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Folyadékkromatografias harmas
kvadrupol rendszerd tandem
tOmegspektrometrias
(HPLC-MS/MS) modszerek

az élelmiszer-vizsgalatokban:
kihivasok és elonyok.

Kulcsszavak: HPLC-MS/MS, Sz(ir6- és meger6sitd modszerek, Matrixhatas, Izotophigitasos témegspekt-
rometria

Roviditések: EMD-IDMS: Pontosan egyez8 dupla izotéphigitdsos mddszer (exact-matching double isotope
dilution mass spectrometry); HPLC-MS/MS: Nagyhatékonysagu folyadékkromatogréafiaval kapcsolt harmas
kvadrupol rendszer(i tandem témegspektrometria (High performance liquid chromatography tandem mass
spectrometry); HPLC-UV: Nagyhatékonysagu folyadékkromatografia UV detektalassal; ID: Izotophigitas (Iso-
tope dilution); IDMS: Izotéphigitasos tomegspektrometria (Isotope dilution mass spectrometry); ISTD: Bels6
standard (Internal standard); LC: Folyadékkromatografia (Liquid chromatography); LC-MS: Folyadékkroma-
togréafiaval kapcsolt tomegspektrometria (Liquid chromatography - mass spectrometry); LOD: Kimutatasi ha-
tar (Limit of detection); MH: Matrix hatas; MRL: Maradékanyag tolerancia hatarérték (Maximum residue limit);
MRM: Anyaion - lednyion mdd (multiple reaction monitoring); MS: Tomegspektrometria (Mass spectrometry);
R: Izotéparany; Ri: Izotéparanyok aranya; R’i,atlag: izotoparanyok aranyainak atlaga

1. Osszefoglalas

Az Eurdpai Unidban az Eurdpai Bizottsag 37/2010-es rendelete hatarozza meg az al-
latgyogyaszati szerek maradékainak hatarértékét az allati eredetid élelmiszerekben. A
reziduumok analizise legtébbszor folyadékkromatografias elvalasztastechnikai meg-
oldast igényel optikai vagy tomegspektrometrids detektalassal. Az utdébbi detektalasi
mod mara széleskorlien elterjedt az élelmiszervizsgal6 laboratériumokban, és nagyfo-

ku szelektivitasanak koszbénhetéen viszonylag egyszerlien alkalmazhaté komplex min-
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tak mérésére. A folyadékkromatogréafiads elvalasztassal kapcsolt tomegspektrometrias
detektalas esetén gyakorlatilag a minta-el6készitést egyetlen szilard-folyadék extrak-
cidra és azt kovetd higitdsra vagy olddszercserére lehet leegyszer(siteni, ha sz(ré
(screening) mddszerként kivanjuk alkalmazni az eljarast. Meger6ésité (konfirmacios)
moédszernek hasznalva az emlitett kapcsolt technikat, a mintatisztitas (clean-up) nél-
kdli eljaras mar csak izotophigitasos modszerrel 6sszekotve valosithatd meg az ese-
tek tobbségében. Ugyanis a viszonylagos egyszer(iséggel szemben a folyadékkroma-
tografids - tomegspektrometrids modszerek az interferencia nélkili mérés ellenére is
alapos optimalast igényelnek mind a minta-el6készitésben, mind az azt kéveté m(isze-
res analizisben, mert a célkomponensekkel ko-elualédé és méréstechnikailag latha-
tatlan matrixalkotok a meghatarozasok pontossagat nagymértekben befolyasolhatjak.
A matrixhatadsok kompenzacidjara matrixbdl felvett, matrix alapu kalibraciot vagy izo-
téphigitasos mddszert szoktak alkalmazni, de ezen eljarasok se adnak mindig j6 vagy
egyaltalan elérhet6 megoldast, igy az optikai detektalas olykor jobbnak bizonyul (pl.:
tetraciklinek meghatarozasa). Az izotdéphigitasos moédszerek egy kulonleges valtozata
a ,,pontosan egyez6 dupla izotophigitdsos moddszer” (exact-matching double isotope
dilution mass spectrometry), amelynek els6dleges helye van kontrolmintak referencia

értékeinek meghatarozasaban.

2. Bevezetés

A modern szermaradék-vizsgalatok egyik legy-
gyakrabban hasznalt méréstechnikai megoldasa a
folyadékkromatografias elvalasztassal kapcsolt t6-
megspektrometrias detektalast készilékek (LC-MS)
alkalmazasa, amelyek a rutin és kutatdé laboratériu-
mokban napjainkra &altalanos eszkézzé valtak, ko-
szbnhetéen sokszinli alkalmazhatésaguknak és ro-
bosztussaguknak. Tovabba a hatalyos jogszabalyok
tobbsége az LC-MS maddszerek hasznalatat irjak el
[1]. A kapcsolt technikadk folyamatos elterjedéséhez
az is jelentésen hozzéjarult, hogy a forgalmazok koz-
ti allandd verseny eredményeként egyre kedvez6bb
aron valtak elérhet6évé olyan készulékek, amelyek
nagyobb érzékenység és egyszerlibb kezelhetfség
mellett kinalnak megoldast az adott analitikai prob-
[éméakra. Amikor LC-MS mérésrél beszéliink, akkor
pontositanunk kell, hogy konkrétan mely technikak
alkalmazasardl van sz6. Mar maga a folyadékkro-
matogréfia (LC) fogalom is magaban foglalja mind a
vékonyréteg kromatogréafias, mind az ultra hatékony
folyadékkromatografias elvalasztasokat. Ugyanak-
kor a tdtmegspektrometrids (MS) detektalas is a kis-
és nagyfelbontastu készulékekt6l egészen a hibrid
tandem tomegspektrométerekig terjed. Jelen kézirat
keretén belil a nagyhatékonysagu folyadékkroma-
tografias harmas kvadrupol rendszerd tandem to-
megspektrometrias (HPLC-MS/MS) mérések keril-
nek bemutatasra. A kézlemény célja a HPLC-MS/MS
mérések alkalmazhatésaganak attekintése célkom-
ponensek vizsgalatara gyakorlati példakon keresztil.

Komplex mintak vizsgélatanal az alkalmazott méd-
szer szelektivitdsa elsédleges fontossagu, aminek
biztositasa csakis nagy szelektivitasé detektorok-
kal, vagy komponens-specifikus minta-el6készitési
eljarassal (pl.: immunaffinitasi oszlopok) lehetséges.
Még az egy analizatoros MS (single-stage MS) de-

tektor sem képes mindig megfelel§ szelektivitast
nyljtani, ugyanis mind a meghatarozand6 szerves
vegylletek, mind az azokkal egyitt elualédé matri-
xalkoté komponensek az analizator el6tt, az ionfor-
rasban fragmentalédnak. igy a célkomponens reten-
cios id6ablakén beldl elualédé matrixalkotok azonos
témegd (izobar) fragmens ionjaik az analizatorban
interferenciat okoznak. Viszont MS/MS detektalas
esetén a fragmentacio az Utk6zési cellaban jatszadik
le, igy a molekulat reprezentalé anyaion - leanyion
ionatmenetek (MRM atmenetek) nagyfoki szelek-
tivitast biztositanak. A ko-elual6d6 izobar maétrixal-
kotok fragmentaciés mintdzata MS/MS detektalas
soran ugyanis kis valdszinliséggel egyezik meg a
célkomponens mintazataval, igy nem zavar a kémiai
hattér a detektaladsban. Ennek ellenére az MRM maéd
se képes teljes specifikussagot garantalni, f6képp,
ha a mérendé komponenseket a minta-el6készités
és/vagy az MS detektalas miatt szarmazékképzéssel
szilkséges mérni. Erre példa lehet az allatgyogya-
szatban tiltott tireosztatikumok, mint tiouracil, me-
tiltiouracil, propiltiouracil, és tapazol mérése vizelet-
bél vagy pajzsmirigybdl [2]. Kis molekulasulyuk (114
-170 Da) miatt csak egyetlen MRM ionatmenettel
mérhetéek, mert MS/MS fragmentacidjuk csak egy
lednyiont eredményez, viszont egyarant vizsgalhato-
ak pozitiv és negativ ionizacios modban. Itt viszont
meg kell jegyezniink, hogy tiltott szerek egyértelmd
és pontos azonositdsahoz két ionadtmenettel kell de-
tektalni a komponenseket [1]. Altalanos eljarassa valt
a tireosztatikumok szarmazékozasa 3-jodbenzilbro-
middal a minta-el6készitési |épés elején, a minta ext-
rakciéjat kovet6en. A szarmazékképzés eredménye-
ként nem csak molekulatomegik névekszik meg a
tireosztatikumoknak, hanem a bevitt halogéntartalom
kovetkeztében ionizaciojuk is javul, ami nagyobb ér-
zékenységet eredményez. A szarmazékképzés hatra-
nya viszont, hogy a mennyiségi értékéléshez hasznalt
legintenzivebb leanyion a szarmazékoloszer 126 m/z
értékd fragmense, mely mindegyik tireosztatikum
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1. Summary

In the Europea Union, maximum residue limits of
pharmacologically active substances are determined
by Commission Regulation (EU) No 37/2010. Residue
analysis  usually requires liquid chromatographic
separation, coupled with optical or mass spectrometric
detection. The latter detection method has become
widespread by now in food testing laboratories and,
because of its high selectivity, it can be used relatively
easily for the measurement of complex samples. In the
case of mass spectrometric detection coupled with liquid
chromatographic separation, sample preparation can be
reduced practically to a solid-liquid extraction, followed
by a dilution or a solvent exchange, if the procedure is to
be used as a screening method. When using the above-
mentioned coupled technique as a confirmation method,
in most cases a procedure without clean-up can only be
achieved by coupling with an isotope dilution method.
This is so, because - despite their relative simplicity
and despite being a measurement with no interference
- liquid chromatographic-mass spectrometric methods
require thorough optimization both in sample preparation
and in the subsequent instrumental analysis, because
the accuracy of the measurements could be greatly
influenced by matrix components that are co-eluted
with the target components but which are invisible to
the measurement technique. To compensate for matrix
effects, matrix-matched calibration or the isotope dilution
method is usually used, but even these procedures do
not always provide good or even available solutions, and
so optical detection sometimes proves to be better (e.g.
the determination of tetracyclines). A unique variation of
the isotope dilution method is the exact-matching double
isotope dilution mass spectrometry, which has a special
place in the determination of the reference values of
control samples.

