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Obr. 48 Průběh elučního gradientu B 

 

Další zkoušený gradient je zobrazen na Obr. 48, který se liší od elučního gradientu A 

rychlým nástupem acetonitrilu. Díky zvyšující se eluční síle byly analyty eluovány od 1,82 

min do 2,84 min. 

 

 

Obr. 49 Průběh elučního gradientu C 

 

Opakem ke gradientu B s rychlým nástupem acetonitrilu, je na Obr. 49 zobrazen průběh 

gadientu C s pozvolným vzrůstem poměru organické fáze. Díky použitému gradientu byly 

analyty eluovány v 1,82 - 3,59 min.  
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Veškeré naměřené hodnoty jsou uvedeny v Tab. 27, ze kterých lze usoudit, že změna 

gradientu neměla vliv na eluci oxytetracyklinu a ani ve větší míře na tetracyklin. Z pohledu 

retenčních časů je třeba posuzovat zbylé dva analyty, tedy chlortetracyklin a doxycyklin. 

 

Tab. 27 Závislost retenčních časů a intenzit píků 

tetracyklinů na typu gradientu 

Eluční gradient 

Analyt 

A B C 

OTC Retenční čas [min] 1,83 1,82 1,83 
Intenzita [cps; 105] 15 21 26 

TC Retenční čas [min] 2,35 2,35 2,39 

Intenzita [cps; 105] 29 85 69 

CTC Retenční čas [min] 4,12 2,79 3,42 

Intenzita [cps; 105] 110 320 190 

DC Retenční čas [min] 4,29 2,84 3,59 

Intenzita [cps; 105] 21 31 19 

 

V gradientové eluci platí, že čím vyšší eluční síla, tím se analyty eluují dříve. V případě 

gradientu s rychlým nástupem acetonitrilu, gradient B, byl chlortetracyklin eluován v čase 

2,79 min a doxycyklin v čase 2,84 min. Tyto dva analyty velmi blízko sebe, z principu 

skenování hmot pomocí MRM skenu víme, že detektor analyzuje jednotlivé hmoty zvlášť, 

a proto separace podle retenčních časů není nezbytná. Při použití tohoto gradientu bylo 

dosahováno také nejvyšších intenzit analytů, v tabulce vyznačeno tučným písmem. 

Výjimku tvoří pouze oxytetracyklin, jenž měl nejvyšší intenzitu u gradientu C. Vzhledem 

k nízkým retenčních časů a vyšším intenzitám byl zvolen gradient B. 

5.2.4 Optimalizace průtoku mobilní fáze 

S použitým gradientem B byl pro analýzu optimalizován průtok mobilní fáze. Nejprve byl 

zkoušen průtok 350 µl·min-1, který byl poté snižován až na hodnotu 150 µl·min-1. Průtok 

měl významný vliv na intenzitu signálu analytů, Obr. 50 a jejich výsledný tvar píků, Obr. 

51.  

Při použití průtoku 150 µl·min-1 byly analyty eluovány v čase 2,98 - 4,40 min, tvar píků ale 

nebyl reprezentativní. Nebyly ostré, ani symetrické a navíc při nízkých retenčních časech 
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se eluovaly jako dlouhé a široké píky. Tato okolnost, zřídka uvedená v literatuře, 

komplikuje kvantifikaci TCA.  

Při vyšším průtoku, 250 µl·min-1 byly analyty eluovány v čase 1,80 - 2,88 min a bylo 

dosahováno nejvyšších intenzit signálů. Oxytetracyklin a tetracyklin, tedy analyty eluující 

se při nízkých retenčních časech měly ale stále široké základny píků. 

Zvýšením průtoku na hodnotu 350 µl·min-1 měly píky analytů nižší intenzity, 

ale symetričtější tvary. K eluci docházelo v rozmezí 1,34 - 2,28 min. 

 

 

Obr. 50 Závislost intenzit analytů na aktuálním průtoku mobilní fáze 

 

Několik autorů v provedené rešerši zmiňovalo skutečnost, že eluce tetracyklinů z kolony 

plněné materiálem na bázi křemíku s reverzní fází jako ostré a symetrické píky je obtížný 

analytický úkol. TCA mohou tvořit komplexy s kovovými ionty, a kromě toho tyto 

sloučeniny obsahují aminové skupiny, schopné interagovat specificky se silanolovými 

skupinami. V důsledku toho může přítomnost kovových iontů, anebo zbytky 

nezreagovaných silanolových skupin na povrchu chemicky modifikovaného oxidu 

křemičitého mít za následek rozmyté píky pro TCA. Dokonce i při použití dobře 

zakončených C-18 kolon získaných z vysoce čištěného oxidu křemičitého. [78, 88, 99] 

Bruno, et al. [78] použili pro zmírnění tohoto efektu roztok 0,1 mol·l-1 Na2EDTA, kterým 

důkladně promyli LC kolonu. Tímto způsobem odstranili stopy kovových iontů 

z chemicky modifikovaných křemičitých povrchů a díky tomu byly píky tetracyklinů úzké 

a ostré. 
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Obr. 51 Tvary píků analytů při změně průtoku mobilní fáze 

 

Na Obr. 51 jsou uvedeny jednotlivé analyty, 5 mg·l-1, měřeny při teplotě analytické kolony 

15 °C metodou LC-MS/MS při třech různých průtocích mobilní fáze. Je patrné, že nižší 

průtok měl za následek hůře kvantifikovatelné píky vzhledem k jejich nesymetričnosti. 

