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Obr. 48 Pithéh elwniho gradientu B

Dalsi zkouSeny gradient je zobrazen na Obr. 48ylkde liSi od eléniho gradientu A

rychlym nastupem acetonitrilu. Diky zvySujici secel sile byly analyty eluovany od 1,82
min do 2,84 min.
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Obr. 49 Pibeh eluniho gradientu C

Opakem ke gradientu B s rychlym nastupem acethnifje na Obr. 49 zobrazentxh
gadientu C s pozvolnym viistem pondru organické faze. Diky pouzitému gradientu byly
analyty eluovany v 1,82 - 3,59 min.
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Veskeré namrené hodnoty jsou uvedeny v Tab. 27, ze kterychukeudit, Ze zrna
gradientu nerda vliv na eluci oxytetracyklinu a ani ve&téi mie na tetracyklin. Z pohledu

retertnichc¢adi je tfeba posuzovat zbylé dva analyty, tedy chlortetrieykdoxycyklin.

Tab. 27 ZAavislost reténich ¢adi a intenzit pik
tetracyklinil na typu gradientu

Eluéni gradient|

A B C

Analyt
OTc | Retereni¢as [min] 1,83 1,82| 1,83
Intenzita [cps; 1%] 15| 21| 26
TC Retergni ¢as [min] 2,35 2,35 2,39
Intenzita [cps; 17 29| 85 69

cTc | Reternicas [min] 4,12 2,79 3,42
Intenzita [cps; 17 110 320 190
DC Retergni ¢as [min] 4,29 2,84 3,59
Intenzita [cps; 17] 21 31| 19

V gradientové eluci plati, z&m vysSi eldni sila, tim se analyty eluujirige. V pipac
gradientu s rychlym nastupem acetonitrilu, gradnbyl chlortetracyklin eluovan ¥ase
2,79 min a doxycyklin wase 2,84 min. Tyto dva analyty velmi blizko seberiacipu
skenovani hmot pomoci MRM skenu vime, Ze detektatyauje jednotlivé hmoty zvI&s

a proto separace podle reteith ¢adi neni nezbytna. iP pouziti tohoto gradientu bylo
dosahovano také nejvysSSich intenzit ariglyw tabulce vyzné&eno t&nym pismem.
Vyjimku tvoii pouze oxytetracyklin, jenz ¢hnejvyssi intenzitu u gradientu C. Vzhledem

k nizkym retegnich¢asi a vys$Sim intenzitam byl zvolen gradient B.

5.2.4 Optimalizace priatoku mobilni faze

S pouzitym gradientem B byl pro analyzu optimalé&o\piitok mobilni faze. Nejprve byl
zkousen pitok 350ul-min™, ktery byl poté sniZovan aZ na hodnotu 160nin™. Pritok
meél vyznamny vliv na intenzitu signalu analytObr. 50 a jejich vysledny tvar gikObr.
51.

Pii pouZiti piitoku 150ul- min™ byly analyty eluovany vase 2,98 - 4,40 min, tvar filale

nebyl reprezentativni. Nebyly ostré, ani symetriekdavic pi nizkych retetnich ¢asech
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se eluovaly jako dlouhé a Siroké piky. Tato okoinagidka uvedenda v literate,
komplikuje kvantifikaci TCA.

Pii vy$8im pfitoku, 250ul-min’ byly analyty eluovany wase 1,80 - 2,88 min a bylo
dosahovano nejvyssich intenzit signaDxytetracyklin a tetracyklin, tedy analyty elwiji
se [ nizkych retetinichcasech nily ale stale Siroké zakladny ik

ZvySenim pitoku na hodnotu 35@-min® mély piky analyi niz$i intenzity,

ale symetiit¢jSi tvary. K eluci dochazelo v rozmezi 1,34 - 22i@.
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Obr. 50 Zavislost intenzit anafyha aktualnim gitoku mobilni faze

N¢kolik autori v provedené reSerSi ziwmvalo skuténost, Ze eluce tetracyklinz kolony
plnéné materidlem na bazidmiku s reverzni fazi jako ostré a symetrické pékgbtizny
analyticky ukol. TCA mohou tuit komplexy s kovovymi ionty, a krontoho tyto
sloweniny obsahuji aminové skupiny, schopné interageyecificky se silanolovymi
skupinami. V dsledku toho mZe itomnost kovovych iorit anebo zbytky
nezreagovanych silanolovych skupin na povrchu cbleymimodifikovaného oxidu
kiemiitého mit za nasledek rozmyté piky pro TCA. Dokoriceii pouziti dolie
zakorgenych C-18 kolon ziskanych z vysaggteného oxidu kemisitého.!8 8899

Bruno, et al ["®

pouZili pro zmirgni tohoto efektu roztok 0,1 mof:IN&EDTA, kterym
dukladre promyli LC kolonu. Timto zfisobem odstranili stopy kovovych idnt
z chemicky modifikovanychiiemititych povrchi a diky tomu byly piky tetracyklintizké

a ostré.
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Obr. 51 Tvary pik analyfi pii zmeéné pratoku mobilni faze

