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TOM TAT

Quinolone la médt nhém thubc khang
khuén dwoc dung réng réi trong viéc diéu tri
nhiém trang & nguoi va déng véat dic biét
trong chan nubi va thdy san. Mét phuwong
phap phéan tich don gian va hiéu qua bao
gbm qua trinh chiét 1dng — 18ng, tach trén cot
pha ddo C18 va phan tich bing hé khéi phé
microQTOF da duwoc phét trién nham khéo
sat va xac dinh déng thoi 8 quilonone
(norfloxacin,  ciprofloxacin, lomefloxacin,
danofloxacin, enrofloxacin, acid oxolinic,
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Quinolone 1a mét trong nhitng nhdom khang
sinh tng hop héa hoc ¢6 kha niang khuéch tén tét
trong md bao, nhanh chéng tc ché va tiéu diét vi
khuan thong qua sy trc ché téng hop ADN, do d6
duogc dang phd bién va hiéu qua cho ca ngudi va
dong vat. Tuy nhién, viéc sir dung nhém khang
sinh nay trong chan nudi va thuy san c6 tac dung
xiu dén moi truong va sac khoe cong dong.
Khang sinh nhém fluoroquinolone dugc cho la cd
nguy co gy dot bién gene, gay sy thai khi su
dung cho dong vat mang thai, c6 thé gay réi loan
phét trién xuong, sun (got asin & nguoi) [1, 2].
Bén canh do, sy ton luu thoi gian dai sau khi st
dung thubc khéng sinh nhém fluoroquinolone

acid nalidixic va flumequine) trong thit ga,
thit heo, tém va cé diéu héng. Hiéu suét thu
héi thu dwoc tir 81,1 dén 94,8 % cho thit ga,
ttr 73,2 dén 96,5 % cho tém (ngoai trcr
flumequine cé hiéu suét thu héi 50,6 %) va
ttr 89,6 dén 113,2 % cho cé diéu héng. Gidi
han phét hién wéc luong tir 0,1 dén 1,3 ng g
Yva gi6i han dinh luong tir 0,4 dén 4,3 ng g
. Qui trinh phan tich da dwoc ap dung dé
xéc dinh cac quilonone trong méu thjt ga, thit
heo, tém, cé diéu hong trén thj trurong.

cling 12 nguyén nhan dan dén viéc han ché va
cam sir dung nhitng khang sinh thuoc nhém nay.
Pé kiém soat du luong khang sinh quinolone
dam bao suc khoe nguoi ti€u dung ciing nhu bao
vé méi trudng, du luwong tdi da (maximum
residue limits — MRLs) cua cac loai quinolone da
dugc Lién higp Chau Au (EU) qui dinh la
100ng.g™ [3]. O Viét Nam, du lugng tbi da cua
ciprofloxacin, danofloxacin va enrofloxacin cling
1a 100 ng.g™ (quyét dinh 07/2005/QD-BTS ngay
24/2/2005 cua B truong Bo thay san).

Céac phuong phap phan tich du lugng khang
sinh quinolone trong thyc pham nhu sac ki long
hiéu ning cao ghép dau do UV, dau do huynh
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quang bi han ché vé& sé luong quinolone cé thé
phén tich dong thoi ciing nhur giGi han dinh lugng
& ham luong thap ng.g™ [4, 5]. Do d6, trong d&
tai nay, ching toi tién hanh khao st trén mot
phuong phap phéan tich c6 dd nhay va do chon
loc cao la sic ky long hiéu ning cao pha dao
ghép véi khbi phé micro QTOF (HPLC-MS/MS)
va lya chon qui trinh chiét va 1am sach thich hop
dé phan tich dong thoi 8 quinolone (Hinh 1)
trong nhiéu di tugng mau thuc pham khac nhau.
VAT LIEU VA PHUONG PHAP
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Céc chat chuan ran quinolone (norfloxacin,
ciprofloxacin, lomefloxacin,  danofloxacin,
enrofloxacin, acid oxolinic, acid nalidixic va
flumequine) duoc cung cap boi Phan vién Kiém
nghiém Dugc phim thanh phé H& Chi Minh.
Dung dich ¢ nong d6 100 g.mL™* dugc pha trong
nudc cat 2 lan va dwoc bao quan trong ti mét &
4°C. Cac dung mdi hitu co n-hexane, methanol,
ammoniac, acid formic déu thudc loai tinh khiét
ciia Merck. Dung méi acetonitril c¢6 do tinh khiét
dung cho séc ki long cua Labscan.
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Lomefloxacin (LOM) Danofloxacin (DAN)
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Nalidixic acid (NAL) Flumequine (FLU)