2. Introduction

One of the most often used measurement techniques
in modern residue analysis is the application of
mass spectrometric detection coupled with liquid
chromatographic separation, which has become a
common tool in routine and research laboratories by now,
due to their widespread applicability and robustness.
Furthermore, the use of LC-MS methods is prescribed
by the most of the legislation in force [1]. Another factor
that significantly contributed to the continued spreading
of coupled techniques has been that, as a result of the
constant competition among distributors, instruments
providing solutions to the given analytical problem with
greater sensitivity and easier handling have become
available at more and more affordable prices. When we
speak about LC-MS measurements, we have to specify
the application of which techniques we are talking
about. Even the concept of liquid chromatography (LC)
already includes both thin layer chromatography and
ultra performance liquid chromatography separatons.
Also, mass spectrometric (MS) detection ranges from
low and high resolution instruments to hybrid tandem
mass spectrometers. Within the framework of the current
manuscript, high performance liquid chromatography triple
quadrupole tandem mass spectrometric (HPLC-MS/MS)
analyses are presented. The purpose of this paper is
to review the applicability of HPLC-MS/MS measure-
ments for target compounds analysis through practical
examples.

When analyzing complexsamples, selectivity ofthe method
used is of utmost importance, and it can only be ensured
by highly selective detectors or component-specific
sample preparation procedures (e.g. immunoaffinity
columns). Even a single-stage MS cannot always provide
proper selectivity, because both the organic compounds
to be determined, and matrix components coeluted with
them fragment in the ion source, before the analyzer.
Therefore, interference is caused in the analyzer by
isobaric fragment ions of matrix components that elute
within the retention time window of the target compound.
However, in the case of MS/MS detection, fragmentation
occurs in the collision cell, and so a high degree of
selectivity is ensured by the MRM transitions representing
the molecule. In all likelihood, the fragmentation pattern of
coeluted isobaric matrix components will be different from
that of the target compound during MS/MS detection, so
the chemical background will not interfere with detection.
Still, total specificity cannot be guaranteed even by the
MRM mode, especially if the component to be measured
has to be derivatized because of the sample preparation
and/or the MS detection. An example for this is the
analysis of thyrostatic substances that are banned in
veterinary medicine, such as thiouracil, methylthiouracil,
propyethiouracil and tapazole in urine or the thyroid [2].
Due to their low molecular weight (114 - 170 Da), they
can only be measured using a single MRM ion transition,
because their MS/MS fragmentation results in only one
daughter ion, but they can be analyzed in both positive
and negative ion mode. It should be noted here that,
for the unambiguous and accurate identification of
banned substances, components have to be detected
with two ion transitions [1]. It has become a general
procedure to derivatize thyrostatic substances with
3-iodobenzyl bromide at the beginning of the sample
preparation step, following sample extraction. As a result
of the derivatization, not only the molecular weight of
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fragmentacios tdmegspektruméban igy megjelenik
[2]. Mivel a szarmazékolas a mintatisztitasi Iépés el6tt
torténik, igy a matrixalkot6 komponensek is szar-
mazékot képezhetnek a 3-jodbenzilbromiddal, ami
kovetkeztében polaritasuk jelentés mértékben csok-
ken és egyutt koncentralédnak a tireosztatikumok-
kal a tisztitasi lépes(ek) soran. Vizelet méatrix esetén
jelentds mennyiségl, a tireoszatikumokkal azonos
molekulatémegl, matrix komponens is szarmazéko-
l6dik. A matrix komponensek ez esetben megegye-
z6 MRM ionatmenettel (X > 126 m/z) rendelkeznek
és okoznak ezért interferenciat ko-elucié esetén. A
kell6 szelektivitds eléréséhez a kromatografias elva-
lasztas paramétereinek megvalasztasa ezért donté
fontossagu. A szarmazékképzés elkerilése volt a
cél egy most megjelend publikacibban, amelyben a
tireosztatikumok MS/MS detektaldsahoz szukséges
két iondtmenetet Ugy allitottak be, hogy az egyik at-
menetet negativ modban, a masikat pozitiv médban
detektaltak [3]. Ehhez viszont olyan készllék szik-
séges, amely ezt a gyors polaritasvaltast (< 30 ms)
egyrészt lehetévé teszi, masrészt nem csdkkenti a
mérés érzékenységet nagymértekben, ugyanis tiltott
szerek esetén mindig a lehet§ legkisebb kimutatasi
hatar (LOD) elérése a cél.

A szelektiv analizis harmas kvadrupol rendszer( tand-
em tdmegspektrometrids detektalas soran az ionat-
mentek altal biztositott. A mennyiségi meghatarozast
viszont tébb tényezd befolyasolhatja, amelyek kézdl
donté mértékben a célkomponensekkel egy id6ben
elualédoé matrix komponensek okozta Un. matrixha-
tast (MH) kell kiemelniink. A mérend§ vegyuletek io-
nizacidjanak hatasfokat ugyanis a ko-elual6dé mat-
rixalkoté komponensek megvaltoztathatjak. A matri-
xalkot6 vegyiletek vagy elnyomjak (ion suppression)
vagy er@sitik (ion enhancement) a célvegyiilet ioniza-
cidjat az ionforrdsban. A matrixhatast megszintetni

teliesen nem lehet, de optimalt minta-el6készitéssel
és/vagy kromatografias elvalasztassal a matrixhatas
adott mértékig redukalhaté [4], [5]. Ennek ellenére a
HPLC-MS/MS moédszerek egyik készilékrél masikra
torténd adaptalasanal probléméat jelenthet, hogy a
matrixhatds nem reprodukéalhato teljes mértékben.
Ennek oka lehet, hogy a mddszer valojaban nem lett
teljes mértékben adaptalva (pl.: eltér6 HPLC kolonna,
mozgofazis alkalmazasa, vagy az Uj készulék eltérd
solja a matrixhatas mértékét). Ghosh és munkatarsai
plazmamintakat vizsgaltak két kulénb6z6 gyartma-
nyt HPLC-MS/MS készulékkel, de megegyez6 HPLC
és MS/MS beallitAsok mellett. A mintdkban jelenlevd
glicerofoszfokolin tipusd méatrix komponensek hatéa-
sét vizsgaltak a mérend6 akam prézat (acamprosate)
vegyllet ionizaciéjara. A késziulékek mas-mas geo-
metriaju elektrospray interfésszel rendelkeztek. Mig
a Z-spray ionforras esetében az akamprozat ionizaci-
0jat a vele egyutt elual6do glicerofoszfokolin teljesen
elnyomta, addig az ortogonalis ionforrasban minima-

lis ionerdsitést figyeltek meg [6].

Két altalanos modja van a matrixhatas vizsgalatanak:
kvalitativ és kvantitativ [7]. A matrixhatds min&ségi
vizsgalata soran arra kaphatunk valaszt, hogy melyik
retencids idéablakban miképp befolyasoljak az elua-
[6d6 matrix vegylletek a célkomponens ionizacidjat.
A kvalitativ matrixhatas meghatarozasa a célkompo-
nens kolonna utani (ionforras el6tti) folyamatos infazi-
Ojaval és ezzel egy id6ben vak minta kromatografias
mérésével torténik. A célkomponens jele a folyama-
tos inflzié koévetkeztében a detektorban mindaddig
alland6, mig a vak mintabdl elualéddé matrix kompo-
nensek azt el nem nyomjak, vagy fel nem er6sitik egy
adott retenciés idéablakban. Egy fontos mikotoxin,
az alternariol HPLC-MS/MS analizisének kvalitativ
matrixhatas vizsgalatat mutatja be az 1. abra.

1 é&bra. Az alternariol HPLC-MS/MS kvalitativ matrixhatas-vizsgalatanak kromatogramja
Figure 1 Chromatogram of qualitative matrix effect analysis of alternariol mycotoxin using HPLC-MS/MS technique
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the thyrostatics increases, but their ionization improves
because of the halogen content introduced, resulting
in higher sensitivity. On the other hand, a disadvantage
of derivatization is that the most intense daughter ion
used for quantification is the m/z 126 fragment of the
derivatizing agent, which then appears in the mass
spectra of all thyrostatics [2]. Since derivatization happens
before the sample clean-up step, matrix components
can also form derivatives with the 3-iodobenzyl bromide,
which decreases their polarity significantly, and they
concentrate together with the thyrostatics during the
clean-up step(s). In the case of urine matrix, a significant
amount of matrix components, with molecular weights
identical to those of the thyrostatics, are derivatized. In
this case, matrix components possess identical MRM ion
transitions (X > 126 m/z), causing interference in the case
of coelution. Therefore, to achieve sufficient selectivity,
choosing the right parameters for the chromatographic
separation is crucial. Avoiding derivatization was the
goal in a publication that is about to appear, in which the
two ion transitions necessary for the MS/MS detection
of thyrostatics was set in a way, so that one transition
was detected in negative mode, while the other in positive
mode [3]. To achieve this, one needs an instrument that
makes this fast (< 30 ms) polarity switching possible on the
one hand, and does not reduce measurement sensitivity
to a large extent on the other, because to achieve as low
limit of detection (LOD) as possible is always the goal in
the case of banned substances.