Na Obr. 51 jsou uvedeny jednotlivé analyty, 5 Mgnisteny fi teplot analytické kolony
15 °C metodou LC-MS/MSiptiech fiznych pitocich mobilni faze. Je patrné, Ze nizSi
praitok me¢l za nasledek e kvantifikovatelné piky vzhledem k jejich nesymaiosti.
Pti vy$$im pfitoku, 350ul-min?, bylo dosahovano reprezentatijgich piki, a proto byl
tento piitok zvolen pro analyzu. PouZity gradient B byl wxém k pittoku upraven

na celkovycas analyzy 10 minut.
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5.2.5 Optimalizace teploty iontového zdroje

Poslednim optimalizovanym parametrem byla teplotdového zdroje (TEM, Tab. 28),
ktera mize mit vyznamny vliv na rozklad analytu a intenzsignalu. Operéni teplota
by méla byt vzdy nastavena vzhledem ke sloZenitugopu mobilni faze. Nejoptima&jsi
je stav, kdy teplota a fiok plynu umozni odgani kapaliny ped dosazenim clony
(curtain plat§. Nejprve byla zkouSena teplota 400 °C dopowdna vyrobcem a naslegn

teplota 0 50 °C nizZsi a vySsi.

Tab. 28 Zngna intenzit signdl [%] pifi zméné TEM

UEE 350 | 400 | 425 | 450 | 475
Analyt
Oxytetracyklin | 67,44 81,40| 69,77| 100,0| 86,05
Tetracyklin 68,75 95,31| 93,75/ 100,0/ 95,31
Chlortetracyklin| 71,43| 71,43 90,48 100,0| 86,05
Doxycyklin 70,69| 93,10/ 89,66 93,10 100,0

Pfi sniZeni teploty iontového zdroje bylo pozorovésrmiZzeni intenzit analff vyjma
chlortetracyklinu. Naopak zvyseni teploty vedlontenzivrgjSimu signalu. Pro potvrzeni
optimalni hodnoty byla z#iiena teplota + 25 °C od hodnoty 450 °C, kde pouzg/cklin
vykazoval vysSSi intenzity. V ramci kompromisu bybaoto zvolena teplota iontového
zdroje 450 °C.
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5.3 Kalibrace

Rozsah kalibrace pro analyzu tetracyilioyl prevzat podle provedené reSerSe v zavislosti

na jejich vyskytu v planovanych analyzovanych hjid&ych matricich m
Pétibodova kalibrani zavislost byla mfena metodou UPLC-MS/MS

amléc&® 8l

1105, 106]

v rozmezi koncentraci 25 az 5Q@-I'. Obsah sledovanych analybyl vyhodnocen

pomoci linearni regrese.
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Obr. 52 Kalibr&ni piimky vybranych tetracyklih (koncentrace 25ug-I*, 50 pg-I?,
100pug-I*, 250ug-I*, 500ug- ™)

Dulezitymi parametry P validaci analytické metody jsou limit detekce (DPa limit
kvantifikace (LOQ)**®!

s

byt na dané hladinvyznamnosti fijat za odliSny od hodnoty ziskané stejnym anakytic
postupem fi pouZziti materialu, ktery dany analyt neobsah@becr se jako mez detekce
uvazuje ti krat pongr signal Sum, podle rovnice /5-14/.

Mez stanovitelnosti je pak nejnizsi mnozstvi analg vzorku, které fZe byt stanoveno
jako exaktni hodnota s pozadovanou hodnotou ngjisdyjadiuje se jako desetinasobek

poneru signalu a Sumu a vypiva se dle rovnice /5-15/.
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c

LOD = o753 /5-14/

c

LOQ = H_/S 10 /5-15/

kde:c je koncentrace analytti je Grovei signalu analytu aje urove Sumu

Linie Sumu byla odeiena ze spektra sisi tetracyklii o koncentraci 5Qug-I* a byla

uréena na hodnotu 8,33 cps.

Tab. 29 Mez detekce a stanovitelnosti u

vybranych tetracyklit

Analyt LOD LOQ
[ngl™ | [ngl™
Oxytetracyklin 9,96 33,20
Tetracyklin 11,50 38,32
Chlortetracyklinl 7,86 26,22
Doxycyklin 3,40 11,32

Pt pouziti metody HPLC-ESI-MS/MS (QqQ) pro analyatracyklinu, chlortetracyklinu,
oxytetracyklinu a doxycyklinu dosahovali vybranit@u téchto limiti detekce: 1; 3; 2;
1pg-* MU 2. 7: 0,5; 4pg-1* 8 7,5, 25: 7,5:ug-1* B8 (DC nestanovovan). Tyto
vytvoiené metody, &etn® metody vytvdené v ramci diplomové prace dosahuji
zabyvajici se analyzou tetracyKliv mati metodou UPLC-ESI-QToF autibHua Jin,et
al.*%! Jejich hodnoty byly: 0,138; 0,122; 0,08§-*, DC nebyl v této praci stanovovan.
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Obr. 53 Chromatogram s vybranych tetracyklinovych antibiotik (koncerdea

standardu 5 mg?)

