CH 6.3.
STANOVENIE TETRACYKLINOV METODOU HPLC
1. URCENIE METODY

Skusobna metdda je pouzitelnd pre stanovenie tetracyklinov v biologickych materialoch
zivoc¢isneho charakteru, ako st: bravcovy sval a vnutornosti, hovddzi sval a vnutornosti,
hydinovy sval a vnatornosti, ryby, mlieko Cerstvé a susené, vajcia Cerstvé a susené, med.
Touto metddou je mozné stanovenie nasledujucich tetracyklinov:

* Tetracyklin (TTC)

* Oxytetracyklin (OTC)

¢ Chlortetracyklin (ChTC)

* Doxycyklin (DOX)

2. PRINCiP METODY

Zhomogenizovana vzorka sa opakovane extrahuje Mc-Ilvainovym pufrom, odstredi a filtruje.
Eluat sa po precisteni technikou SPE odpari do sucha a zvySok sa zakoncentruje do
rozpustadla, ktoré odpovedd zlozeniu mobilnej fazy na pociatku gradientu. Pre kvantifikaciu
sa pouziva technika HPLC s DAD detekciou pri vlnovej dizke 362 nm.

3. POMOCKY
3.1. PRISTROJE A ZARIADENIA

* Kuchynsky mlyn¢ek na méso

* Rychlobezné laboratorne mieSadlo Ultra Turrax

* Rotacna vakuova odparka

* Centrifuga

* Laboratorna trepacka

* Ultrazvukova vana

* Véakuova jednotka SPE (solid phase extraction)

* Systém na precistovanie destilovanej vody Milli-Q-Gradient, Millipore
* HPLC 1100 s DAD detektorom, Agilent

* Analyticka kolona LiChroCart 250-4 LiChrospher100 RP-8e, 5um,s predkolénou, Merck
* Kalibrované odmerné sklo

* Striekackové membranové filtre Nylon 0,45 pm

3.2. CHEMIKALIE A ROZTOKY

Vsetky pouzité chemikalie a materialy musia byt vhodné pre HPLC analyzu:
« Acetonitril, gradient grade
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 Metanol, gradient grade

* Kyselina oxalova krystalickd, Suprapur

* Kyselina citrénova monohydrat, Extrapure

* Kyselina jantarova

* Kyselina etyléndiaminotetraoctova EDTA, disodna sol’ dihydrat

* Hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat p.a.

* HPLC-grade H,0, ziskana precistenim destilovanej vody v zariadeni Milli-Q-Plus
* SPE kolonky-OASIS HLB, 200 mg, 6ml

4. PRACOVNY POSTUP
4.1. PRIPRAVA VZORKY

Laboratorna vzorka sa zmixuje tak, aby sa ziskal homogénny material. Odoberie sa najmene;j
100 g a uchovava sa v mraznicke pri cca -18°C az po analyzu.

Miiso, sval:

Do kadi¢ky sa odvazi 5 g priemernej vzorky, zaleje sa Mc-llvainovho pufrom a vzorka sa
zhomogenizuje rychlobeznym laboratornym mieSadlom Ultra-Turax. Obsah sa kvantitativne
preleje do centrifugacnej skimavky. Odstred’'uje sa 10 min pri 3000 ot/min. Supernatant sa
prefiltruje na Biichnerovom lieviku. Tento postup sa zopakuje s Mc-llvainovho pufrom, ¢im
sa ziska extrakt, ktory sa precisti SPE technikou na 200 mg HLB kolénkach.

Med:

Do Erlenmayerovej banky sa odvazi 5 g medu, prida sa voda pre HPLC a rozmiesa sa. Prida
sa Mc-llvainovho pufor a cely obsah Erlenmayerovej banky sa trepe na laboratornej trepacke
asi 15 min. Cely obsah sa nésledne precisti SPE technikou na 200 mg HLB koldnkach.

Mlieko:

Do centrifugacnej skimavky sa odvazi 5 g priemernej vzorky mlieka, prida sa Mc-
Ilvainovho pufor a nasledne sa centifuguje 10 min pri 3000 ot/min. Extrakt sa prefiltruje cez
filtracny papier. Tento postup sa zopakuje este s Mc-llvainovho pufrom, ¢im sa ziska
extrakt, ktory sa precisti SPE technikou na 60 mg HLB kolonkach.