Hinh 1. C4u trac hoa hoc cua 8 quinolone

Thiét bi va dung cu

Hé thong séc ki long LC Agilent 1200 véi hé
thong tiém miu ty dong st dung cot sic ki
Supelco™ Ascentis C18 (5 cm x 3 mm i.d., 3 m)
véi cot bao vé Phenomenex C18 (4 mm x 2 mm
i.d.). Pha dong gébm c6 dung méi acetonitril va
dém amoni format 0,2% (pH 3,5). Chuong trinh
gradient pha dong duoc trinh bay trong Bang 1.

Béng 1. Chuong trinh gradient pha dong

t DPém amoni format 0,2 % Acetonitril
(phit) (pH 3,5) (%) (%)
0 90 10
90 10
7 80 20
10 65 35

12 65 35
13 90 10
15 90 10

Hé théng phan tich khdi phé bao gom ngudn
ion hoa phun dién tir (ESI), bo phan tich khdi két
hop tac cuc va thoi gian bay (microQTOF) va
dau do microchannel plate cua Bruker véi phan
mém diéu khién thiét bi va xur i dir liéu Analyst
1.4.2. Ching t6i tién hanh khao sat diéu kién
phan tich ddng thoi 8 quinolone bing ky thuat
ion hoa phun dién tir v6i ché d6 bén ion dwong.
Dé t6i wu hoa diéu kién khdi pho, dung bom
xylanh 500 L bom tryc tiép tirng chit chuin &
ndng d6 1 g.mL™ vao budng ion hoa dé khao sat
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va t6i wu diéu kién dinh tinh va dinh luong cho
tirng chat phan tich.

Ngoai ra con cé céc thiét bi va dung cu khac
nhu cin phan tich c6 d6 chinh xac 0,1 mg, hé
Qui trinh chiét va 1am sach miu

Qua trinh khao sat dugc thuc hién trén hai
qui trinh chiét va 1am sach: chiét pha ran (solid

Qui trinh 1: Chiét pha rin (SPE)

[ 2 g thit xay nhuyén, dong nhat ]

20 mL dich chiét dém HCOONH, 0,2% pH 7,
vortex 2 pht, ly tdm 15 phut

[ )

[ 10 mL hexan, vortex 2 phut, ly tam 15 phit, loai béo ]

\4

Cot SPE C,5 hoat héa 3 mL MeOH va 3 mL H,0
Rira giai 5 mL MeOH:NH; 25% (85:15)

Thdi khd véi Ar

[

Hoa tan bang 1 mL dém chay méy

)

Tiém vao hé théng
LC-ESI-MS/MS

thong loc dung méi phu hop véi mang loc co
kich thudc 16 0,45 m, may li tam, bé siéu am,
may vortex ...

phase extraction — SPE) [6] va chiét long long
(liquid liquid extraction — LLE) [7] (Hinh 2).
Qui trinh 2: Chiét 16ng 16ng (LLE)

[ 2 g thit xay nhuyén, dong nhit ]

A 4

15 mL dung dich CH;CN c6 1% HCOOH,
vortex 2 phit dé chiét, ly tam 5 phat

[ )

[ 4 mL hexan, vortex 2 phat, ly tdm 5 phdt, loai béo ]

A4

Théi kho véi Ar

[ Hoa tan cin bang 1 mL dung dich pha déng ’

[

Loc qua mang loc 0,22 um

)