Na Obr. 53 je zobrazen UPLC-ESI-MS/MS chromatograsmeési vybranych
tetracyklinovych antibiotik oxytetracyklinu gt = 1,34 min; 461,069/426,221 Da),
tetracyklinu (k¢ = 1,73 min; 445,042/410,169 Da), chlortetracyklifta = 2,24 min;
479,039/444,104 Da) a doxycyklink @& 2,28 min; 445,087/428,200 Da). Pod souhrnym
zobrazenim pik jsou jednotlivé analyty zobrazeny zwasZe zaznamu je patrné
Ze dochazi ke koeluci dvou andlytNa analyzu v médu +MRM koeluce ovSem nema
podstatny vliv. Tento nepatrny nedostatek by bylan® odstranit pouZzitim jiné kolony

s tSim pa@tem teoretickych pater.
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5.4 Stabilita roztoku tetracyklin

Stabilita roztok tetracyklin je silné zavisla na pH roztoku. V kyselém prasti dochazi

k jejich dehydrataci za vzniku anhydrotetracyklirzredné kyseliny rovez podporuji
epimeraci a dochazi ke #Zm¢ konfigurace na chiralnim uhliku C-4 za vzniku 4-
epitetracyklini a 4-epianhydrotetracyklin Pripravené standardy roztbkv MeOH nEly
pH pro tetracyklin, chlortetracyklin, oxytetracyklia doxycyklin 6,7; 3,5; 3,1 a 3,5.
Ve snesi MeOH a 0,1% HCOOH v pafru 1:1 bylo pH 3,16; 3,15; 3,15; 3,15. Tudiz
by podle dostupnych literarnich poznatkély vznikat jiné formy &chto I&€iv, zvlase pak
ve vodném progedi. S touto degradai zménou je také spojen pokles intenzitgvodni
sloweniny. Proto byla stabilit tetracyklini vénovana pozornost v fio¢chu jejich

skladovani.

Byly provadny dva testy ppravenych roztok tetracyklimi v zavislosti nacase
a experimentalnich podminkach presli. Prvni test byl za#hen na roztoky uloZené
v lednici @i +4 °C a mrazniice @i -8 °C za nefistupu s¥tla, test druhy naopak na roztoky

volné uloZené na sitle a v teple z @ivodu urychleni degradace.

5.4.1 Tvorba 4-epitetracyklina

Tetracykliny jsou citlivé na konforndai degradace jejich 4-epimierTato konverze fize
nastat ve vodném prdstli, ale také v biologickych matricichii piipraw vzorki a také
jako variace funkce pH a teploty. Tetracykliny gjicie 4-epimery maji stejnou
molekulovou hmotnost a elementarni kompozici, aleoadilnou orientaci -N(Ck),
skupiny v pozici 4. K epimerizaciiie také dochazet v poloze 6. Tyto dva epimery jsou
mikrobiologicky aktivni, pravépodobrg diky premené zpet na gislusny tetracyklin.

Z provedené literarni re$ef&e® *®lpylo zjis&no, Ze k elucidchto epimerizénich forem
dochézi ped pivodni slodeninou, a proto je mozné na zalkladzdilnych reteénichcasi

a shodnych molekulovych hmotnosti identifikovat fakodni slodeninu, tak i pipadny

epimer.

M¢éreni byla provagha v den fipravy roztoki, a pak naslednden druhytvrty, osmy
actrnacty. S delSim odstupem byly roztoky &smy po 1 a 4 wsicich, takjak
je zobrazeno na Obr. 54-Obr. 57.
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Obr. 54 Stabilita tetracyklinu sase (smais MeOH a 0,1% HCOOH; 1:1)

Na Obr. 54 je zobrazena stabilita tetracyklinu viglasti nacase v pipravené srési
MeOH a 0,1% HCOOH v po#&nu 1:1, tedy ve vodném prdetli. Tetracyklin byl uten
na zaklad reterénich ¢adi a pik eluujici sefied nim by mohl byt prav4-epitetracyklin,
tak jak je uvadno v provedené reSersi. Jiz v dafppavy byl na chromatogramu viditelny
pravéEpodobre mozny pik formy 4-epi, o kterém lze tvrdit, Ze @& 4 dne il piiblizné
stejnou intenzitu. Po uplynuti dobytsi jak jeden tyden #h dany pik intenzivni signal,
ktery se po jednom &sici téngi rovnal intenzié pavodni slodeniny. Poctyiech ngsicich
byl zaznamenan v chromatogramu pik eluujici seepradyklinu, znazorny otaznikem.
O jakou formu tetracyklinu by se mohlo jednat, eby provedené reSerSi dohledano,
ackoliv mél dany pik shodnou molekulovou hmotnost.