Vajce:

10 g rozmixovaného vajca sa navazi do Erlenmayerovej banky a extrahuje sa 5 min s
sukcindatovym pufrom v ultrazvuku. Nasledne sa vytrepava na trepacke 15 min. Potom sa cely
obsah preleje do centrifugacnej skimavky a scentrifuguje sa 15 min pri 4000 ot.min. Zmes sa
prefiltruje cez vatu ak filtratu sa prida NaCl, dobre sa pretrepe a opit prefiltruje. Dalej sa
filtrat upravuje SPE na 200 mg HLB koldonkach.
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4.2. PRIPRAVA MERANIA
HPLC podmienky:
Mobilna faza: A —0,01 M roztok kyseliny oxalovej v HPLC — grade H,O
B — Acetonitril
C — Metanol
ZloZenie mobilnej fazy: izokraticky 63% A +20% B + 17% C
Prietok: 1 ml/min
Nastrek : 50
Detekcia: DAD 362 nm
Teplota kolony: 30°C
4.3. MERANIE

Extrakty vzoriek analyzujeme kvapalinovym chromatografom, ktory je $pecifikovany v kap.
3.1. Pred kazdu sériu vzoriek zaradime $tandard tetracyklinov so zndmou koncentraciou,

ktorym verifikujeme spravnost’ naladenia pristroja a retencné casy jednotlivych pikov.

5. VYHODNOTENIE NAMERANYCH UDAJOV

HPLC 1100 (HP, Agilent)

Pre vypocet koncentracie tetracyklinov pouzivame multikalibraény program Data analysis,
ktory je sucastou programového vybavenia pre ovladanie chromatografického systému

a spracovanie chromatografickych tidajov LC Chemstation software.

Hodnota vysledku je vyjadrena v pug/g (mg/kg) vzorky podla nasledujiiceho vzorca:

m=

n

m = hmotnost’ v ug/g

€ = namerana koncetracia analytu v pg/ml

V = objem v mi

n = navazka vzorky v ¢
r = zried’ovaci faktor
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CH 6.3,
Stanovenie chlortetracyklinu v premixoch a kimnych zmesiach metédou
HPLC

1. Urcenie metody

Metdda je vhodnd na stanovenie chlortetracyklinu, ako aj oxytetracyklinu, tetracyklinu a
doxycyklinu vo vzorkéach krmiv.

2. Princip metody

Vzorky sa po homogenizacii a extrakcii analyzujit HPLC metdédou na RP-C18 kolonach
a deteguju sa DAD detektorom pri 360 nm. Nasnimané spektra v intervale 300 — 420 nm sa
porovnavaju s kalibracnymi spektrami.

3. Pomocky

3.1. Pristroje a zariadenia

- ultrazvukovy kupel

- analytické vahy

- trepacka

- kvapalinovy chromatograf s DAD detektorom

- koldna Hypersil BDS-C18, 4,0 x 250 mm, 5 pm, alebo ekvivalentny typ kolony
- automatické pipety s nastavitelnym objemom, jednokanalové

- filtraény papier

- striekackové filtre

- mraznicka

- chladnicka

3.2. Chemikalie a roztoky

- metanol pre HPLC

- metanol p.a.

- acetonitril pre HPLC

- redestilovana voda pre HPLC

- Kyselina oxalova, dihydrat, p.a.

- kyselina chlorovodikova, 35 %, p.a.
- aceton p.a.

- Standardy: chlortetracyklin hydrochlorid



oxytetracyklin hydrochlorid
tetracyklin hydrochlorid
doxycyklin hydrochlorid

4. Pracovny postup

- krmivo s vynimkou premixov tesne pred navazovanim dobre premiesat’, pomlet’ a znovu
dobre premiesat’, premixy dobre premieSat’

- S presnostou na 1 mg navazit’ 2,5 g kimnej zmesi, resp. 50 mg premixu do 100ml,odmernej
banky (v zavislosti od realnej vzorky moze byt navazka vacsia)

pridat’ 25 ml extrakénej zmesi, sonikovat’ v ultrazvukovom kuapeli 15 mintt

doplnit’ po znacku 0.01 M kyselinou oxalovou, premiesat’

- prefiltrovat’ cez papierovy filter, prvé podiely vyliat

prefiltrovant vzorku precistit’ cez striekackovy membranovy filter

- aplikovat’ vzorku na HPLC meranie

5. Podmienky merania

Kolona: Hypersil BDS-C18, 4,0 x 250 mm
Mobilna faza : A 0,01M kyselina oxalova
B acetonitril
C  metanol
Prietok mobilnej fazy : 1,0 ml/min
Detekcia: DAD pri 360 nm (360/16, 500/100), snimanie spektier: 300 — 420 nm
Teplota kolony: 25°C
Objem néstreku : 20 pl, resp. 10 pl (vzorky premixov)
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