Při vyšším průtoku, 350 µl·min-1, bylo dosahováno reprezentativnějších píků, a proto byl 

tento průtok zvolen pro analýzu. Použitý gradient B byl vzhledem k průtoku upraven 

na celkový čas analýzy 10 minut. 
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5.2.5 Optimalizace teploty iontového zdroje 

Posledním optimalizovaným parametrem byla teplota iontového zdroje (TEM, Tab. 28), 

která může mít významný vliv na rozklad analytu a intenzitu signálu. Operační teplota 

by měla být vždy nastavena vzhledem ke složení a průtoku mobilní fáze. Nejoptimálnější 

je stav, kdy teplota a průtok plynu umožní odpaření kapaliny před dosažením clony 

(curtain plate). Nejprve byla zkoušena teplota 400 °C doporučována výrobcem a následně 

teplota o 50 °C nižší a vyšší. 

 

Tab. 28 Změna intenzit signálů [%] při změně TEM 

TEM [°C]      

Analyt 

350 400 425 450 475 

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 

 

Při snížení teploty iontového zdroje bylo pozorováno snížení intenzit analytů, vyjma 

chlortetracyklinu. Naopak zvýšení teploty vedlo k intenzivnějšímu signálu. Pro potvrzení 

optimální hodnoty byla změřena teplota ± 25 °C od hodnoty 450 °C, kde pouze doxycyklin 

vykazoval vyšší intenzity. V rámci kompromisu byla proto zvolena teplota iontového 

zdroje 450 °C. 
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5.3 Kalibrace 

Rozsah kalibrace pro analýzu tetracyklinů byl převzat podle provedené rešerše v závislosti 

na jejich výskytu v plánovaných analyzovaných biologických matricích moči [105, 106] 

a mléce[78, 88]. Pětibodová kalibrační závislost byla měřena metodou UPLC-MS/MS 

v rozmezí koncentrací 25 až 500 µg·l-1. Obsah sledovaných analytů byl vyhodnocen 

pomocí lineární regrese. 

 

 

Obr. 52 Kalibrační přímky vybraných tetracyklinů (koncentrace 25 µg·l-1, 50 µg·l-1, 

100 µg·l-1, 250 µg·l-1, 500 µg·l-1) 

 

Důležitými parametry při validaci analytické metody jsou limit detekce (LOD) a limit 

kvantifikace (LOQ).[148]  

Mez detekce je nejnižší výsledek měření pro daný analytický postup a analyt, který může 

být na dané hladině významnosti přijat za odlišný od hodnoty získané stejným analytickým 

postupem při použití materiálu, který daný analyt neobsahuje. Obecně se jako mez detekce 

uvažuje tři krát poměr signál šum, podle rovnice /5-14/. 

Mez stanovitelnosti je pak nejnižší množství analytu ve vzorku, které může být stanoveno 

jako exaktní hodnota s požadovanou hodnotou nejistoty. Vyjadřuje se jako desetinásobek 

poměru signálu a šumu a vypočítá se dle rovnice /5-15/. 
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 W1X =	 =2/? 	 ∙ 3 /5-14/ 

 W1S = 	 =2/? 	 ∙ 10 
/5-15/ 

kde: c je koncentrace analytu, H je úroveň signálu analytu a s je úroveň šumu 

 

Linie šumu byla odečtena ze spektra směsi tetracyklinů o koncentraci 50 µg·l-1 a byla 

určena na hodnotu 8,33 cps. 

 

Tab. 29 Mez detekce a stanovitelnosti u 

vybraných tetracyklinů 

Analyt 
LOD 

[µg·l-1] 

LOQ 

[µg·l-1] 

Oxytetracyklin 9,96 33,20 
Tetracyklin 11,50 38,32 

Chlortetracyklin 7,86 26,22 

Doxycyklin 3,40 11,32 

 

 

Při použití metody HPLC-ESI-MS/MS (QqQ) pro analýzu tetracyklinu, chlortetracyklinu, 

oxytetracyklinu a doxycyklinu dosahovali vybraní autoři těchto limitů detekce: 1; 3; 2; 

1 µg·l-1 [101], 2; 7; 0,5; 4 µg·l-1 [78], 7,5; 25; 7,5; µg·l-1 [88] (DC nestanovován). Tyto 

vytvořené metody, včetně metody vytvořené v rámci diplomové práce dosahují 

přijatelných detekčních limitů. Nejnižších hodnot detekčních limitů bylo dosaženo v práci 

zabývající se analýzou tetracyklinů v moči metodou UPLC-ESI-QToF autorů Hua Jin, et 

al.[105] Jejich hodnoty byly: 0,138; 0,122; 0,089 µg·l-1, DC nebyl v této práci stanovován. 
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Obr. 53 Chromatogram směsi vybraných tetracyklinových antibiotik (koncentrace 

standardu 5 mg·l-1) 