Tiém vao hé théng
LC-ESI-MS/MS

Hinh 2. So db 2 qui trinh chiét va lam sach mau

KET QUA VA THAO LUAN

Chang tdi gitt cb dinh cac théng sé cua
ngudn ion héa ESI (source) va bo loc khdi luc
cuc Q1 (hexapole) theo khuyén céo cua nha san
xuit (Bang 2) va tién hanh tbi vu hoa timg ning
luong bén pha ion me, ion con, thoi gian chuyén
khéi (transfer time) bang cach chon ché d6 can
chinh may bang tay. Két qua thu duoc trinh bay
trong Bang 3. Tuy nhién, khi két hop vai diéu
kién phan tich sic ki long thi cac diéu kién phan
tich khdi phd dugc chia thanh 3 segment tuong
g v&i 3 nhém thoi gian luu (tg) cua cac mii séc
ki (Bang 4 va Hinh 3). Két qua thu dugc cho thay
ca 8 quinolone déu c6 khoang tuyén tinh rong tir
5 ng.mL™ dén 800 ng.mL™ véi R? tir 0,995 dén
0,098 (Hinh 4).

Bing 2. Cac thong sd ctia ngudn ion hoa ESI
(source) va bd loc khéi luc cuc Q1 (hexapole)

End Plate Offset -500 vV
Capillary 4500 V
Source Nebulizer 1,2 Bar
Dry Gas 11,0 I/min
Dry Temp 200°C
Funnel 1 RF 200,0 Vpp
Funnel 2 RF 225,0 Vpp
Transfer
ISCID Energy 0,0eVv
Hexapole 275,0 Vpp
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Bing 3. Cac thong s ti wu cho ting chat phan tich véi microQTOF

Thur tu Tén Khdi lwong m/z Quandrupole IE | CE | Collision RF | Transfer
mili hop chét phan tur tim duoc (eV) (eV) (Vpp) time (s)
1 Nor 319,30 320,1404 8,5 10,0 210 25-30

2 Cip 331,35 332,1404 6,0 10,5 250 28

3 Lome 351,36 352,1467 6,0 10,0 210 30

4 Dano 357,40 358,1561 8,5 10,5 250 30

5 Enro 359,40 360,1717 8,0 10,5 250 29

6 Oxo 261,23 262,0709 50 10,5 250 28

7 Nal 232,24 233,1003 50 10,5 250 25

8 Flu 261,25 262,0873 50 10,5 250 25

Bang 4. Thong sd ctia bd phan

tich kh6i phan tich dong thoi 8 quinolone theo tirng segment

Théne sé Segment 1 Segment 2 Segment 3
& (tw: 0— 9 phat) (tr: 9 — 12 phit) (tr: 12— 15 phait)
lon Energy 75eV 5.0eV 5.0eV
Quadrupole
Low Mass 100,00 m/z 100,00 m/z 100,00 m/z
Collision Energy 10,5eV 10,5eV 10,5eV
Collision Collision RF 210,0 Vpp 250,0 Vpp 250,0 Vpp
Cell Transfer Time 29,0's 280 25,0's
Pre Pulse Storage 50s 50s 50s
intens
x10%4]
6
4]
3]
2 3 5
1o Ji4
1] Nt il
o : : : ARV . : ‘ : :
0 2 4 6 8 10 12 14 16 Time [min]
—— EIC 320.1400 +All MS —— EIC 332.1400 +All MS —— EIC 352.1400 +All MS —— EIC 358.1500 +All MS
EIC 360.1700 +All MS EIC 262.0700 +All MS — EIC 233.0900 +All MS — EIC 262.0800 +All MS

Hinh 3. Séc ki d5 hdn hop 8 chuén 100 ng.mL™ khi chay chwong trinh gradient pha déng

Khi ching toi tién hanh khao sat qua trinh
chiét va lam sach vai qui trinh 1 sir dung cot SPE
C18 500 mg trén hé sic ki long dau do huynh
quang thi thu duoc hiéu suit thu hoi trén mau thit
ga thém chuan 25 ng.g™ 1a khé tét va duong nén
kh& sach. Tuy nhién, khi phén tich trén hé LC-
ESI-microQTOF thi nhiéu nén cao va che phu ca