Na Obr. 55 je zobrazena stabilita chlortetracyklmuzavislosti nacase ve vodném
prostedi. Po dvou tydnech byly identifikovany dviéetelné piky, které se eluovalyea
pavodni slodeninou a nili shodné molekulové hmotnosti. BliZ§im zkoumaniiylob

zjisttno, Ze druhy pik obsahoval také stopy tetracyklit@hlortetracyklin se jevil

e

vyskyt piku 4-epichlortetracyklinu.
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Obr. 55 Stabilita chlortetracyklinudase (smds MeOH a 0,1% HCOOH; 1:1)
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Obr. 56 Stabilita doxycyklinu vase (smds MeOH a 0,1% HCOOH; 1:1)

Stabilita doxycyklinu a jeho mozného vyskytu epimerpoloze C-6 ve vodném présli
je zobrazena na Obr. 56. S postupéasu se intenzita tohoto epimeru zvySovala

Vv porovnani s intenzitouupodni slodeniny. Jiné epimery a degraud produkty nebyly
pozorovany.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 94

| |
OTC | oTC [\ OTC 4 OTC OTC OTC

f| h OTC

' ] i M L
| | e \’% \ ’4/ W“ ,«:le p | J“ | W ” \

jo hpo Bk ks Mo
i o A WA ’Qm e N W“«' il W A LUV
ot Wi a i hoafin Y el ”

das  Odni 2 dny 4 dny 8 dntl 2 tydny 1 mésic 4 mésice

Obr. 57 Stabilita oxytetracyklinudase (smis MeOH a 0,1% HCOOH; 1:1)

Na Obr. 57 je uvedena stabilita oxytetracyklinu wedném prosedi. Od 4. dne byl
zaznamenan pik eluujici se po analytu. O jakou fehmu se jedna, nebylo v provedené
reSerSi dohledano. Ze vSech analge navic oxytetracyklin jevil jako nejm&stabilni,

jelikoz po 4 mgsicich jiz nemohl byt kvantifikovatelny.

Méerenim  ipravenych standafd bylo pozorovano, Ze tetracykliny nejsou stabilni
sloweniny a postuperiasu dochazelo ve vodném piesti k jejich trasforméni premsné

na jiné formy, pravépodobr 4-epitetracykliny a 6-epitetracyklin ¥ipadt doxycyklinu.

V této souvislosti bylo pozorovano snizeni inteqmodnich slodenin. Zdali se opravdu
jedna o 4-epitetracykliny, popjiné formy €chto I&€iv, nelze s jistotou potvrdit, jelikoz
nebyly k dispozici v této praci dané standardy.y&ledki téchto neteni bylo potvrzeno,
Ze dochézi k degradaci tetracykilin

Zasobni roztoky tetracyklinptipravené rozpushim v MeOH a skladované v mrazoe,
zabalené v alobalu nevykazovaly po dobu sledovanstorméni preneny, jak tomu bylo
v piipack pracovnich roztok priravenych do sisi MeOH a 0,1% HCOOH.
Toto pozorovani souhlasi s tvrzenim atitsthong Seu-Pinget. al'®!! kteii skladovanim
roztoki pii -20 °C pozorovali epimerizaci menSi nez 5 %. Takdkazali na rapidni
izomerizaci u tetracyklinu a chlortetracyklinu stdwvaného $ +4 °C v temnu, anebotip
+20 °C na s#tle. Po 11 tydnech natili piiblizné 60 % relativni intezity epimér
k pavodni slogenirg.
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5.4.2 Tvorba degradatnich produkti

DalSim testem zkoumani stabilitjigravenych roztok byly testy zamtené na pozorovani
intenzit ionti pii jednoduché hmotnostni spektrometrii vznikajicdigyradanich produki
roztoki tetracyklini ve snési MeOH a 0,1% HCOOH v potru 1:1 @i +20 °C za pistupu
swtla. U vSech analytbylo pozorovano snizeni intenzit, viz Obr. 58y@Seni relativnich

intenzit ionf, které mohly vzniknout rozpadem staminy.

Pti optimalizovaném nastavenfigtroje byly pozorovany tyto ionty pro vSechny sleané
analyty 301, 63 a 41 m/z. U chlortetracyklinu byzprovan navic iont 445 m/z, ktery
mohl vzniknout od&penim molekuly Cl, a mohlo tedy dojit kgmené na tetracyklin. Pro
porovnani byl zrénén deklasteréni potencial na hodnotu 40 V a byly pozorovany yont
301, 149 a 41 m/z. Kinto iontim u tetracyklinu fibyl iont 154 m/z, u chlortetracyklinu
410 a 154 m/z a u oxytetracyklinu ion 413 m/z.
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1.0E+06 T

Intenzita [cps]

5,0B+05 T T T

0,0E+00 . . . S L
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Cas [den]

——Oxytetracyklin [461 m/z] — Tetracyklin [445 m/z] ——Chlortetracyklin [479 m/z] —Doxycyklin [445 m/z]