Selective analysis during triple quadrupole tandem mass
spectrometric detection is ensured by ion transitions.
However, quantification can be influenced by several
factors, of which we have to emphasize mainly the so-
called matrix effect (ME), caused by components coeluting
with the target compounds. This is so, because the
ionization efficiency of the compounds to be determined
can be influenced by the coeluting matrix components.
Matrix components can either suppress or enhance the
ionization of the target compound in the ion source. The
matrix effect cannot be eliminated completely, but it can
be reduced to a certain degree by optimization of the
sample preparation and/or the chromtographic separation
[4], [5]. Nevertheless, when adapting HPLC-MS/MS
methods from one instrument to another, it might pose
a problem that the matrix effect cannot be reproduced
completely. The reason for this might be that the method
has not actually been fully adapted (e.g. use of different
HPLC column or mobile phase, or the ion source has a
different geometry, affecting the level of the matrix effect).
Plasma samples were analyzed by Ghosh et al., using two
HPLC-MS/MS instruments of different manufacturers,
but with identical HPLC and MS/MS settings. The effect
of glycerocholine type matrix components, present
in the sample, on the ionization of the compound to
be determined (acamprosate) was investigated. The
electrospray interfaces of the instruments had different
geometries. While in the case of the Z-spray ion source
ionization of acamprosate was completely suppressed by
the glycerophosphocholine coeluting with it, minimal ion
enhancement was observed in the orthogonal ion source [6].

There are two general ways to evaluate matrix effect:
qualitative and quantitative [7]. During qualitative
analysis of the matrix effect, one can obtain answers to
how the ionization of the target compound is influenced
by eluting matrix components, in which retention time
window. Qualitative determination of the matrix effect

is performed by continuous post-column (before the
ion source) infusion of the target compound, and by
chromatographic measurement of a blank sample at the
same time. Due to the continuous infusion, the signal of
the target compound in the detector will remain constant,
until it gets suppressed or enhanced in a given retention
time window by matrix components eluting from the
blank sample. Qualitative matrix effect investigation of
the HPLC-MS/MS analysis of an important mycotoxin,
alternariol, is presented in Figure 1.

All three chromatograms (a, b, c) are 257 >213 m/z
MRM chromatograms of alternariol. On the top (a) is the
chromatogram of a 100 ng/mL standard solution recorded
from asolution with no matrix. Retention time of alternariol
6.3 minutes. When recording the middle chromatogram

(b) , LC-MS quality water with no matrix was introduced

into the instrument and, at the same time, post-column
infusion of a 100 ng/mL solution of alternariol was
started. Because of the infusion, the signal for alternariol
is continuous in the chromatogram. The increase in the
signal after 5 minutes can be explained by the gradient
elution used in the HPLC separation, since the increase
in the percentage of the organic solvent (modifier) in the
mobile phase improves the ionization of the compound in
the ion source. In the case of the bottom chromatogram

(c) , it was not neat solvent, but a prepared blank sample

(rye) that was injected into the instrument, while post-
column infusion of alternariol was still continuous. In
the time window (3 to 7.2 minutes) shown in the bottom
chromatogram of Figure 1, the signal for alternariol is
approximately halved (9,99e42,1e5 compared to the
middle chromatogram (b), which can be explained by the
ion suppression caused by the continuously eluting matrix
components. Between minutes 3.8 and 4.1, as welll as
4.7 and 4.9 the signal for alternariol decreases drastically
(c), showing significant ion suppression. Since alternariol
elutes at 6.3 minutes, naturally, significant matrix effects in
these retention time windows do not influence the target
compound. In the bottom chromatogram, the signal for
alternariol does not change with gradient elution, because
not only the ionization of the target compound, but also
that of matrix components improves with the increasing
ration of the organic modifier.

During post-column infusion, it is worth introducing into
the detector not only the target compound, but also its
isotopically labeled internal standard (ISTD) analogue,
continuously, mixed together in the same solution with
the target compound, because this way matrix effects
affecting the target compound and the ISTD can be
characterized well. This is particularly important if the
retention times of the target compound and the ISTD are
not identical to the millisecond (e.g. the ISTD contains too
much deuterium). Normally, the matrix effect on the target
compound and its ISTD should be the same, this is the
essence of the isotope dilution method.

Quantitative matrix effect evaluation can be performed
easily by comparing the slopes of calibrations recorded
with matrix and with neat solvent (without matrix) [8].
The best way to compensate for the matrix effect is to
dilute the sample with a stable isotope (ID). This is done
by adding the isotopically labeled (2H, 13C, 15N, 190)
analogue of the target compound to be analyzed to the
sample, as the ISTD. The target compound and the ISTD
are structurally identical, they only differ in their molecular
weights, so their retention times are the same and the
two compounds are detected by the MS/MS detector on
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Mindharom kromatogram (a, b, ¢) az alternariol 257 >
213 m/z MRM kromatogramja. A legfels6 (a) egy 100
ng/mL-es standard oldat kromatogramja méatrix nélkdli
oldatbdl felvéve. Az alternariol retencios ideje 6,3 perc.
A kdzéps6 kromatogram (b) felvételénél matrix nélki-
li, LC-MS min8ség viz kerilt injektalasra a készlilék-
be, amellyel egy id6ében az alternariol 100 ng/mL-es
oldatanak kolonna utani infaziéja is elindult. Az in-
fuzid kovetkeztében az alternariol jele folyamatos
a kromatogramon. A jel 5 perc utani névekedése a
HPLC elvalasztasban levd gradiens ellciéval ma-
gyarazhato, ugyanis a szerves oldészer (modifikator)
szazalékos aranyanak emelkedése a mozgoéfazisban
a komponens ionizacidjat javitja az ionforrdsban. A
legalsé kromatogram (c) esetén nem tiszta oldészer,
hanem el6készitett vak minta (rozs) kerilt injektélasra
a készillékbe, mig az alternariol poszt-kolonna infl-
zioja tovabbra is folyamatos. Az 1. 4bra als6 kroma-
togramjan (c) a bemutatott id6ablakban (3- 7,2 perc)
az alternariol jele a detektorban kb. felére csdkkent
(9,99e42,1e5 a kdzéps6 kromatogram hoz (b) képest,
ami a folyamatosan elualédé matrixok okozta ionel-
nyomassal magyarazhato. 3,8 - 4,1 perc kozott és 4,7
- 4,9 k6zo6tt az alternariol jele drasztikusan lecsékken
(©), jelentés meértékd ionelnyomast mutat. Mivel az
alternariol 6,3 percnél eludlodik, igy ezen retencios
id6ablakokban térténd szignifikAns matrixhatasok
természetesen a célvegyuletet nem befolyasoljak. Az
als6 kromatogramon az alternariol jele nem valtozik
a gradiens eldcioval, ugyanis nem csak a célkom-
ponens, hanem a matrixalkoték ionizacidja is javul a
szerves modifikator aranyanak névekedésével.

A kolonna utéani infazié soran érdemes nem csak a
célvegylletet, hanem annak izotép jelzett analég bel-
s6 standardjat (ISTD) is folyamatosan, a célkompo-
nenssel egy oldatban 6sszekeverve, a detektorba jut-
tatni, mert igy a célvegyuletet és az ISTD-t ér6 mat-
rixhatasokat jol lehet jellemezni. Ennek féként akkor
van nagy jelent6sége, mikor a célvegyilet és az ISTD
retencidja nem esik milliszekundum pontosan egybe
(pl.: tal sok deutériumot tartalmaz az ISTD). Normal
esetben a célkomponenst és annak ISTD-jét ugyan-
annak a matrixhatasnak kell érnie, ez az izotophigita-
sos eljaras lényege.

A mennyiségi matrixhatas értékelését matrixbol és
tiszta oldoszerbél (matrix nélkuli) felvett kalibraciok
meredekségeinek dsszehasonlitdsaval lehet egysze-
rien elvégezni [8]. A matrixhatas kompenzéalasanak

legjobb modja a minta stabil izotéppal torténé higi-
tasa (ID). llyenkor a mérend6 célkomponens izotop
jelzett (2H, 1, 1B\, 1) analdgjat adjuk a mintdhoz,
mint ISTD-t. A célvegyililet és az ISTD szerkezetileg
azonos, csak molekulatomegik kilénbozik, igy re-
tencids idejuk egybeesik és az MS/MS detektor a két
vegyuletet killénb6z6 ionadtmeneteik révén kuldn csa-
tornan detektalja. A ko-eldcié6 miatt ugyanaz a mét-
rixhatas éri a célkomponenst és az ISTD-t is, igy a
valaszjelek aranya a méatrixhatéstdl fuggetlen lesz. Az
ID médszer hatranya viszont, hogy stabil izot6p jel-
zett ISTD-ek csak kevés komponens esetén érhetéek
el és dragék. Tovabba, hogy ha az ISTD tartalmaz
nyomnyi mennyiségd nem jelzett célkomponenst,
akkor alacsony koncentraciok mérésénél, illetve vak
mintaknal befolyasolhatja az analizist. igy a legtobb
LC-MS mérésnél a matrixhatds a méatrixbdl felvett
kalibracioval van kompenzalva, ami akkor mikédik
tokéletesen, hogy ha a maéatrixhatas azonos tipusu
mintak kézott (pl. kulonféle mézek) jol reprodukéalha-
té mintarél - mintara, azaz a relativ matrixhatas ala-
csony [8], [9].