 

Na Obr. 53 je zobrazen UPLC-ESI-MS/MS chromatogram směsi vybraných 

tetracyklinových antibiotik oxytetracyklinu (tR = 1,34 min; 461,069/426,221 Da), 

tetracyklinu (tR = 1,73 min; 445,042/410,169 Da), chlortetracyklinu (tR = 2,24 min; 

479,039/444,104 Da) a doxycyklinu (tR = 2,28 min; 445,087/428,200 Da). Pod souhrným 

zobrazením píků jsou jednotlivé analyty zobrazeny zvlášť. Ze záznamu je patrné 

že dochází ke koeluci dvou analytů. Na analýzu v módu +MRM koeluce ovšem nemá 

podstatný vliv. Tento nepatrný nedostatek by bylo možné odstranit použitím jiné kolony 

s větším počtem teoretických pater. 
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5.4 Stabilita roztoků tetracyklinů 

Stabilita roztoků tetracyklinů je silně závislá na pH roztoku. V kyselém prostředí dochází 

k jejich dehydrataci za vzniku anhydrotetracyklinů. Zředěné kyseliny rovněž podporují 

epimeraci a dochází ke změně konfigurace na chirálním uhlíku C-4 za vzniku 4-

epitetracyklinů a 4-epianhydrotetracyklinů. Připravené standardy roztoků v MeOH měly 

pH pro tetracyklin, chlortetracyklin, oxytetracyklin a doxycyklin 6,7; 3,5; 3,1 a 3,5. 

Ve směsi MeOH a 0,1% HCOOH v poměru 1:1 bylo pH 3,16; 3,15; 3,15; 3,15. Tudíž 

by podle dostupných literárních poznatků měly vznikat jiné formy těchto léčiv, zvláště pak 

ve vodném prostředí. S touto degradační změnou je také spojen pokles intenzity původní 

sloučeniny. Proto byla stabilitě tetracyklinů věnována pozornost v průběhu jejich 

skladování.  

Byly prováděny dva testy připravených roztoků tetracyklinů v závislosti na čase 

a experimentálních podmínkách prostředí. První test byl zaměřen na roztoky uložené 

v lednici při +4 °C a mrazničce při -8 °C za nepřístupu světla, test druhý naopak na roztoky 

volně uložené na světle a v teple z důvodu urychlení degradace. 

5.4.1 Tvorba 4-epitetracyklinů 

Tetracykliny jsou citlivé na konformační degradace jejich 4-epimerů. Tato konverze může 

nastat ve vodném prostředí, ale také v biologických matricích při přípravě vzorků a také 

jako variace funkce pH a teploty. Tetracykliny a jejich 4-epimery mají stejnou 

molekulovou hmotnost a elementární kompozici, ale s rozdílnou orientací -N(CH3)2 

skupiny v pozici 4. K epimerizaci může také docházet v poloze 6. Tyto dva epimery jsou 

mikrobiologicky aktivní, pravděpodobně díky přeměně zpět na příslušný tetracyklin. 

Z provedené literární rešerše[88, 91, 98] bylo zjištěno, že k eluci těchto epimerizačních forem 

dochází před původní sloučeninou, a proto je možné na základě rozdílných retenčních časů 

a shodných molekulových hmotností identifikovat jak původní sloučeninu, tak i případný 

epimer. 

Měření byla prováděna v den přípravy roztoků, a pak následně den druhý, čtvrtý, osmý 

a čtrnáctý. S delším odstupem byly roztoky změřeny po 1 a 4 měsících, tak jak 

je zobrazeno na Obr. 54-Obr. 57. 
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Obr. 54 Stabilita tetracyklinu v čase (směs MeOH a 0,1% HCOOH; 1:1) 

 

Na Obr. 54 je zobrazena stabilita tetracyklinu v závislosti na čase v připravené směsi 

MeOH a 0,1% HCOOH v poměru 1:1, tedy ve vodném prostředí. Tetracyklin byl určen 

na základě retenčních časů a pík eluující se před ním by mohl být právě 4-epitetracyklin, 

tak jak je uváděno v provedené rešerši. Již v den přípravy byl na chromatogramu viditelný 

pravděpodobně možný pík formy 4-epi, o kterém lze tvrdit, že až do 4 dne měl přibližně 

stejnou intenzitu. Po uplynutí doby větší jak jeden týden měl daný pík intenzivní signál, 

který se po jednom měsíci téměř rovnal intenzitě původní sloučeniny. Po čtyřech měsících 

byl zaznamenán v chromatogramu pík eluující se po tetracyklinu, znázorněný otazníkem. 

O jakou formu tetracyklinu by se mohlo jednat, nebylo v provedené rešerši dohledáno, 

ačkoliv měl daný pík shodnou molekulovou hmotnost. 