Obr. 58 Intenzity tetracyklinpii degrad&nim testu

Na Obr. 58 jsou zobrazeny intenzity tetracyklincase. Z vysledk meéteni vypliva, Ze jiz
po uplynuti doby jednoho &sice byly intenzity signalslowenin v pdadi oxytetracyklin,
tetracyklin, chlortetracyklin a doxycyklin 97, 681 a 91 % niZSi oproti intenzit

puvodnich signal (méteno v den fipravy).
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6 ANALYZAREALNYCH VZORK U

Podavani tetracyklinmlécnému skotu je fgvazri zameiena proti respirim chorobam

u mladych zuviat a u dojnic f lécb¢ howzi mastitidy. Po podani jsou TCAifmmny
jak v mléce, tak i v jejich mase. Nerespektujidindelci doporwené ochranné thy, jsou
rezidua &chto antibiotik a jejich epimérpiitomny v mléce na trhu, kde mohou vyvolat
toxické nebo hypersenzitivni reakce u citlivychrjetlivca a také penos rezistentnich

bakterii z potravin na lidi.

6.1 Optimalizace extrakce

V zajmu ochrany spégbiteli pred expozici reziduim tetracykiinv pozivatelnych tkanich
Zivocisného fivodu byly stanoveny v Evropské Unii maximalni liynitezidui MRL,
maximum residue limit ,MRL hodnoty pro oxytetracyklin, tetracyklin alortetracyklin

v mléce jsou 10Qug-kg' a vztahuji jako sumaifslusného antibiotika a jeho 4-epimeru.
Pro doxycyklin, jehoz uzivani neni dovoleno u skdtovaného pro mléko, neni stanovena

hodnota MRL v mlécel**!

Proto, aby bylo dosaZzeno dobré izolace vybranyctnadgklint z matrice, byla
optimalizovana extrakce tuhou fazi. Nejprve byloaseno vice extrakich postup, které
se liSily pouzitymi extragnimi ¢inidly. Extrakini postup pevzaty z prace De Ruyck,
Hendrik a De Ridder, Hermdff! neobsahovalifdavek NaEDTA. Je moZné se domnivat
7e dochazelo k chelaci k €aK*, Na ionty, které jsou v dané matrickippmny. Tento
chelat&ni efekt mohl zfisobit nizké vyZnosti (TC 20,8 %; CTC 69,2 %; OTC 27,5 %
a DC 13,3 %) s porovnanim s exiakm postupemigvzatym z prace Cinquina, A. &t
al.®®. Vv tomto postupu byl iidavan Mcllvairiv pufr (pH 3,5), ktery obsahujeipavek
NaEDTA. Z porovnanych exktrakich postufi bylo usouzeno, Zeffgavek NaEDTA
poskytuje vysSi vZnosti a proto byl tento extraki postup zvolen pro tuto préci.

V ramci stanoveni vg¥nosti gevzatého extrainiho postupu tetracyklin z miléka
(polotwiné mléko s obsahem 1,5 % tuku) na kolonkach &8 (hydrofilns-lipofilni
vlastnosti) byly zkouSeny 2 koncerimd hladiny, 50 a 100ug-I*. VytsZnosti byly
vypoéteny pomoci externi kalibrace, tzn. metodou vicelédkalibr&ni kiivky, kazdy
finalni extrakt vytvéeného pseudorealného vzorku z kolonky bylémm fti krat.
Pro sledované analyty byla vyfiena vy&znost R (%) podle uvedeného vzorce /6-16/,
relativni smérodatna odchylka RSD podle /6-17/, nejistotaczgbsti N(R} (%) (/6-18/).
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Pro hodnoceni vlivu chyb celého analytického pastigyl pouzit vzorec /6-19/ pro
vypoacet kombinované nejistoty analytického postupgr N26), tedy metody hodnoceni

nejistoty postupem "shora - d@d!

Vytéznost (Recovery, fRje podil mnoZstvi analyturfpomného v analyzovaném vzorku
zkouSeného materialu nebfidaného k #mu, ktery je extrahovan a podrobovasiemi.

Ry = 295 100 16-16/
Cref

kde: cqps j& pozorovany obsah (mnoZstvi, koncentracg), je skutgna hodnota obsahu

(mnoZstvi, koncentrace)

Rsp = [2iz1(i =02 100 16-17/
n—1 X

kde: x; je jednotliva hodnota soubornt, je aritmeticky pimér, N je rozsah zakladniho

souborusn je rozsah vykérového souboru

Nejistota n¢ieni Uncertanity of Measuremenje parametr fidruzeny k vysledku gieni,
ktery charakterizuje miru rozptyleni hodnot, ktdng mohly byt divodné prisuzovany
metrené velging.