3. Szlir6 (screening) modszerek

HPLC-MS/MS mérések soran az esetek tdbbségé-
ben multikomponenses meghatarozasrol beszélink.
Napjainkban tovabb er8sitik ezt a megallapitast a
készilékforgalmazok altal bemutatott azon példa
metodikak, amelyekkel tobb szaz komponens meg-
hatarozasat irjak le egyetlen HPLC-MS/MS méréssel
pl.: peszticidek meghatarozasa [10]. Kromatografias
szempontbdl a célvegylletek kilénb6z6ek lehetnek
(savas, bazikus, neutrdlis, ionos jellegliek), ami altal
mas HPLC beallitasokkal juthatunk el a kilénb6z6
jellegli vegyiletek optimalis elvalasztasahoz, tovabba
ionizaciojuk is eltérd lehet. J6 példa erre az Alternarla
toxinok meghatarozasa. Ezen mikotoxin csoportba
tébb mint 70 féle toxin tartozik, de szerkezetileg még
csak néhany toxint azonositottak napjainkig. A leg-
fontosabb Alternarla toxinok, mint alternariol, alter-
nariol monomethyl ether, altenuene, vagy tenuazonic
acid mind gyenge savas karakter(i vegyiilet (pKa: 4.3
- 7.7) [11]. A tenuazonic acid a csoport tobbi tag-
jahoz képest kiugréan polaros komponens, tovabba
kelatkomplexet képez a mozgofazis fémionjaival, ami
a kromatografias analizisét nagyban megneheziti
[11]. Ezért az irodalomban publikalt Aiternaria LC-
MS értekezések szerz8i vagy kihagytak a tenuazonic
acidot a multimodszerbdl, vagy csak a Tenuazonsav
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separate channels, due to their different ion transitions.
Because of the coelution, the same matrix effect applies
to both the target compound and the ISTD, and so the
signal ratio will be independent of the matrix effect. The
downside of the ID method is that stable isotopically
labeled ISTDs are only available for a few components,
and they are expensive. Furthermore, if the ISTD contains
trace quantities of unlabeled target compound, it can
affect the analysis when measuring low concentrations
or blank samples. Therefore, in the case of most LC-MS
measurements, the matrix effect is compensated by a
calibration recorded with the matrix, which only works
perfectly if the matrix effect can be reproduced well from
sample to sample among samples of similar type (e.g.
different varieties of honey), that is, the relative matrix
effect is low [8], [9].

3. Screening methods

When we speak about HPLC-MS/MS measurements,
in most cases we are talking about multicomponent
determinations. Today, this statement is further
strengthened by those method examples, presented by
the instrument distributors, that describe the determination
of several hundreds of components in a single HPLC-MS/
MS measurement, e.g. the determination of pesticides
[10]. From a chromatographic point of view, target
compounds can be different (acidic, basic, neutral, ionic),
requiring different HPLC settings for optimal separation
of compounds of different character, and their ionizations
might be different as well, good example for this is the
determination of Alternaria toxins. There are more than
70 toxins belonging to this mycotoxin family, but only a
few of them have been identified strucutrally to this day.
The most important Alternaria toxins, such as alternariol,
alternariol monomethyl ether, altenuene, or tenuazonic
acid are all compounds with weak acidic characters
(pKa: 4.3 - 7.7) [11]. Tenuazonic acid is an extremely
polar component, compared to other members of the
group, and it forms chelate complexes with metal ions
of the mobile phase, which makes its chromatographic
analysis very difficult [11]. Therefore, authors of LC-
MS Alternaria discussions published in the literature
etiher omitted tenuazonic acid from the multimethod,
or focused solely on the determination of tenuazonic
acid, using 2,4-dinitrophenylhydrazine-based precolumn
derivatization [12].

Multimethods are of great importance in the case of
screening methods, because during these procedures the
goal is not to determine the exact concentrations of the
components, butto identify the target compound or target
compounds with the appropriate degree of certainty
in the given sample at a given concentration level (e.g.
around the MRL value). In addition to multicomponent
analysis, the advantage of HPLC-MS/MS measurements,
compared to other screening methods, is the great degree
of selectivity of the separation and the identification of the
target compounds with a high degree of certainty, made
possible by the retention times of the given components
and the intensity ratios of their ion transitions. A screening
method can also be performed by using detection with
a single ion transition, but in this case identification
cannot be considered conclusive, because in the case
of complex samples there might come from the matrix
isobaric components that can be characterized by the ion
transition of the target compound.

Residues of veterinary medicines, i.e., compounds used
during treatment (main components) and their metabolites

belong to the most widely studies component group of
food contaminants. There are several microbiological
and biochemical methods available for the screening
analysis of drug residues, such as the 4-dish method,
enzyme-linked immunoassays or the biochip method.
Of the methods listed, semiquantitative measurements
can be achieved by biochemical methods, but the Kkits
or chips necessary for the given measurement only
make it possible to determine one (e.g. chloramphenicol,
avermectin) or a limited number of components (e.g. only
sulfonamides or only tetracyclines) at the same time.
On the other hand, in the case of HPLC-MS/MS based
screening, components belonging to different groups of
veterinary medicines can be analyzed together, following
a quick extraction step. Since it is sufficient to identify
components by 1 ion transition and the retention time in
the case of screening methods with MS/MS detection (this
does not mean unambiguous identification), more than
100 components can be measured at the same time. This
means that even components belonging to completely
different chemical classes can be covered by the method,
such as steroids and antibiotics. All this makes it possible
to obtain much more information from a screening
mesaurement (e.g. one can draw conclusions as to what
kind of drug was used to treat an animal, based on the
active substances determined, such as simultaneous
detection of aminogylcosides and corticosteroids).

The HPLC-MS/MS antibiotics screening method
published by the Antibiotics Reference Laboratory of
the European Linén (ANSES, Fougeres, Franciaorszag)
describes the determination of 58 components in milk [13].
Components belong to different groups of antibiotics, such
as penicillins, cephalosporins, macrolides, lincosamides,
aminoglycosides, tetracyclines, quinolones, and sulfo-
namides, as antibacterial agents, are also included in the
method. Determination of the 58 components requires
two different extraction steps and two HPLC-MS/MS
measurements. The two extractions are necessary
because of the different polarities of the compounds, and
the extracts are analyzed separately by the method. The
two extractions and two injections would make it possible
to extend the method to other groups of antibiotics, such
as nitroimidazoles or amphenicols, which are all banned
substances, with the exception of thiamphenicol. But
steroidal and non-steroidal anti-inflammatory drugs, and
also mycotoxins, of which the measurement of aflatoxin
M1 in milk is especially important, could also be analyzed
together with the antibiotics. Thus, the analysis of only
one sample could provide information about more than
ten compound groups. However, this would require
continuous switching of ionization modes (positive/
negative) within a single measurement. Although the latest
instruments can switch polarity with millisecond speed,
continuous switching between positive and negative
mode would somewhat reduce sensitivity during a
multicomponent measurement. Furthermore, selection of
the mobile phase would definitely require a compromise,
considering that negative and positive ionizations would
provide good reproducibility and maximum signal intensity
at different eluent compositions. In the multicomponent
antibiotics method, aminoglycosides are the most polar
compounds, their separation requires the addition of
ion pairing reagents (pentafluoropropanoic acid or
heptafluorobutanoic acid) to the eluent, which causes the
suppression of negative ionization in the ion source, and
so selection of the ion paring reagent in the mobile phase
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meghatarozasara fokuszaltak 2,4-dinitrofenilhidrazin
alapu kolonna el6tti szarmazékképzést alkalmazva
[12].

A multimédszerek a szlr6 mérések (screening) ese-
tében birnak nagy jelent6séggel, mivel ezen eljara-
sok soran nem a komponensek pontos koncentra-
cidjanak meghatarozasa a cél, hanem a célkompo-
nens illetve célkomponensek megfelel§ bizonyos-
saggal tortén6é azonositdsa egy adott mintaban és
adott koncentraciés szinten (pl.. MRL érték kordl). A
HPLC-MS/MS mérések el6nye mas screening maéd-
szerekkel szemben, a tobbkomponenses analizisen
tul, az elvalasztas nagyfoki szelektivitdsa és a cél-
komponensek nagy bizonyossaggal tértén6é azono-
sithsa, amit az adott komponensek retenciés ideje
és ionatmeneteiknek intenzitas aranya tesz lehetéve.
Megoldhat6 a sz(ir6 mddszer egy ionatmenettel tor-
ténd detektalassal is, de ez esetben az azonositas
nem tekinthetd egyértelmiinek, mivel komplex min-
tak esetében a matrixbdl szarmazhatnak olyan izobar
komponensek, amelyek jellemezheték a célkompo-
nens ionadtmenetével.