8 peak, giam tin hiéu chat phan tich. Nguyén
nhan 1a do ding dung dich ria giai 1a hén hop
metanol va amonia ndng do 16n 25% (ti 1¢ 85:15)
nén pH rat cao dan dén trong qua trinh rira giai
mot phan chét nén silica cua cot SPE ciing s& bi
ria troi. Dau do huynh quang khdng nhan biét su
c6 mit cua silica nhung dau do khdi pho ghi nhan
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dich chiét 1a ACN c6 1% acid formic cho dich
chiét rat sach so véi qui trinh 1 dung dém amoni
format pH 7.

silica ham luong cao v6i m/z dic trung. Do vy,
ching toi tiép tuc khao st vai qui trinh 2 chiét
long long két qua thu duoc tét hon rat nhiéu
(Bang 5). Qui trinh xtr Iy mau sb 2 sir dung dung

Bang 5. So sanh hi¢u suat thu hdi (H) 4p dung 2 qui trinh chiét va lam sach trén mau thit ga & ham
lwgng miu thém chuin 25 ng.g™

Qui trinh 1 Qui trinh 2
Hop chat % RSD % RSD
H (%) (n=3) H 06) (n=3)
Nor 2,4 9,4 94,2 3,3
Cip 28,7 13,6 79,6 5,5
Lome 21,0 51 93,5 1,7
Dano 29,5 13,1 92,1 4,7
Enro 24,2 54 82,9 3,7
Oxo 354 10,1 96,2 2,1
Nal 53,9 17,6 93,6 53
Flu 423 42 97,3 51

Mot thong s6 quan trong trong qui trinh 2 1a
thé tich dung dich chiét acetonitril c6 1% acid
formic cling da dugc khao sat. Cac thi nghiém
dugc 1am & cing mot didu kién: thém chuén trén
mau thit ga khéng c6 chét phan tich & ham luong
50 ng.g™. Két qua thu dwoc cho thdy thé tich 15
mL nhin chung chiét 8 quinolone tét hon va kinh
té hon 1a 20 mL nhu trong nghién ctu ciia Chang
va cong s [7] (Hinh 5). Vay nén chung tdi &p
dung thé tich dung dich chiét 15 mL cho qui trinh
chiét va lam sach.
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Hinh 4. Pudng hdi qui ciia 8 quinolone

Ching t6i tién hanh khao sat hiéu sut thu
hoi trén mau thit ga, tdm va cé4 diéu hong khéng
c6 chat phan tich lay tir siéu thi va thém chuin ¢
ham luong 12,5 ng.g*. Két qua thu duoc cho
thiy hiéu suat thu hoi trén mau tom va ca diéu
hong kha tét twong tu nhu mau thit ga (Bang 6),
qui trinh phan tich khdng bi anh huong nhiéu boi
ban chat cua nén mau. Tuy nhién, véi mau tém,
hiéu suat thu hdi cua flumequine thap (50,6 %),
diéu nay la do nhidu nén cao lam giam tin hiéu
cua flumequine.
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Hinh 5. D thi biéu dién sy bién thién cua dién tich miii
sac ki theo su thay doi thé tich dung dich chiet
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Bang 6. Hiéu suét thu hdi (H) trén mau thit, tém, c4 & ham lwong 12,5 ng.g™

Ga T6m C4 diéu hdng
Nor 91,9 41 751 37 90,5 2,7
Cip 81,1 37 96,5 13 106,9 1,9
Lome 88,0 41 84,1 39 89,6 49
Dano 86,5 7.1 738 11 96,3 4,0
Enro 83,1 47 93,0 2,4 113,2 6,8
Oxo 94,8 2,0 73,2 9,4 105,4 38
Nal 86,8 3,3 93,2 4,0 101,6 2,1
Flu 92,4 6,1 50,6 3,2 100,7 6,1

Gi6i han phat hién (3xS/N) dugc ude luong
tr 0,1 dén 1,3 ng.g” va giéi han dinh luong
(10xS/N) tir 0,4 d&n 4,3 ng.g™ véi % RSD tir
2,7% dén 5,7% tly theo tirng hop chat. Gigi han
nay | rat thap so véi tiéu chuan MLDs 100 ng.g’
! Nhu véy cho thdy phuong phap phén tich c6 do
nhay va d¢ chon loc cao.