Na Obr. 55 je zobrazena stabilita chlortetracyklinu v závislosti na čase ve vodném 

prostředí. Po dvou týdnech byly identifikovány dva zřetelné píky, které se eluovaly před 

původní sloučeninou a měli shodné molekulové hmotnosti. Bližším zkoumáním bylo 

zjištěno, že druhý pík obsahoval také stopy tetracyklinu. Chlortetracyklin se jevil 

stabilnější a až po uplynutí doby jednoho měsíce byl znatelný pravděpodobně možný 

výskyt píku 4-epichlortetracyklinu.  
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Obr. 55 Stabilita chlortetracyklinu v čase (směs MeOH a 0,1% HCOOH; 1:1) 

 

 

Obr. 56 Stabilita doxycyklinu v čase (směs MeOH a 0,1% HCOOH; 1:1) 

 

Stabilita doxycyklinu a jeho možného výskytu epimeru v poloze C-6 ve vodném prostředí 

je zobrazena na Obr. 56. S postupem času se intenzita tohoto epimeru zvyšovala 

v porovnání s intenzitou původní sloučeniny. Jiné epimery a degradační produkty nebyly 

pozorovány. 
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Obr. 57 Stabilita oxytetracyklinu v čase (směs MeOH a 0,1% HCOOH; 1:1) 

 

Na Obr. 57 je uvedena stabilita oxytetracyklinu ve vodném prostředí. Od 4. dne byl 

zaznamenán pík eluující se po analytu. O jakou jeho formu se jedná, nebylo v provedené 

rešerší dohledáno. Ze všech analytů se navíc oxytetracyklin jevil jako nejméně stabilní, 

jelikož po 4 měsících již nemohl být kvantifikovatelný. 

Měřením připravených standardů bylo pozorováno, že tetracykliny nejsou stabilní 

sloučeniny a postupem času docházelo ve vodném prostředí k jejich trasformační přeměně 

na jiné formy, pravděpodobně 4-epitetracykliny a 6-epitetracyklin v případě doxycyklinu. 

V této souvislosti bylo pozorováno snížení intenzit původních sloučenin. Zdali se opravdu 

jedná o 4-epitetracykliny, popř. jiné formy těchto léčiv, nelze s jistotou potvrdit, jelikož 

nebyly k dispozici v této práci dané standardy. Z výsledků těchto měření bylo potvrzeno, 

že dochází k degradaci tetracyklinů. 

Zásobní roztoky tetracyklinů připravené rozpuštěním v MeOH a skladované v mrazničce, 

zabalené v alobalu nevykazovaly po dobu sledování transformační přeměny, jak tomu bylo 

v případě pracovních roztoků přiravených do směsi MeOH a 0,1% HCOOH. 

Toto pozorování souhlasí s tvrzením autorů Khong Seu-Ping, et. al.[91] kteří skladováním 

roztoků při -20 °C pozorovali epimerizaci menší než 5 %. Také poukázali na rapidní 

izomerizaci u tetracyklinu a chlortetracyklinu skladovaného při +4 °C v temnu, anebo při 

+20 °C na světle. Po 11 týdnech naměřili přibližně 60 % relativní intezity epimerů 

k původní sloučenině. 
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5.4.2 Tvorba degradačních produktů 

Dalším testem zkoumání stability připravených roztoků byly testy zaměřené na pozorování 

intenzit iontů při jednoduché hmotnostní spektrometrii vznikajících degradačních produktů 

roztoků tetracyklinů ve směsi MeOH a 0,1% HCOOH v poměru 1:1 při +20 °C za přístupu 

světla. U všech analytů bylo pozorováno snížení intenzit, viz Obr. 58, a zvýšení relativních 

intenzit iontů, které mohly vzniknout rozpadem sloučeniny. 

Při optimalizovaném nastavení přístroje byly pozorovány tyto ionty pro všechny sledované 

analyty 301, 63 a 41 m/z. U chlortetracyklinu byl pozorován navíc iont 445 m/z, který 

mohl vzniknout odštěpením molekuly Cl, a mohlo tedy dojít k přeměně na tetracyklin. Pro 

porovnání byl změněn deklasterační potenciál na hodnotu 40 V a byly pozorovány ionty: 

301, 149 a 41 m/z. K těmto iontům u tetracyklinu přibyl iont 154 m/z, u chlortetracyklinu 

410 a 154 m/z  a u oxytetracyklinu ion 413 m/z. 

 

 

Obr. 58 Intenzity tetracyklinů při degradačním testu 

 

Na Obr. 58 jsou zobrazeny intenzity tetracyklinů v čase. Z výsledků měření vyplívá, že již 

po uplynutí doby jednoho měsíce byly intenzity signálů sloučenin v pořadí oxytetracyklin, 

tetracyklin, chlortetracyklin a doxycyklin 97, 64, 81 a 91 % nižší oproti intenzitě 

původních signálů (měřeno v den přípravy). 
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6 ANALÝZA REÁLNÝCH VZORK Ů 

Podávání tetracyklinů mléčnému skotu je převážně zaměřena proti respiračním chorobám 

u mladých zvířat a u dojnic při léčbě hovězí mastitidy. Po podání jsou TCA přítomny 

jak v mléce, tak i v jejich mase. Nerespektují-li zemědělci doporučené ochranné lhůty, jsou 

rezidua těchto antibiotik a jejich epimerů přítomny v mléce na trhu, kde mohou vyvolat 

toxické nebo hypersenzitivní reakce u citlivých jednotlivců a také přenos rezistentních 

bakterií z potravin na lidi.  