Az élelmiszerszennyez6k egyik legszélesebb kérben
vizsgalt komponenscsoportjdba tartoznak az allat-
gyogyaszati szermaradékok reziduumai, azaz a te-
rapia soran alkalmazott vegyuletek (f6komponensek)
és metabolitjaik. Szamos mikrobioldgiai és biokémiai
maodszer létezik a reziduumok screening vizsgalata-
ra, mint pl. a 4 csészés moédszer, enzimjelzésld immu-
nanalitika, biochip mddszer. A felsorolt mddszerek
kdzil szemi-kvantitativ mérés biokémiai mdédszerek-
kel érhetd el, de az adott méréshez sziikséges kit-ek
vagy chip-ek is csak egy (pl. kloramfenikol, avermek-
tin) vagy csak korlatozott szamu komponens (pl. csak
szulfonamidok, vagy csak terakciklinek) egyidejli mé-
rését teszik lehetévé. Mig HPLC-MS/MS alapu scre-
ening esetén az allatgyégyaszati szerek kilonbdzé
csoportjaiba tart6z6 komponensek egy gyors ext-
rakciés lépést kdvetben egyitt mérhetéek. Mivel az
MS/MS detektalasé szlr6 modszerek esetén elégsé-
ges a komponenseket 1 ionatmenettel és retencios
idével azonositani (ez nem jelent egyértelml azono-
sitast), akar 100-nal tobb komponens is mérhet6 egy-
szerre. Ez azt jelenti, hogy akar teljesen eltér6 kémiai
osztalyokba tartozé komponenseket is lefedhet a
modszer: pl.: szteroidok és antibiotikumok. Mindez le-
het6vé teszi, hogy egy screening méréshdl joval tobb
informaciohoz jussunk (pl.: az allat kezelésénél alkal-
mazott szerre is kovetkeztethetiink a meghatéarozott
aktiv hatdanyagok alapjan, mint az aminoglikozidok
és a kortikoszteroidok egyidejl detektalasa esetén).

Az Eurdpai Uni6é Antibiotikum Referencia Laboratéri-
uma (ANSES, European Union Reference Laboratory,
Fougeres, Franciaorszag) altal kdzzétett antibiotikum
screening HPLC-MS/MS mddszer 58 komponens
meghatarozésat irja le tejbdl [13]. A komponensek
olyan antibiotikum csoportba tartoznak, mint peni-
cillinek, kefalosporinok, makrolidok, link6zamidok,
aminoglikozidok, tetraciklinek, kinolonok, tovabba

szulfonamidok, mint antibakterialis szerek is szere-
pelnek a médszerben. Két eltérd extrakcids lépés és
két HPLC-MS/MS mérés sziikséges az 58 kompo-
nens meghatarozasahoz. A két extrakcio a vegyiile-
tek eltér6 polaritdsa miatt sziikséges, az extraktumok
kuldén-kilén kerdlnek analizisre a médszerben. A két
extrakcio és két injektalas lehetéveé tenné a mddszer
kiterjesztését tovabbi olyan antibiotikum csoportok-
ra, mint a nitroimidazolok vagy amfenikolok, amelyek
a tiamfenikol kivételével mind tiltott szerek. De szte-
roid és nem-szteroid tipusu gyulladascsodkkenték,
illetve mikotoxinok, amelyek kozil az aflatoxin M1
mérése fontos tejbél, szintén mérhetéek lennének az
antibiotikumokkal egyiitt. igy egy minta analizisébdl
tébb mint tiz vizsgélati iranyra kaphatnank informéa-
ciét. Ehhez viszont sziikségessé valna az ionizacios
maodok (pozitiv/negativ) folyamatos valtasa egy mé-
résen belll. Bar a legljabb készilékek mar néhany
milliszekundum sebességgel valtanak polaritast,
tobbkomponenses mérésnél a pozitiv és negativ méd
kozti folyamatos valtds a készilék érzékenységét
kismértékben lecsdkkentené. Tovabba a mozgofazis
megvalasztasa mindenképp kompromisszumot igé-
nyelne tekintetében annak, hogy a negativ és pozitiv
ionizaci6 mAas-mas eluens 6sszetétel mellett eredmé-
nyezheti a j0l reprodukéalhatd és maximalis jel intenzi-
tast. A tobbkomponenses antibiotikum maédszerben
az aminoglikozidok a legpolarosabb vegyiletek, el-
valasztasukhoz ionparképz6t kell az eluenshez adni
(pentafluoropropansavat vagy heptafluorobutansa-
vat), ami a negativ ionizacié szuppressziéjahoz vezet
az ionforrasban, igy a mozgoéfazisban az ionparképzé
megvalasztasa (koncentracié, pH, minéség) dont6 a
multimédszer alkalmazhat6saganal.

A polaritas valtas miatt alkalmaznak atébbkomponen-
ses mikotoxin HPLC-MS/MS méréseknél két injekta-
last. A mikotoxinok extrakciojara kidolgozott aceto-
nitril/'viz/hangyasav (79/20/1, v/vlv) oldoszerelegy
alkalmazésa a minta szilard - folyadék extrakcidjara,
lehet6vé teszi a minta egyszeri gyors extrakciéjat. Az
extraktum egy higitast kovetéen HPLC-MS/MS-sel
vizsgalhato: els6 injektalas soran pozitiv médban mér-
ve a komponensek egy részét, majd a minta masodik
injektadlasa soran negativ médban detektalva a ne-
gativ ionizaciéra optimalt célvegyileteket [14]. Ezzel
a gyors minta-el6készitéssel és két konszekutiv mé-
réssel akar 191 mikotoxin is meghatarozhaté [15], igy
nincs szukség kilon komponens specifikus kit-ekre és
chip-ekre. Tovabba jelent6sen csokkenthet§ az id6,
eszk6z (pl.: szilard fazist extrakcios oszlopok) és ol-
dészer igény, ami altal 6sszességében napjaink egyik
legjobb screening modszere a HPLC-MS/MS.

4. Meger6sit6 mérések

A reziduumok kis koncentraciéban tértén6 megha-
tarozasara osszetett mintdkban az egyik legjobb és
leggyakrabban hasznalt technika a HPLC-MS/MS.
Hasznalata nagyobb koncentraciok mérése (>100
pa/kg) esetén is indokolt lehet, mikor a célkompo-
nensek detektalasa optikai detektorokkal nem va-
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(concentration, pH, quality) has a crucial influence on the
applicability of the multimethod.

Because of the polarity switching, two injections are
used with multicomponent mycotoxin HPLC-MS/MS
measurements. A quick extraction is made possible by
the use of the acetonitrile/water/formic acid (79/20/1,
v/viv) solvent mixture, developed for the extraction of
mycotoxins, for the solid-liquid extraction of the sample.
The extract can be analyzed by HPLC-MS/MS, following
a dilution step: part of the components are measured in
positive mode during the first injection, and then target
compounds optimized for negative ionization are detected
in negative mode during the second injection of the
sample [14]. With this fast sample preparation and two
consecutive measurements as many as 191 mycotoxins
can be determined [15], and so there is no need for
separate component-specific kits and chips. Furthermore,
time, equipment (e.g. solid phase extraction columns)
and solvent demand can be reduced significantly, which
makes HPLC-MS/MS one of the best screening methods
today.

4. Confirmation methods

One of the best and most often used techniques for the
determination of drug residues in complex samples in
low concentrations is HPLC-MS/MS. Its use can also
be justified when measuring higher concentrations (>
100 pig/kg), when detection of the target components
cannot be achieved by optical detectors, such as in the
case of amioglycosides or macrolides. Measurement

accuracy is mainly influenced by coeluting matrix
components, such as phospholipids, sugars, fats,
metabolites, contaminants, degradation products etc.

The most efficient tool of compensation for the matrix
effect is matrix-matched calibration. The matrix effect
on the components to be determined in the calibration
sample is nearly identical to the matrix effect on the
target compounds in the test sample. Using matrix-
matched calbration, effects influencing ionization can
be compensated for, but it should be noted that it is
impossible to record two identical backgrounds in the
case of biological samples, because the concentrations
and quality of endogenous components can differ from
sample to sample. Compensation for differences in matrix
effect between identical samples can be best achived by
the isotope dilution (ID) method. The procedure has been
used with great success in elemental analysis since the
1950s and in the determination of organic substances
since the 1970s. Matrix effect can be reduced further
by suitable sample preparation, sample dilution and by
increasing chromatographic resolution [16].

4.1 Isotope dilution methods
4.1.1 Normal isotope dilution method

With the isotope dilution method, the isotopically labeled
analogue of the target compound is added to the sample in
a given concentration as the ISTD. Because the retention
time of the ISTD is the same as that of the compound
to be measured (minimal differences may occur due to,
for example, different C-H and C-2H bond lengths), the
matrix effect on the target compound and the ISTD in the
ion source will be the same as well. Due to the internal
standard procedure, the response (area) ratio of the target
compound and the ISTD thus will be independent of the
matrix effect. Isotope dilution mass spectrometry (IDMS)
is a very efficient procedure, but its applicability is limited
by the fact that there are no available isotopically labeled

standard for each component. Either the labeled analogue
of the given component is not available commercially,
or, in certain cases, their price is so high that not every
laboratory can afford them, because of economic
reasons. Other potential problems could be the isotopic
purity of the ISTD, its concentration, and the nature of
the ISTD (e.g. 2H, 1, 15N, 18). A drawback of deuterium-
labeled ISTDs is that, in polar media, due to the hydrogen-
deuterium exchange, the polarity of the compound
changes, and so the retention time of the deuterated
ISTD (when 2H > 3) will not coincide to the millisecond
with the retention time of the target compound during
reverse phase separation. IDMS can only provide results
of suitable quality, if retention times differ minimally,
because this is the only way to ensure that the value and
direction of the matrix effect will also differ minimally for
the target compound and its labeled analogue. Selection
of the proper concentration of the ISTD plays an important
role, because if the concentration of the component to
be measured in the test sample is significantly lower than
that of the ISTD added to the sample, ion suppression of
the target compound in the ion source can be caused by
the latter, therefore, the concentration of the component
in the sample will be underestimated. The situation may
also occur that the isotopic purity of the labeled standard
is not high enough, or labeled compound also contains
the isotopically not labeled form, which can lead to
overestimation or inaccuracy in the low cencentration
range, in the case of highly sensitive methods [17].