0,5 (100 — Ry)
N(R)r (%) = Ne 16-18/

kde:Rrje vyttZnost analytu

Ner (%) = JRSDZ £ NR)? 6-19/

kde:RSDje relativni smérodatna odchylka BI(R)r je nejistota vygznosti*®!
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6.1.1 Vytéznost Extrakce

Tab. 30 Vy&Zznost, relativni sirodatnd odchylka, nejistota a kombinovana nejistota

pro tetracyklin (10Qug- ')

Patateeni | Vysledna Vyteznost RSD N(R)r Ner
Analyt | | oncentrace koncentrace . . . .

(g1 (g1 [%] [%0] [%0] [%0]
100 85,3 85,3 1,61 4,24 453
100 95,0 95,0 1,52 1,45 2,10
100 92,7 92,7 3,99 2,12 452
100 92,3 92,3 4,00 2,22 4,58
'_T% 100 96,5 96,5 3,69 1,00 3,82
§ 100 96,8 96,8 0,41 0,93 1,01
"qb_) 100 89,4 89,4 1,26 3,06 3,31
- 100 94,9 94,9 1,68 1,48 2,24
100 103 103 1,39 -0,74 1,57
100 90,2 90,2 1,02 2,82 3,00
Praumér 93,6 93,6 2,06 1,86 3,07

Tab. 31 Vytznost, relativni sirodatna odchylka, nejistota a kombinovana nejistota

pro tetracyklin (5Qug- ")

Patdteni | Vysledna Vyteznost RSD N(R)r Ner
Analyt | | oncentrace koncentrace . . . .

[ug- ] (ng- Y [%0] [%0] [%0] [%]
50 35,9 73,9 4,74 7,58 8,94
50 38,7 79,5 1,96 5,93 6,24
50 44 .4 88,1 2,26 3,45 412
50 43,5 86,4 7,43 3,93 8,41
= 50 46,3 91,9 1,52 2,34 2,79
§ 50 43,4 89,2 3,99 3,12 5,06
‘3 50 42,5 87,5 2,37 3,62 4,33
= 50 46,2 95,0 2,16 1,44 2,60
50 43,4 89,3 1,73 3,08 3,54
50 41,2 84,7 3,39 4,43 5,58
Pramér 43,3 87,9 2,98 3,48 4,74

poznamka: vy¥nost kolonkyc. 1 byla <LOQ

zahrnuta do pimeru

pro TC, CTC a OTC, aproto nebyla
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Tab. 32 Vytznost, relativni sirodatna odchylka, nejistota a kombinovana nejistota

pro chlortetracyklin (10Qug- )

Patdteni | Vysledna Vyteznost RSD N(R)r Ner
Analyt | yoncentrace koncentrace . . . .

oty | wery | P | PO P DA
100 88,7 88,7 2,87 3,27 4,36
100 97,3 97,3 4,42 0,79 4,49
100 96,8 96,8 7,21 0,92 7,27
= 100 95,3 95,3 6,64 1,34 6,77
> 100 95,1 95,1 1,44 1,41 2,01
% 100 94,8 94,8 0,38 1,51 1,55
= 100 94,8 94,8 2,22 1,51 2,68
5 100 95,0 95,0 1,84 1,45 2,35
100 86,1 86,1 0,43 4,02 4,04
100 94,0 94,0 2,87 3,27 4,36
Pramér 93,8 93,8 2,84 1,80 3,75

Tab. 33 VytZznost, relativni sirodatnd odchylka, nejistota a kombinovana nejistota

pro chlortetracyklin (5Qug- ™)

Patateni | Vysledna Vytznost RSD N(R)r Nt
Analyt | yoncentrace koncentrace . . . .

(g (ng-F] [%0] [%0] [%0] [%]
50 24,1 478 7,47 15,1 16,8
50 34,5 68,7 4,45 9,0 10,1
50 33,1 66,3 4,95 9,7 10,9
£ 50 30,6 61,4 1,90 11,1 11,3
> 50 27,7 55,5 5,28 12,9 13,9
g 50 39,6 78,6 3,49 6,17 7,09
£ 50 32,2 64,1 3,07 10,4 10,8
5 50 41,8 83,1 3,82 4,89 6,20
50 36,8 73,1 4,33 7,77 8,90
50 35,0 69,6 3,55 8,78 9,47
Pramér 34,6 68,9 3,87 8,97 9,85
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Tab. 34 Vytznost, relativni sirodatna odchylka, nejistota a kombinovana nejistota

pro oxytetracyklin (10Qug- )

Patdteni | Vysledna Vyteznost RSD N(R)r Ner
Analyt | yoncentrace koncentrace . . . .

g ] (ng-1Y [%0] [%0] [%6] [%0]
100 87,8 87,8 4,02 3,51 5,33
100 85,6 85,6 3,55 4,17 5,48
100 87,4 87,4 6,96 3,64 7,85
< 100 98,5 98,5 6,28 0,44 6,29
3 100 95,2 95,2 4,10 1,39 4,33
g 100 94,5 94,5 3,50 1,60 3,84
*G;)‘ 100 91,1 91,1 2,37 2,57 3,50
S 100 94,0 94,0 1,44 1,72 2,25
100 98,0 98,0 2,41 0,57 2,47
100 95,1 95,1 1,34 1,42 1,95
Pramér 92,7 92,7 3,60 2,10 4,33

Tab. 35 Vy¥Zznost, relativni sirodatnd odchylka, nejistota a kombinovana nejistota

pro oxytetracyklin (5Qug- ')

Patateni | Vysledna Vytznost RSD N(R)r Nt
Analyt | | oncentracd koncentrace . . . .