6.1 Optimalizace extrakce 

V zájmu ochrany spotřebitelů před expozicí reziduím tetracyklinů v poživatelných tkáních 

živočišného původu byly stanoveny v Evropské Unii maximální limity reziduí (MRL, 

maximum residue limit). „MRL hodnoty pro oxytetracyklin, tetracyklin a chlortetracyklin 

v mléce jsou 100 µg·kg-1 a vztahují jako suma příslušného antibiotika a jeho 4-epimeru. 

Pro doxycyklin, jehož užívání není dovoleno u skotu chovaného pro mléko, není stanovena 

hodnota MRL v mléce.“[149]  

Proto, aby bylo dosaženo dobré izolace vybraných tetracyklinů z matrice, byla 

optimalizována extrakce tuhou fází. Nejprve bylo zkoušeno více extrakčních postupů, které 

se lišily použitými extrakčními činidly. Extrakční postup převzatý z práce De Ruyck, 

Hendrik a De Ridder, Herman [88] neobsahoval přídavek Na2EDTA. Je možné se domnívat 

že docházelo k chelaci k Ca2+, K+, Na+ ionty, které jsou v dané matrici přítomny. Tento 

chelatační efekt mohl způsobit nízké výtěžnosti (TC 20,8 %; CTC 69,2 %; OTC 27,5 % 

a DC 13,3 %)  s porovnáním s extrakčním postupem převzatým z práce Cinquina, A. L, et 

al.[86]. V tomto postupu byl přidáván McIlvainův pufr (pH 3,5), který obsahuje přídavek 

Na2EDTA. Z porovnaných exktrakčních postupů bylo usouzeno, že přídavek Na2EDTA 

poskytuje vyšší výtěžnosti a proto byl tento extrakční postup zvolen pro tuto práci. 

V rámci stanovení výtěžností převzatého extrakčního postupu tetracyklinů z mléka 

(polotučné mléko s obsahem 1,5 % tuku) na kolonkách Oasis® HLB (hydrofilně-lipofilní 

vlastnosti) byly zkoušeny 2 koncentrační hladiny, 50 a 100 µg·l-1. Výtěžnosti byly 

vypočteny pomocí externí kalibrace, tzn. metodou vícebodové kalibrační křivky, každý 

finální extrakt vytvořeného pseudoreálného vzorku z kolonky byl změřen tři krát. 

Pro sledované analyty byla vypočtena výtěžnost Rf (%) podle uvedeného vzorce /6-16/, 

relativní směrodatná odchylka RSD podle /6-17/, nejistota výtěžnosti N(R)T (%) (/6-18/). 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 97 

 

Pro hodnocení vlivu chyb celého analytického postupu byl použit vzorec /6-19/ pro 

výpočet kombinované nejistoty analytického postupu NCT (%), tedy metody hodnocení 

nejistoty postupem "shora - dolů". 

 

Výtěžnost (Recovery, Rf) je podíl množství analytu přítomného v analyzovaném vzorku 

zkoušeného materiálu nebo přidaného k němu, který je extrahován a podrobován měření. 

 �Y = =Z[\=#"Y ∙ 	100 /6-16/ 

kde: =Z[\ je pozorovaný obsah (množství, koncentrace), =#"Y je skutečná hodnota obsahu 

(množství, koncentrace) 

 

 

�]X = ^∑ (H% − H)�%̀a�b − 1 ∙ 100H̅ 	 /6-17/ 

kde: H% je jednotlivá hodnota souboru, H je aritmetický průměr, 0 je rozsah základního 

souboru, b je rozsah výběrového souboru 

 

Nejistota měření (Uncertanity of Measurement) je parametr přidružený k výsledku měření, 

který charakterizuje míru rozptýlení hodnot, které by mohly být důvodně přisuzovány 

měřené veličině. 

 0(�)d(%) = 	0,5 · (100 − �d)√3 	 /6-18/ 

kde: RT je výtěžnost analytu 

 

 0hd(%) = 	i�]X� + 0(�)d� 	 /6-19/ 

kde: RSD je relativní směrodatná odchylka a N(R)T je nejistota výtěžnosti[148] 
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6.1.1 Výtěžnost Extrakce 

Tab. 30 Výtěžnost, relativní směrodatná odchylka, nejistota a kombinovaná nejistota 

pro tetracyklin (100 µg·l-1) 

Analyt 
Počáteční 

koncentrace 

[µg·l-1] 

Výsledná 

koncentrace 

[µg·l-1] 

Výtěžnost 

[%] 

RSD  

[%] 

N(R)T  

[%] 

NCT    

[%] 

T
et

ra
cy

kl
in

 

100 85,3 85,3 1,61 4,24 4,53 

100 95,0 95,0 1,52 1,45 2,10 

100 92,7 92,7 3,99 2,12 4,52 

100 92,3 92,3 4,00 2,22 4,58 

100 96,5 96,5 3,69 1,00 3,82 

100 96,8 96,8 0,41 0,93 1,01 

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 

Průměr 93,6 93,6 2,06 1,86 3,07 
 

Tab. 31 Výtěžnost, relativní směrodatná odchylka, nejistota a kombinovaná nejistota 

pro tetracyklin (50 µg·l-1) 