Qui trinh phan tich dugc ap dung dé khao sat
du lugng céc quinolone nay trong cac mau thit
03, thit heo, tbm, ca mua ¢ chg Phi Tho, Binh

Duong. Nhan thay trong mau c6 sy hién dién cua
céc chit khao sat nhung nong do kha nho nam
trong gigi han cho phép (nhé hon 100 ng.g™)
(Bang 7). Két qua nay ciing hop Iy vi khéng sinh
quinolone dd dugc nha nudc kiém soat chat ché
lidu lwong cho phép dung cho gia stc, gia cam,
dic biét cac san pham thit dau vao ¢ siéu thi. Véi
mau thit gd mua ¢ cho ching toi tim thay du
lugng khang sinh norfloxacin 1a kh4 cao (64,8
ng.g™) nhung van & trong ham lwong cho phép.

Bang 7. Du lugng khang sinh quinolone (ng.g™) trong mau thit ga, thit heo, tom, c4 diéu hong

Hop chat Ga Heo Tém C4 diéu hong
Nor 64,8 Khoéng dinh lugng Khoéng dinh lugng Khoéng dinh lugng
Cip Khong dinh luong Khong dinh luong Khong dinh luong Khong dinh luong
Lome 3,5 Khong dinh luong Khong dinh luong Khong dinh luong
Dano Khong dinh lugng 0,9 Khoéng dinh lugng Khoéng dinh lugng
Enro 53 1,2 Khoéng dinh lugng 41
Oxo Khong dinh lugng 0,4 Khoéng dinh lugng 2,4
Nal 1,0 0,8 0,4 2,6
Flu 3,6 0,9 Khoéng dinh lugng 5,0
KET LUAN

Trong nghién ctru nay, chung t6i da tim duoc
chuong trinh gradient pha dong tach 8 quinolone
trén cot sic ki pha dao C18 trong khoang thoi
gian ngén 15 phat va cac théng s6 cho ngudn ion
héa ESI, bo phan tich khéi phan tich ddng thoi 8

quinolone. Hiéu suit thu hdi & ham luong thém
chuin 12,5 ng.g™* 12 81,1 dén 94,8 % cho thit ga,
tir 73,2 dén 96,5% cho tém (ngoai trir flumequine
c6 hiéu suit thu hdi 50,6%) va tir 89,6 dén 113,2
% cho cé& diéu hdng. Giéi han phat hién uéc
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lwong tir 0,1 dén 1,3 ng.g" va gi¢i han dinh
luong tir 0,4 dén 4,3 ng.g™ nho hon nhidu so véi
cac chi tieu MRLs cta Viét Nam cting nhu EU
nén ta c6 thé dung qui trinh phan tich nay xéac
dinh du lwgng khang sinh quinolone trén mau
ngoai thi truong.

LO1 CAM ON: Nhém tac gia chan thanh cam on ThS. Nguyén
Huy Du va CN. Nguyén Khdic Manh vé sir hd tro kj thudt trong qua
trinh phan tich véi hé théng khdi phé microQTOF tai Phong Phan tich
Trung tam thugc Truong Pai hoc Khoa hoc Tur nhién — Bai hoc Quéc

gia Tp. Hé Chi Minh.

Simultaneous determination of
guilonone residues in meat, shrimp and
fish by liquid chromatography tandem

mass spectrometry

e Tran Thanh Truc
e Tran Thi Nhu Trang
University of Science, VNU-HCM

ABSTRACT:

Quinolones are broad-spectrum synthetic
antimicrobial agents used in the treatment of
bacterial infection of livestock and in
aquaculture. An simple and efficient
analytical method consisting of the liquid -
liquid extraction, the separation on the C18
reversed phase column and the analysis with
microQTOF mass  spectrometer was
developed to identify and determine
simultaneously eight quilonones (norfloxacin,
ciprofloxacin, lomefloxacin, danofloxacin,

Key words: Quinolone, LC-MS/MS, SPE, LLE
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