The determination of carvedilol enantiomers (S and R)
in human plasma samples was studied by Wang et al.
using an LC-IDMS method, and samples were diluted
during the procedure with enantiomeric analogue ISTD
components: carvedilol-S-[2H]5 and carvedilol-R-pH],.
[18]. During sample preparation, only protein precipitation
with acetonitrile was applied, and then the sample was
derivatized in acetonitrile with 2,3,4,6-tetra-o-acetylbeta-
glucopyranosyl isothiocyanate. There was a 0.02 minute
(1.2 second) difference observed in the retention times
of the carvedilol-S enantiomer and its labeled analogue
standard, which could be traced back to the hydrogen-
deuterium exchange (n=5). This, otherwise minimal
difference in the retention times was enough to observe a
25% difference between the matrix effect on carvedilol-S
and its ISTD in a given plasma sample [18]. The 25%
difference determined could not be observed in all samples.
However, it is interesting to note that, in the case of the
other enantiomer (carvedilol-R) and its ISTD counterpart
(carvedilol-R-[2H]9, no significant difference in the matrix
effects determined for the individual components was
caused by the different retention times. Furthermore,
even in the case of carvedilol-S, only in one plasma
sample out of 18 was the 25% difference observable,
although this resulted in a 20% higher concentration
in the control sample compared to the reference value.
The problem was solved by the authors by using a solid
phase extraction clean-up and by dilution of the sample.
Recovery of the enantiomers was still acceptable, and the
amount of coeluting matrix components) could also be
minimized in the critical plasma sample.

4.1.2 Exact-matching double isotope dilution method

One of the best and most accurate ways to determine
the concentrations of control samples or proficiency
testing samples is exact-matching double isotope
dilution mass spectrometry (EMD-IDMS), the foundation
of which was laid down by Henrion in 1994 [19]. The
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I6sithaté meg, példaul aminoglikozidok vagy mak-
rolidok esetében. A mérések pontossigat dontben
az olyan ko-elualédd matrixalkotd6 komponensek
befolyasoljak, mint a foszfolipidek, a cukrok, zsirok,
a metabolitok, szennyez8k, bomlastermékek, stb. A
matrixhatds kompenzaldsanak leghatékonyabb esz-
kéze a matrixbol felvett kalibracié (matrix-matched
calibration). A kalibraciés mintakban a meghatéro-
zand6 komponenseket ér6 matrixhatas kdzel meg-
egyezik a célkomponenseket a tesztmintdkban ért
matrixhatassal. Matrix alapa kalibracioval az ioniza-
ciét befolyasolé hatasok kompenzalhatdéak, de meg
kell jegyezni, hogy két teljesen azonos hatteret nem
lehet felvenni biolégiai mintaknal, mivel az endogén
komponensek koncentracidja és minésége is kilon-
bdzhet mintardl mintara. Azonos mintak kozti métrix-
hatasbeli eltérések kompenzalasa legjobban izotép-
higitdsos mddszerrel (ID) valésithaté meg. Az eljarast
az 1950-es évekt6l mar az elemanalizisben, mig az
1970-es évektdl a szerves anyagok meghatarozasa-
ban egyarant nagy sikerrel hasznaljak. A matrixhatas
megfelel6 minta-el6készitéssel, a minta higitasaval
és a kromatogréafias felbontas ndvelésével tovabb
cstkkenthetd [16].

4.1 Az izotophigitasos modszerek
4.1.1 Normal izotéphigitasos médszer

Az izotéphigitasos modszernél a célkomponens izo-
tép jelzett analégjat adalékoljuk a mintahoz adott
koncentraciéban, mint ISTD-t. Mivel az ISTD retenci-
Oja egybeesik (minimalis eltérés el6fordulhat, ami pl.:
a C-H és C-2H eltér6 kotéshosszra vezethet6 vissza)
a mérend6 komponenssel, igy megegyez8 méatrixha-
tas éri a célvegyiletet és az ISTD-t az ionforrasban. A
bels6 standard eljarasnak koszénhetéen a célvegyi-
let és az ISTD valaszjelének (terliletének) aranya ezért
fuggetlen lesz a matrixhatastél. Az izotophigitdsos
tomegspektrometria (IDMS) nagyon hatékony eljaras,
de alkalmazhatésagat korlatozza, hogy izotop jelzett
standard nem érhetd el minden komponens eseté-
ben. Vagy kereskedelmi forgalomban nem beszerez-
hetd az adott komponens jelzett analégja, vagy az
esetenként rendkivil magas aruk miatt nem minden
laboratérium engedheti meg hasznalatukat gazdasa-
gi szempontok miatt. Tovabbi problémat jelenthet az
ISTD izotop tisztasaga, koncentraciodja és az ISTD jel-
lege (pl.: 2H, 1, 15N, 18). A deutérium jelzett ISTD-k
hétranya, hogy polaros kézegben, a hidrogén - deu-
térium csere kovetkeztében, megvaltozik a vegyulet
polaritasa, és igy a deuteralt ISTD-k retenci6ja (2H >
3 esetén) forditott fazisu elvalasztasnal nem esik mil-
liszekundum pontosan egybe a célvegyiilet retencios
idejével. Az IDMS csak akkor szolgéltathat mindig
megfelel6 min6ségl eredményt, ha a retenciés id6k
csak minimalis mértékben kulénboznek, mert csak
igy lehet biztositani, hogy a métrixhatas értéke és ira-
nya a célvegylletre és annak jelzett valtozatara nézve
minimélis mértékben térjen el. Az ISTD koncentr4ci-
Ojanak megfelel6 megvalasztasa fontos szerepet t6lt
be, mivel ha a tesztmintiban a mérend6 komponens

koncentracidja lényegesen kisebb, mint a mintahoz
adagolt ISTD-é, akkor az utébbi okozhatja a célve-
gyllet ionszuppresszidjat az ionforrasban, azaz alul-
Az a helyzet is el6fordulhat, hogy a jelzett standard
nem rendelkezik megfelel§ izotoptisztasaggal vagy a
jelzett vegyllet mellett megtalalhat6 az izot6ppal nem
jelzett forma is, ami a nagyérzékenység(i modszerek
esetében felllbecsléshez, ill. torzitAshoz vezethet az
alacsony koncentracid-tartomanyban [17].

Wang és munkatarsai karvedilol enantiomerek (Sés R)
meghatarozasat vizsgaltak emberi plazma mintdkban
LC-IDMS modszerrel és az eljaras soran a mintakat
enantiomer analég ISTD komponensekkel higitottak:
karvedilol-S-[2H]5 és karvedilol-R-[2H]5 [18]. A min-
ta-el6készités soran csak fehérje kicsapast alkalmaz-
tak acetonitrillel, majd a mintat 2,3,4,6-tetra-o-ace-
tilbéta-glikopiranozil izotiocianattal szarmazékoltak
acetonitriles k6zegben. A karvedilol-S enantiomer és
annak analdg jelzett standardjanak retencios ideje
k6zo6tt 0.02 perc (1.2 masodperc) killonbséget figyel-
tek meg, ami visszavezetetd volt hidrogén-deutérium
(n=5) cserére. Ez, az amugy minimalis retencids id6-
beli kilbnbség, elégendé volt ahhoz, hogy a karvedil-
ol-S-re és ISTD-jére mért matrixhatas kozott 25%-0s
eltérést tapasztaljanak egy adott plazma mintadban
[18]. A meghatarozott 25%-0s kiillonbség nem volt
megfigyelheté mindegyik mintaban. Erdekes viszont
megjegyezni, hogy a masik enantiomer (karvedilol-R)
és ISTD parja (karvedilol-R-[2H]9 esetén a retenci-
0s id6 kulénbség nem okozott szignifikans eltérést
a komponensekre meghatarozott egyedi matrixhata-
sok kozott. Tovadbba a karvedilol-S esetében is csak
18 mintabdl egy plazma mintaban volt megfigyelhetd
a 25%-0s kilénbség, viszont ez 20%-kal nagyobb
koncentraciét eredményezett a kontrollmintaban, a
referencia értékhez képest. A probléméat a szerz6k
szilard fazisu extrakcids tisztitdssal és a minta higita-
saval oldottdk meg. Az enantiomerek visszanyerése
még megfeleld értéket képviselt, valamint a ko-elu-
alodé matrix komponens(ek) mennyiségét is sikerilt
minimalni a kritikus plazma mintaban.