Analyt 
Počáteční 

koncentrace 

[µg·l-1] 

Výsledná 

koncentrace 

[µg·l-1] 

Výtěžnost 

[%] 

RSD  

[%] 

N(R)T  

[%] 

NCT    

[%] 

T
et

ra
cy

kl
in

 

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 4,12 

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 

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 

Průměr 43,3 87,9 2,98 3,48 4,74 
poznámka: výtěžnost kolonky č. 1 byla ˂LOQ  pro TC, CTC a OTC, aproto nebyla 

zahrnuta do průměru 
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Tab. 32 Výtěžnost, relativní směrodatná odchylka, nejistota a kombinovaná nejistota 

pro chlortetracyklin (100 µg·l-1) 

Analyt 
Počáteční 

koncentrace 

[µg·l-1] 

Výsledná 

koncentrace 

[µg·l-1] 

Výtěžnost 

[%] 

RSD  

[%] 

N(R)T  

[%] 

NCT    

[%] 

C
hl

or
te

tr
ac

yk
lin

 

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 

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 

Průměr 93,8 93,8 2,84 1,80 3,75 
 

Tab. 33 Výtěžnost, relativní směrodatná odchylka, nejistota a kombinovaná nejistota 

pro chlortetracyklin (50 µg·l-1) 

Analyt 
Počáteční 

koncentrace 

[µg·l-1] 

Výsledná 

koncentrace 

[µg·l-1] 

Výtěžnost 

[%] 

RSD  

[%] 

N(R)T  

[%] 

NCT    

[%] 

C
hl

or
te

tr
ac

yk
lin

 

50 24,1 47,8 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 

50 39,6 78,6 3,49 6,17 7,09 

50 32,2 64,1 3,07 10,4 10,8 

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 

Průměr 34,6 68,9 3,87 8,97 9,85 
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Tab. 34 Výtěžnost, relativní směrodatná odchylka, nejistota a kombinovaná nejistota 

pro oxytetracyklin (100 µg·l-1) 

Analyt 
Počáteční 

koncentrace 

[µg·l-1] 

Výsledná 

koncentrace 

[µg·l-1] 

Výtěžnost 

[%] 

RSD  

[%] 

N(R)T  

[%] 

NCT    

[%] 

O
xy

te
tr

ac
yk

lin
 

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 

100 95,2 95,2 4,10 1,39 4,33 

100 94,5 94,5 3,50 1,60 3,84 

100 91,1 91,1 2,37 2,57 3,50 

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 

Průměr 92,7 92,7 3,60 2,10 4,33 
 

Tab. 35 Výtěžnost, relativní směrodatná odchylka, nejistota a kombinovaná nejistota 

pro oxytetracyklin (50 µg·l-1) 

Analyt 
Počáteční 

koncentrace 

[µg·l-1] 

Výsledná 

koncentrace 

[µg·l-1] 

Výtěžnost 

[%] 

RSD  

[%] 

N(R)T  

[%] 

NCT    

[%] 

O
xy

te
tr

ac
yk

lin
 

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 

50 47,2 89,5 9,19 3,02 9,68 

50 41,6 78,9 0,49 6,09 6,11 

50 41,5 75,8 3,33 6,99 7,74 

50 38,7 70,7 1,94 8,46 8,68 

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 

Průměr 39,3 73,1 3,27 7,76 8,95 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 101 

 

 

Tab. 36 Výtěžnost, relativní směrodatná odchylka, nejistota a kombinovaná nejistota 

pro doxycyklin (100 µg·l-1) 

Analyt 
Počáteční 

koncentrace 

[µg·l-1] 

Výsledná 

koncentrace 

[µg·l-1] 

Výtěžnost 

[%] 

RSD  

[%] 

N(R)T  

[%] 

NCT    

[%] 

D
ox

yc
yk

lin
 

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 

100 81,8 81,8 3,95 5,25 6,56 

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 

Průměr 80,2 80,2 3,62 5,71 6,99 

 

Tab. 37 Výtěžnost, relativní směrodatná odchylka, nejistota a kombinovaná nejistota 

pro doxycyklin (50 µg·l-1) 

Analyt 
Počáteční 

koncentrace 

[µg·l-1] 

Výsledná 

koncentrace 

[µg·l-1] 

Výtěžnost 

[%] 

RSD  

[%] 

N(R)T  

[%] 

NCT    

[%] 

D
ox

yc
yk

lin
 

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 

50 23,6 47,6 2,18 15,1 15,3 

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 4,9 

50 39,6 76,3 8,32 6,8 10,8 

Průměr 36,4 70,7 3,61 8,45 9,48 
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V Tab. 38 je uvedeno pro přehlednost shrnutí průměrných hodnot výtěžností �Y (%), 

relativních směrodatných odchylek RSD (%), nejistot N(R)T (%), kombinovaných nejistot 

NCT (%), limitu detekce LOD a limitu kvantifikace LOQ (µg·l-1) pro tetracyklin, 

chlortetracyklin, oxytetracyklin a doxycyklin. 

