
33,9 — 35,9 pg/kg and CCP 39,4 — 42,4 pg/kg, respectively.
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