4.1.2 Pontosan egyez6 dupla izotophigitasos
maodszer

Kontrollmintadk, korvizsgalati mintak koncentracio
meghatarozasainak egyik talan legjobb és legpon-
tosabb maddja a pontosan egyezd dupla izotop-
higitasos modszer (exact-matching double isotope
dilution mass spectrometry, EMD-IDMS), melynek
alapjait Henrion dolgozta ki 1994-ben [19]. Az elja-
ras lényege, hogy a tesztmintat a minta-el6készités
elétt a komponens analdg izotop jelzett 1ISTD-jének
adott mennyiségével higitjuk (normal IDMS). A min-
ta HPLC-MS/MS analizisét kdvet6éen meghatarozzuk
az izotép aranyt (Rtesnirtg) a célvegyulet és az ISTD
kromatografias teruletének az aranyaként. Az el6ze-
tes mérésbdl meghatarozott Rtesnitaértékét a min-
tdhoz adagolt ISTD mennyiségének valtoztatasaval
egységnyire (~1 koruli értekre) kell allitani. A minta
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essence of the method is that the test sample is diluted
with a given amount of the isotopically labeled analogue
ISTD of the component before sample preparation
(normal IDMS). Following HPLC-MS/MS analysis of the
sample, the isotope ratio (Rtetsange) is determined as the
ratio of chromatographic areas of the target compound
and the ISTD. The value of Rtestsanpie, determined by the
preliminary measurement, has to be adjusted to a unit
value (approximately 1), by varying the amount of ISTD
added to the sample. To determine the concentration
of the sample, a one-point calibration is used. The
calibration sample, which has the same matrix as the test
sample and is blank for the target compound, is diluted
with the same amount of ISTD as the test sample, and a
known amount of reference material is added to it at once
before sample preparation (reverse IDMS). The reference
material in this case is a known conccentration standard
solution of the compound to be determined (in ng/g).
Since normal and reverse IDMS are used in the method at
the same time, we talk about double IDMS. The amount
of the reference material added to the calibration sample
has to be adjusted, so that the isotope ratio measured
in the calibration sample (Rdhdionsange will be equal to
the isotope ratio measured in the test sample (,exact-
matching”). The ratio of the isotope ratios (R:= Rtestsape/

cdirdinsarge) can then be calculated. The average ratio of
isotope ratios (R’iaeagp), which is complettely independent
of the systematic error of the instrumental analysis, can be
calculated by ten consecutive analyses (injection) of one
test sample and the corresponding calibration sample.
Concentration of the ihsample can then be calculating by
the following formula [5]:

] my,i WzR |,
WXT = Wz --=-T oo —
mXI me

Where wX is the mass fraction of the component on the
ihsample [ng/g]; wzis the mass fraction of the component
on the reference material [ng/g]; mZis the mass of the
reference material added to the calibration sample [mg];
mYcdis the mass of the ISTD solution added to the calibration
sample [mg]; mYiis the mass of the ISTD solution added to
the ihsample [mg]; mX is the mass of the ihsample [mg];
R’. is the average ratio of isotope ratios, calculated
from ten injections. To achieve greater accuracy, addition
of the reference material and ISTD solutions has to be
performed using an analytical balance.

The advantage of EMD-IDMS over multi-point calibration
is that, with this method, evaluation of the sample is
independent of the accuracy of lower and higher calibration
levels, because there is only a one-point calibration, but
this single point matches exactly the concentration of the
sample. Moreover, the concentration and purity of the
ISTD is not an important factor either, since the same
amount of ISTD is added to each sample. The EMD-
IDMS procedure makes accurate determination of very
low concentrations of target compounds possible, while
measurement uncertainty decreases significantly because
of the parallel measurements (ten consecutice injections
of the test sample and the calibration sample), so 0.197
pg/kg aflatoxin Bl can be detected in cereal-based foods
with a precision of 8.9% [5]. EMD-IDMS plays a key role
in the determination of the concentrations of proficiency
testing sample and control samples, and also in accurate
determination of the concentrations of forensic samples.
The disadvantage of the method is that it can only be used
for the determination of compounds that have available

stable isotopically labeled analogues and the retention
time of the ISTD should coincide completely with the
retention time of the target compound (e.g. 1X-labeled).
Furthermore, determination of the concentration of asingle
sample might take several days, depending on how one
manages to adjust the isotope ratios of the test sample
and the calibration sample to identical values (around 1).
Method error can be decreased by repeat injection of the
samples (test sample and calibration sample), therefore, it
is important in the procedure to have as short instrumental
analysis time as possible. Precision is also influenced by
the intensity of the measured signals, so it is also important
for the concentration of the target compound to be as high
as possible in the injected solution of the test sample. This
can be achieved most easily by sample enrichment, but at
the same time, concentrations of matrix components will
increase as well in the injected solution of the test sample,
strengthening matrix effects. Therefore, MS detection
should be preceded by optimized sample preparation and
as good liquid chromatographic separation as possible, to
better minimize matrix effects [5]. Although matrix effects
are compensated by the ISTD, the reduction of signal
intensity in the case of ion suppression is not.

4.2 HPLC-MS/MS vs. HPLC-UV

Despite the fact that HPLC-MS/MS methods belong to
the the most adequate confirmation methods today, it is
not always a technique based on it that can provide the
best solution. A good example for this is the determination
of tetracyclines in foods of animal origin. Tetracycline type
antibiotics are among authorized substances in the EU
and, acccordingly, they have a substance residue limit
value, which 100 pg/kg for meat samples and 300 pg/
kg for liver samples [20]. Tetracycline type compounds
can be detected easily using UV detectors at a higher,
more selective wavelength (-360 nm), and so the
determination of the tetracycline content of unprocessed
food samples can be achieved easily by an HPLC-UV
method, following an extraction and an SPE clean-
up [21]. The four tetracycline derivatives listed in the
regulation (oxytetracycline, tetracycline, chlortetracycline
and doxycycline) ad their epimers can be measured in one
injection without interference by the above-mentioned
HPLC-UV method, at the levels prescribed by the EU.
However, the accuracy of the highly sensitive and selective
HPLC-MS/MS analysis of tetracyclines depends greatly on
coeluting matrix components [21]. Even though recovery
and precision values calculated during the validation of a
pig muscle sample were better for the MS method than for
the UV method, the latter resulted in concentrations closer
to reference values when measuring reference materials
[21]. The reason for this is that, while the validation
procedure was performed using spiked samples, the
reference sample came from a treated animal. It does not
matter the matrix-matched calibration was used during
the MS measurement: if the isotopically labeled ISTD is
not available, differences in matrix effects between the
calibration sample and the test sample can distort the real
concentration value. Accordingly, the four tetracycline
derivatives and their three epimers would require seven
ISTD analogues, which would increase analysis costs
significantly and unnecessarily, because coeluting, but
not interfering matrix components do not interfere with the
measurement, when using the UV method. Furthermore,
the HPLC-UV method can also be applied for confirmation
in the case of authorized substances [1].
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kalibraciot alkalmazunk. A kalibracios mintat, mely
a tesztmintaval megegyez6 matrixl és az adott cél-
vegylletre nézve vak, ugyanazon mennyiségd ISTD-
vel higitjuk, mint a tesztmintat és adott mennyiség(
referencia anyagot adagolunk hozza egy id6ben a
minta-el6készités el6tt (forditott IDMS). A referencia
anyag ez esetben a meghatarozandé vegyilet ismert
koncentracioju standard oldata (ng/g dimenziéban).
Mivel a normal és a forditott IDMS egyszerre van a
modszerben alkalmazva, ezért beszélhetiink dupla
IDMS-rél. A kalibraciés mintdhoz adagolt referencia
anyag mennyiségét ugy kell beallitani, hogy a ka-
libraciés mintdban mért izotép arany (Rldib&ids niJ

megegyezzen a tesztmintaban mért izotép arany-
nyal (,exact-matching”). Az izotép aradnyok ardnya
(R'l = Rlesztfni'nfé /R'kaITbréc'i(')s minta’ eZUtén SZémI’thaté E'gy
tesztminta és a hozzéatartoz6 kalibrdciés minta tiz
egymas utani analizisével (injektaldsaval) szamit-
haté az izotop aranyok aranyainak éatlaga (R'ia ),
ami teljesen fliggetlen a mlszeres mérésbél adodoé
rendszeres hibaktél. Az i-edik minta koncentracidja
ezek utan az alabbi dsszefliggéssel szamithatd [5]:

Ny,i mzCR i, atlag

Ahol wX a komponens tdmegtdrtje az i-edik minta-
ban [ng/g]; wza komponens toémegtortje a referencia
anyagban [ng/g]; mZa kalibraciés mintdhoz adott
referencia anyag témege [mg]; mYca kalibracios min-
tdhoz adott ISTD oldat témege [mg]; mYiaz i-edik
mintahoz adott ISTD oldat témege [mg]; mXiaz i-edik
minta tdmege [mg]; R'i&lagaz izotop ardnyok aranya-
inak atlaga a tiz injektalasbol szamitva. A referencia
anyag és az ISTD oldatanak adagolasat analitikai
mérlegen kell végezni a nagyobb pontossag érdeké-
ben.