 

Tab. 38 Shrnutí výtěžností, relativních směrodatných odchylek, nejistot, kombinovaných 

nejistot, LOD a LOQ pro vybrané tetracykliny 

 Tetracyklin Chlortetracyklin Oxytetracyklin Doxycyklin 

Rf 100 µg·l-1 [%] 93,6 93,8 92,7 80,2 
Rf 50 µg·l-1 [%] 87,9 68,9 73,1 70,7 

RSD 100 µg·l-1 [%] 2,06 2,84 3,60 3,62 

RSD 50 µg·l-1 [%] 2,98 3,87 3,27 3,61 

N(R)T 100 [%] 1,86 1,80 2,10 5,71 

N(R)T 50 µg·l-1 [%] 3,48 8,97 7,76 8,45 

NCT 100 µg·l-1 [%] 3,07 3,75 4,33 6,99 

NCT 50 µg·l-1 [%] 4,74 9,85 8,95 9,48 

LOD [µg·l-1] 11,50 7,86 9,96 3,40 

LOQ [µg·l-1] 38,32 26,22 33,20 11,32 

 

Z naměřených hodnot v Tab. 38 můžeme konstatovat, že převzatý a upravený extrakční 

postup poskytuje přijatelné hodnoty výtěžností pro všechny vybrané tetracykliny 

na zkoušené koncentrační hladině 100 µg·l-1, a to platí i pro tetracyklin při zvolené 

koncentraci 50 µg·l-1. Ostatní analyty měly hodnoty výtěžností při nižší koncentraci 

přibližně 70 %. Je možné se domnívat, že tyto nízké koncentrace mohly být ovlivněny 

matricí vzorku. Také byla při měření pseudoreálných vzorků při koncentraci 50 µg·l-1 

pozorována opětovná nesymetrie píků u tetracyklinu a oxytetracyklinu, která zvlášť 

u oxytetracyklinu mohla způsobit nižší výtěžnost danou horším odečtem plochy píku. 

Proto bylo usouzeno, že i koncentrace má významný vliv na tvar píku v porovnání s vyšší 

stanovovanou koncentrací a dále pak např. s obsahem analytů ve standardech 

při optimalizaci LC-MS/MS. Tuto nesymetrii by bylo možné upravit vyšším nástřikem 

na kolonu, díky kterému lze zvýšit aktuální obsah stanovovaných analytů. 

Relativní směrodatné odchylky nebyly v průběhu meření větší než 9,2 % a průměrné 

hodnoty ne větší než 3,9 % pro obě zvolené koncentrační hladiny výtěžností. 
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ZÁVĚR 

Cílem této diplomové práce bylo optimalizovat metodu UPLC-MS/MS pro analýzu 

tetracyklinových antibiotik tetracyklinu, chlortetracyklinu hydrochloridu, oxytetracyklinu 

hydrochloridu a doxycyklinu hydrochloridu. Separace byla prováděna pomocí 

ultraúčinného kapalinového chromatografu Dionex Ultimate 3000 (Německo) 

na analytické koloně ZORBAX RRHD Eclipse Plus C18 (3 x 50 mm, 1,8 µm), Agilent 

Technologies (USA). Jako analytická koncovka byl zvolen kvůli nízkému detekčnímu 

limitu tandemový hmotnostní spektrometr API 2000 od firmy AB Sciex (USA). 

Optimálním nastavením UPLC-ESI-MS/MS pro současnou analýzu vybraných 

tetracyklinových antibiotik bylo: 

• Mobilní fáze 0,1 % kyselina mravenčí (A) a acetonitril (B) v poměru určeným 

elučním gradientem:  

o 80A:20B (0-0,1 min),  

o 80A:20B na 25A:75:B (0,1-2 min),  

o 25A:75B na 20A:80B (2-3 min),  

o 20A:80B (3-5,5 min),  

o 20A:80B na 80A:20B (5,5-7 min),  

o 20A:80B (7-10 min). 

• Průtok mobilní fáze 0,350 ml·min-1. 

• Dávkovaný objem na kolonu 5 µl. 

• Teplota autosampleru 7 °C. 

• Teplota analytické kolony 15 °C. 

• Pozitivní ionizace (ESI+) a skenovací mód MRM. 

• Hodnota deklasteračního potenciálu (DP) 16,0 V; fokusačního potenciálu (FP) 

370,0 V; vstupního potenciálu (EP) 5,0 V; kolizní energie (CE) 25,0 V; výstupní 

potenciál z kolizní cely (CXP) 32,0 V; napětí iontového zdroje 5250 V a teplota 

iontového zdroje 450 °C. Ostatní parametry byly ponechány jako defaultně 

nastavené a doporučované výrobcem. 