(g (ng-F] [%0] [%0] [%0] [%0]
50 30,9 58,6 4,22 11,9 12,7
50 35,0 66,4 3,15 9,7 10,2
50 42,8 81,2 4,43 5,43 7,01
c 50 47,2 89,5 9,19 3,02 9,68
Fg, 50 41,6 78,9 0,49 6,09 6,11
& 50 41,5 75,8 3,33 6,99 7,74
3 50 38,7 70,7 1,94 8,46 8,68
3 50 36,8 67,2 1,16 9,46 9,54
50 36,3 66,3 3,78 9,73 10,4
50 34,0 62,1 1,99 10,9 11,1
Pramér 39,3 73,1 3,27 7,76 8,95
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Tab. 36 Vytznost, relativni sirodatna odchylka, nejistota a kombinovana nejistota
pro doxycyklin (10Qug- )

Patdteni | Vysledna Vyteznost RSD N(R)r Ner
Analyt | \oncentrace koncentrace . . . .
(g (ng-Y [%] [%] [%] [%]
100 78,9 78,9 2,26 6,08 6,49
100 86,9 86,9 7,32 3,79 8,24
100 78,1 78,1 2,44 6,32 6,77
100 80,7 80,7 4,09 5,56 6,91
= 100 75,7 75,7 6,82 7,01 9,78
9 100 81,8 81,8 3,95 5,25 6,56
Cg 100 78,3 78,3 1,86 6,27 6,54
100 82,0 82,0 2,42 5,20 5,74
100 78,3 78,3 1,41 6,26 6,41
100 81,3 81,3 3,63 5,39 6,50
Pramér 80,2 80,2 3,62 571 6,99

Tab. 37 VytZznost, relativni sirodatnd odchylka, nejistota a kombinovana nejistota

pro doxycyklin (50ug- ™)

Patateni | Vysledna Vyteznost RSD N(R)r Nt
Analyt | yoncentracd koncentrace . . . .
(g (g1 [%0] [%] [%0] [%0]
50 18,9 30,4 4,30 20,1 20,5
50 39,5 76,2 2,75 6,88 7,41
50 31,0 59,6 4,86 11,7 12,6
50 29,2 59,0 2,59 11,8 12,1
é 50 23,6 47,6 2,18 15,1 15,3
9 50 39,5 76,0 2,64 6,9 7,4
§ 50 37,8 72,8 1,70 7,9 8,0
50 41,9 80,7 3,83 5,6 6,8
50 45,8 88,2 3,58 3,4 49
50 39,6 76,3 8,32 6,8 10,8
Pramér 36,4 70,7 3,61 8,45 9,48
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V Tab. 38 je uvedeno proighlednost shrnuti pmérnych hodnot vydZnosti Ry (%),
relativnich smirodatnych odchylek RSD (%), nejistot N{RY6), kombinovanych nejistot
Ner (%), limitu detekce LOD alimitu kvantifikace LOQ@ug-I) pro tetracyklin,

chlortetracyklin, oxytetracyklin a doxycykilin.

Tab. 38 Shrnuti v¢#nosti, relativnich sgmodatnych odchylek, nejistot, kombinovanych

nejistot, LOD a LOQ pro vybrané tetracykliny

Tetracyklin| Chlortetracyklin| Oxytetracyklin| Doxycyklin
Rf 100pg-I*  [%] 93,6 93,8 92,7 80,2
Rf 50pug-I* [%] 87,9 68,9 73,1 70,7
RSD 100ug-* [%] 2,06 2,84 3,60 3,62
RSD 50ug-I*  [%] 2,98 3,87 3,27 3,61
N(R): 100 [%] 1,86 1,80 2,10 5,71
N(R)r 50ug-I* [%] 3,48 8,97 7,76 8,45
Ncr 100pg-1*  [%] 3,07 3,75 4,33 6,99
Ner50ug- It [%] 4,74 9,85 8,95 9,48
LOD [ugl™ 11,50 7,86 9,96 3,40
LOQ [ugl™ 38,32 26,22 33,20 11,32