Az EMD-IDMS el6nye a toébbpontos kalibraciéhoz
képest, hogy ennél a mddszernél a minta értékelé-
se fuggetlen az alacsonyabb és magasabb kalibra-
cids szintek pontossagatél, mivel csak egy-pontos a
kalibracio, viszont ez az egy pont pontosan egyezik
centracibja és tisztasaga sem lényeges azaltal, hogy
minden mintdhoz ugyanaz az a mennyiségld ISTD
van adagolva. Az EMD-IDMS eljaras lehetévé teszi
a célkomponensek nagyon kis koncentracidban tor-
téné pontos meghatarozasat, mikzben a mérési bi-
zonytalansag a parhuzamos mérések (a tesztminta
és a kalibraciés minta 10 egyméast kdvet6 injektalasa)
kovetkeztében Iényegesen lecsokken, igy akar8.9%-
os precizitas mellett lehet 0.197 pg/kg aflatoxin Bl-et
kimutatni gabona alapu élelmiszerekbdl [5]. Az EMD-
IDMS-nek kiemelt szerepe van koérvizsgalati mintak
és kontrollmintak koncentraciéjanak meghatarozasa-
nal, valamint térvényszéki mintak pontos koncentra-
cidjdnak megallapitasanal. A mdédszer hatranya, hogy
csak olyan vegyilletek meghatarozasara alkalmas,
amelynek stabil izotép jelzett analégja elérhet§ és

az ISTD retencioja teljesen egybe esik a célvegyu-
let retencidjaval (pl.: 1 jelzett). Tovabba egy minta
is igénybe vehet attol fligg6en, hogy a tesztminta
es a kalibraciés minta izotop aranyait hogy sikeril
azonos (~1 korli) értékre allitani. A mddszer hibaja
a mintak (tesztminta és kalibraciés minta) tébbszori
injektalasaival cs6kkenthet6 igy fontos az eljarasban,
hogy a miiszeres analizis id6 minél révidebb legyen.
A precizitast a mért jelek intenzitasa is befolyasolja,
igy fontos, hogy a célvegyiilet koncentraciéja minél
nagyobb legyen a tesztminta injektalt oldataban. Ezt
legkbnnyebben a minta duasitasaval lehet elérni, vi-
szont ezzel egy id6ben a matrixalkot6 komponen-
sek koncentracidja is n6 a tesztminta injektalt olda-
taban, ami a matrixhatasokat er@siti. Ezért optimalt
minta-el6készitésnek és minél nagyobb felbontasu
folyadékkromatografias elvalasztasnak kell megeldz-
nie az MS-detektalast, hogy a méatrixhatasok jobban
minimalizalédjanak [5]. Az ISTD a maéatrixhatasokat
bar kompenzaélja, de a jelintenzitds csokkenését ion
elnyomas eseten nem.

4.2 HPLC-MS/MS vs. HPLC-UV

Annak ellenére, hogy napjainkban a HPLC-MS/MS
modszerek a legmegfelelébb konfirmacids eljarasok
koéze tartoznak, nem mindig az ezen alapulé tech-
nika alkalmazdsa adhatja a legjobb megoldast. Jo
példa erre a tetraciklinek meghatarozasa éllati ere-
detl élelmiszerekbél. Az EU-ban a tetraciklin tipusu
antibiotikumok az engedélyezett szerek kozé tartoz-
nak, ennek megfeleléen maradékanyag hatarértékkel
rendelkeznek, amely hds mintdkra 100 pg/kg, mig
maj mintara 300 pg/kg [20]. A tetraciklin tipusu ve-
gylletek jol detektalhatéak UV detektorokkal maga-
sabb, szelektivebb hullamhosszon (-360 nm), ezért
feldolgozatlan élelmiszermintak tetraciklin tartalma-
nak meghatarozasa egy extrakciot és egy SPE tiszti-
tast kovetben jol kivitelezhet§ HPLC-UV modszerrel
[21]. A négy, rendeletben meghatarozott tetraciklin
szarmazék (oxitetraciklin, tetraciklin, Kklortetraciklin
és doxiciklin) és epimereik, egy injektalassal interfe-
rencia nélkil mérhetd az el6z6 HPC-UV maddszerrel
az EU altal elGirt szinteken. A tetraciklinek nagy ér-
zékenységli és szelektivitasit HPLC-MS/MS analizi-
sének pontossaga viszont jelent6s mértékben fligg
a ko-elualédé matrix komponensekt6l [21]. Annak
ellenére, hogy sertés izom minta validalasa soran
szamolt visszanyerés és precizitas értékek az MS
modszer esetén jobbnak bizonyultak az UV maod-
szerhez képest, referencia anyagok mérése soran az
UV modszer eredményezett a referencia értékekhez
kozelebbi koncentracidokat [21]. Ennek oka, hogy mig
maga a validalasi folyamat adagolt mintakkal lett kivi-
telezve, addig a referencia-minta kezelt allattol szar-
mazott. Hiaba alkalmazunk matrix alapu kalibraciot
az MS mérés soran, ha izotép jelzett ISTD nem all
rendelkezésre, a kalibraciés minta és a tesztmin-
ta kozott lévé matrixhatasbeli kilénbségek a valés
koncentracio értékét torzithatjak. Ennek megfeleléen
a négy tetraciklin szarmazék és a hozzajuk tartozé
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harom epimer 6sszesen hét analdég ISTD-t igényelne,
ami jelent8sen és feleslegesen megndévelné a vizsga-
lat kdltségeit, mivel az UV mdédszer hasznélata soran
nem zavarjak a mérést a ko-elualodd, de nem interfe-
ral6 matrix komponensek. Tovdbb4 a HPLC-UV elja-
ras is alkalmazhatd konfirmaciéra engedélyezett sze-
rek esetén [1]

A két elvalasztastechnika (HPLC-MS/MS és HPLC-
UV) pontossaga kozti kilénbség a minta Osszetett-
ségével fokozatosan élesedik ki. Mig hdsminta vizs-
galatakor mindkét moddszer elfogadhatd eredményt
adott, addig majmintanal, IDMS hianyaban, csak az
UV madszerrel lehetett megfeleld értéket meghata-
rozni [21]. Klértetraciklin tartalmd sertés maj tanusi-
tott referencia-anyag (580 +110 pg/kg) MS mérése
soran a detektalt koncentracid, két mérés atlagakeént,
772.5 + 0.7 pg/kg-nak adddott, mig az UV mddszer
esetén, ugyancsak két mérés atlagaként, 584 + 21.2
pg/kg volt. Mig az MS detektalasi mdodszer precizi-
thsa ismét jobbnak adddott, addig csak az UV de-
tektalast koncentracio értékek voltak elfogadhatdak.
Az MS mérés torzitAsdnak oka ismét a métrixhatés-
sal magyarazhat6. A kalibraciés maj mintdkban nem
ugyanazon értékl matrixhatas érte a klortetraciklint,
mint a referencia anyagban. Az MS mddszer pontat-
lansdganak oka ez esetben az is, hogy a modszer hds
mintara (matrixra) lett kidolgozva és validalva. A huas
matrixra kidolgozott MS mddszer valtozas nélkili al-
kalmazasa majmintara a mért koncentraciok erés tor-
zithsat eredményezte, ami a hus- és a majmintak kozti
eltér6 matrixhatasokkal magyarazhaté. Az HPLC-UV
maodszer szintén hdsmatrixra lett optimalva, de ezen
technika esetén az eljaras mas matrixra torténé alkal-
mazasa nem jelentett probléméat, mert a matrixhatas
valtozasa az UV-detektalast nem befolyasolta.

5. Kovetkeztetések

A HPLC-MS/MS technika napjainkban kiemelt szere-
pet tdlt be az élelmiszer-analitikai szemszdghbdl fontos
szerves szennyez6k meghatarozasaban. Szliré maod-
szerként alkalmazva tébb vizsgalati iranyra (antibioti-
kum, mikotoxin stb.) kaphatunk informacio6t, akar 100
komponensre is parhuzamosan, az esetek tobbsé-
gében egy extrakciét és egy gyors mérést koévetben.
Fontos szerepe van a HPLC-MS/MS-nek a meger6si-
t6 mérésekben is, amelyekben a moédszer optimalasa
az adott mintdhoz, komponensekhez és késziilékhez
elengedhetetlen. Viszont egy adott HPLC-MS/MS
késziléken jol mikéd6 modszert nem mindig lehet
masik készulékre adaptélni valtoztatas nélkul, igy a
HPLC-MS/MS médszerek szabvanyositdsa nagy kihi-
vasok elé allitjak a szakembereket. F6képp, ha izotop
jelzett ISTD nem all rendelkezésre a matrixhatasok
kompenzalasara.

The difference in accuracy between the the two separation
techniques (HPLC-MS/MS and HPLC-UV) becomes
gradually more pronounced with increasing sample
complexity. While acceptable results were provided by
both methods when analyzing meat samples, only the UV
method was capable of determining suitable values for
liver samples, in the absence of IDMS [21]. During MS
measurement of a chlortetracycline-containing pig liver
certified reference material (580 +110 pg/kg), the detected
concentration, as the average of two measurements,
was 7725 = 0.7 pg/kg, while in the case of the UV
method, also as the average of two measurements,
it was 584 + 21.2 pg/kg. While the precision of the
method with MS detection was again better, only
concentration values obtained with UV detection were
acceptable. The inaccuracy of the MS measurement can
again be explained by the matrix effect. The extent of
the matrix effect on chlortetracycline was not the same
in the calibration liver sample, as it was in the reference
material. In this case, another reason for the inaccuracy
of the MS method is that the method was developed and
validated for meat samples (matrix). Application of the
MS method, developed for meat matrix, to liver samples
with no modification resulted in a strong distortion of the
measured concentrations, which can be explained by
the different matrix effects of meat and liver samples. The
HPLC-UV method was also optimized for meat matrix, but
in the case of this technique, application of the procedure
to another matrix was not a problem, because UV detection
was not affected by the change in matrix effect.

5. Conclusions

Today, the HPLC-MS/MS technique plays a major role
in the determination of organic contaminants that are
important from a food analytical point of view. When
applied as a screening method, it can provide information
about several compound groups (antibiotics, mycotoxins
etc.), about as many as 100 components atthe same time,
following an extraction and a quick measurement in most
cases. HPLC-MS/MS has an important role in confirmation
measurements as well, where method optimization for the
given sample, components and instrument is essential.
However, a method that functions well on a given HPLC-
MS/MS instrument cannot always be adapted to another
instrument without modification, and so standardization
of HPLC-MS/MS methods poses a great challenge to
experts. Especially, if isotopically labeled ISTDs are not
available to compensate for matrix effects.
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