 

Za těchto podmínek byly retenční časy u vybraných tetracyklinů: oxytetracyklin 1,34 min, 

tetracyklin 1,73 min, chlortetracyklin 2,24 min a doxycyklin 2,28 min. 
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Vytvořenou metodu lze použít pro potvrzení přítomnosti vybraných tetracyklinů v různých 

environmentálních matricích s přijatelnými detekčními a kvantifikační limity v pořadí 

pro tetracyklin, chlortetracyklin, oxytetracyklin a doxycyklin 11,50; 7,86; 9,96; 3,40 µg·l-1 

a 38,32; 26,22; 33,20 a 11,32 µg·l-1. Pro detekci analytů bylo využito celkem 

4 identifikačních bodů, tak jak je vyžadováno detekcí hmotnostní spektrometrií těchto 

antibiotik v příloze č. 1 podle nařízení evropské komise 96/23/EC. 

Optimalizovaný extrakční postup poskytuje přijatelné hodnoty výtěžností pro tetracyklin 

93,6 %, chlortetracyklin 93,8 %, oxytetracyklin 92,7 % a doxycyklin 80,2 % při zvolené 

koncentrační hladině 100 µg·l-1. Tato hodnota je také stanovena Evropskou Unií jako 

maximální limit reziduí (MRL) pro oxytetracyklin, tetracyklin a chlortetracyklin v mléce 

a vztahuje se jako suma příslušného antibiotika a jeho 4-epimeru. Proto je možné 

vytvořenou metodu použít i pro kvantifikaci MRL hodnot tetracyklinů v mléce. 

Tetracykliny se používají ve veterinární medicíně pro léčbu např. hovězí mastitidy. 

Kontaktovaní chovatelé ale v době realizace diplomové práce svoje zvířata, skot chovaný 

pro mléko, neléčili tetracykliny. Proto nebylo možné získat reálné vzorky pro analýzu 

a výsledky z měření reálných vzorků, které budou k dispozici v budoucnu, nemohly být 

zahrnuty do této diplomové práce. Výsledky měření z optimalizace a výtěžností budou 

použity pro publikaci. 
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chromatografie 
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IP  Identification Point / identifikační bod 
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MS  Mass Spectrometry / hmotnostní spektrometrie 
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N(R)T (%)  uncertainty recovery / nejistota výtěžnosti 

NADPH  Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate / 

Nikotinamidadenindinukleotidfosfát 

NCT (%),  uncertainty of an analytical procedure / kombinovaná nejistotaanalytického 
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Ni-DIA  Nickel-implanted Boron-Doped Diamond thin film electrode / nikl 

implantovaný do tenkovrstvé bórové elektrody dopované diamantem 

OLEA  Oleandomycin / Oleandomycin 

OTC  Oxytetracycline / Oxyteracyklin 

PB-NCI  Particle Beam - Negative Chemical Ionization  

PEEK  Polyether ether ketone / Polyetherketonová vlákna 
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PI mode  Positive mode / pozitivní mód 

PLE  Pressurized Liquid Extraction / kapalinová extrakce podporovaná tlakem 

PTFE  Polytetrafluoroethylene / Polytetrafluorethylen 

Q0  Zero Quadrupole / nultý kvadrupól 

Q1  First Quadrupole / první kvadrupól 

Q2  Second Quadrupole / druhý kvadrupól 

Q3  Third Quadrupole / třetí kvadrupól 

QIT  Ion Trap Analyzer / iontová past 

QMF  Quadrupole Mass Filter / kvadrupólový analyzátor 

QqQ  Triple Quadrupole / trojitý kvadrupól 

QToF  Quadrupole Time-of-fligt Analyzer / kvadrupól s analyzátorem doby letu 

Re-ToF  Reflectron Time of Flight / průletový analyzátor s reflektronem 

Rf  Recovery / výtěžnost 

RNA  Ribonucleic acid / Ribonukleová kyselina 

RO2  collision cell rod offset  

RP  Reversed Phase / reverzní fáze 

RRS  Resonance Rayleight Scattering / Rayleighův resonanční rozptyl 

RSD  Relative Standard Deviation / relativní směrodatná odchylka 

SIADH  Syndrome of Inappropriate Antidiuretic Hormone secretion /          

syndrom nepřiměřené sekrece antidiuretického hormonu 

SIMS  Secondary Ion Mass Spectrometry / hmotnostní spektrometrie 

sekundárních iontů 

SPE  Solid Phase Extraction / extrakce pevnou fází 

TC  Tetracycline / Tetracyklin 

TCA  Trichloroacetic acid / kyselina trichloroctová 

TCAs  Tetracycline Antibiotics / Tetracyklinová antibiotika 
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TCA-HCL  Tetracycline Antibiotics-hydrochloride / tetracyklinové antibiotikum 

hydrochlorid 

TEM  Temperature of ion source / teplota iontového zdroje 

TFA  Trifluoroacetic acid / kyselina trifluoroctová 

tITP  transient ITP stacking  

TLC  Thin Layer Chromatography / tenkovrstvá chromatografie 

ToF  Time-of-fligt Analyzer / průletový analyzátor 

TRL  Time-Resolved Luminescence / časově podmíněná luminiscence 

tRNA  transfer RNA / transferová RNA 

UAE  Ultrasonic-Assisted Extraction / Extrakce Ultrazvukem 

UPLC  Ultra-performance liquid chromatography / ultraúčinná kapalinová 

chromatografie 

UV  Ultraviolet / Ultrafialové 
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