Z naméienych hodnot v Tab. 38 iheme konstatovat, zaqvzaty a upraveny extréhki
postup poskytuje fjatelné hodnoty vyiZnosti pro vSechny vybrané tetracykliny
na zkousené koncenird hladiré 100 pg-™, a to plati i pro tetracyklin ip zvolené
koncentraci 5Qug-*. Ostatni analyty @y hodnoty vytZnosti gi niz&i koncentraci
piiblizné 70 %. Je mozné se domnivat, Ze tyto nizké kormemtmohly byt ovlivany
matrici vzorku. Také bylaip m&teni pseudorealnych vzdrkpii koncentraci 50ug-I*
pozorovana ofiovnd nesymetrie pik u tetracyklinu a oxytetracyklinu, kterd zwas
u oxytetracyklinu mohla Zfsobit nizSi vyznost danou horSim o&tem plochy piku.
Proto bylo usouzeno, Ze i koncentrace ma vyznantimyna tvar piku v porovnani s vyssi
stanovovanou koncentraci a dale pak fnap obsahem anafyt ve standardech
pii optimalizaci LC-MS/MS. Tuto nesymetrii by bylo moé upravit vySSim n&stem

na kolonu, diky kterému lze zvysit aktualni obsemsvovanych analgt

Relativni snérodatné odchylky nebyly v fpbéhu meeni WtSi nez 9,2 % a pmérné
hodnoty ne ¥tSi nez 3,9 % pro @wxvolené koncenttai hladiny vytznosti.
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ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo optimalizovat metodPLC-MS/MS pro analyzu
tetracyklinovych antibiotik tetracyklinu, chlortatyklinu hydrochloridu, oxytetracyklinu
hydrochloridu a doxycyklinu hydrochloridu. Separadeyla provadna pomoci
ultrakdinného  kapalinového chromatografu Dionex UltimateOO@ (Nemecko)

na analytické koloth ZORBAX RRHD Eclipse Plus C18 (3 x 50 mm, 1u8), Agilent

Technologies (USA). Jako analyticka koncovka byblem kwili nizkému dete&nimu

limitu tandemovy hmotnostni spektrometr AP1 2000fiotty AB Sciex (USA).

Optimélnim nastavenim UPLC-ESI-MS/MS pro &asnou analyzu vybranych
tetracyklinovych antibiotik bylo:

* Mobilni faze 0,1 % kyselina mrav&in(A) a acetonitril (B) v porru uenym
eluenim gradientem
o 80A:20B (0-0,1 min),
80A:20B na 25A:75:B (0,1-2 min),
25A:75B na 20A:80B (2-3 min),
20A:80B (3-5,5 min),
20A:80B na 80A:20B (5,5-7 min),
o 20A:80B (7-10 min).
«  Pritok mobilni faze 0,350 ml-mih

O O O o©o

» Davkovany objem na kolonu8.

e Teplota autosampleru 7 °C.

» Teplota analytické kolony 15 °C.

+ Pozitivni ionizace (ES) a skenovaci méd MRM.

* Hodnota deklastetaiho potencialu (DP) 16,0 V; fokus@ho potencialu (FP)
370,0 V; vstupniho potencialu (EP) 5,0 V; kolizmieegie (CE) 25,0 V; vystupni
potencial z kolizni cely (CXP) 32,0 V; n&piontového zdroje 5250 V a teplota
iontového zdroje 450 °C. Ostatni parametry byly quvdny jako defaultn

nastavené a doparované vyrobcem.

Za &chto podminek byly reténi ¢asy u vybranych tetracykiin oxytetracyklin 1,34 min,
tetracyklin 1,73 min, chlortetracyklin 2,24 min exycyklin 2,28 min.
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Vytvorenou metodu Ize pouzit pro potvrzetitgmnosti vybranych tetracyklinv riznych
environmentalnich matricich stijatelnymi deteknimi a kvantifik&ni limity v pofadi
pro tetracyklin, chlortetracyklin, oxytetracyklindmxycyklin 11,50; 7,86; 9,96; 3,40y I*
a 38,32; 26,22; 33,20 a 11,3gg-I*. Pro detekci analjt bylo vyuZito celkem
4 identifikatnich bodh, tak jak je vyZadovano detekci hmotnostni spekétoiintéchto
antibiotik v giloze¢. 1 podle n#zeni evropské komise 96/23/EC.

Optimalizovany extraéni postup poskytujeipatelné hodnoty vyZznosti pro tetracyklin
93,6 %, chlortetracyklin 93,8 %, oxytetracyklin 826 a doxycyklin 80,2 %7ipzvolené
koncentrani hladiré 100 pg-I*. Tato hodnota je také stanovena Evropskou Uni jak
maximalni limit rezidui (MRL)pro oxytetracyklin, tetracyklin a chlortetracyklinmléce
a vztahuje se jako sumariguSného antibiotika a jeho 4-epimeru. Proto jezméo

vytvoienou metodu pouzit i pro kvantifikaci MRL hodnaraeyklind v mléce.

Tetracykliny se pouzivaji ve veterinarni medécipro I&bu nap. howzi mastitidy.
Kontaktovani chovatelé ale v dbbealizace diplomové prace svoje iata, skot chovany
pro miéko, nelé&li tetracykliny. Proto nebylo mozné ziskat reagorky pro analyzu

a vysledky z mreni realnych vzorlk které budou k dispozici v budoucnu, nemohly byt
zahrnuty do této diplomové prace. Vysledky¢tremi z optimalizace a winosti budou

pouZzity pro publikaci.
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