CH 6.22. Stanovenie tetracyklinov metodou HPLC/MS/MS

1 PRINCIP METODY

Zhomogenizovana vzorka sa extrahuje 5% kyselinou trichléroctovou. Na analyzu sa pouzije
chromatografickd koléna s obratenymi fazami a po rozdeleni rezidui sa tieto deteguju
hmotnostnym detektorom pracujicim v rezime MS/MS v pozitivnom modde. Ionizacia ESI
Identifik4cia latky je prevedend dvoma tranziciami (2 transitions) a kontrolou ich idénovych
pomerov (ion ratio). Kvantifikacia je prevedena metédou vnutorného Standardu. Vnutorny
Standard je demeclocyclin.

2  POUZITEENOST METODY

Metdda je vhodna na konfirmacné stanovenie tetracyklinov v svale, mlieku, vajciach a mede.

3 CHEMIKALIE A ROZTOKY
3.1 Cisté chemikalie

3.1.1 Chlortetracycline hydrochloride (CHTC)
3.1.2 Oxytetracycline hydrochloride (OTC)
3.1.3 Demeclocycline hydrochloride (DEMTC)
3.1.4 Doxycycline hyclate (DOXTC)

3.1.5 Tetracycline (TTC)

3.1.6 metanol gradient grade

3.1.7 acetonitril gradient grade

3.1.8 pentafluoropropiénova kyselina

3.1.9 trichléroctova kyselina

3.1.10 deionizovana voda

3.2 Roztoky a reagencie

3.2.1 5% kyselina trichloroctova
3.2.2  0,1% pentafluoropropionova kyselina

3.3 Standardné roztoky
3.3.1 Zasobné roztoky Standardov

3.3.1.1 Zasobny roztok Standardu oxytetracycline (OTC) (100 mg/l v metanole)

Navazit' 11,0 mg oxytetracycline hydrochloride (3.1.2.) do 100 ml odmernej banky. Rozpustit’
v malom mnozstve metanolu a doplnit’ po znacku metanolom (3.1.6.).

3.3.1.2 Zasobny roztok standardu chlortetracycline (CHTC) (100 mg/l v metanole)

Navazit 11,1 mg chlortetracycline hydrochloride (3.1.1.) do 100 ml odmernej banky.
Rozpustit’ v malom mnozstve metanolu a doplnit’ po znacku metanolom (3.1.6.).

3.3.1.3 Zasobny roztok standardu demeclocycline (DEMTC) (100 mg/l v metanole)

Navazit' 11,5 mg demeclocycline hydrochloride (3.1.3.) do 100 ml odmernej banky.
Rozpustit’ v malom mnozstve metanolu a doplnit’ po znacku metanolom (3.1.6.).



3.3.1.4 Zasobny roztok Standardu doxycycline (DOXTC) (100 mg/l v metanole)

Navazit’ 11,5 mg doxycycline hyclate do (3.1.4.) 100 ml odmernej banky. Rozpustit’ v malom
mnozstve metanolu a doplnit’ po znacku metanolom (3.1.6.).

3.3.1.5 Zasobny roztok Standardu tetracycline (TTC) (100 mg/l v metanole)

Navazit' 10,8 mg tetracyclinu (3.1.5.) do 100 ml odmernej banky. Rozpustit v malom
mnozstve metanolu a doplnit’ po znacku metanolom (3.1.6.).

Takto pripravené roztoky sa uchovavaju v chladnicke pri teplote 4°C az 6°C a zostavaju
stabilné po dobu troch mesiacov.

3.3.2 Zakladné roztoky Standardov

3.3.2.1 Zakladny roztok standardu demeclocyclinu TIS1(1 mg/l v 5% kyseline
trichléroctove;j)

Zobrat’ 1 ml zadsobného roztoku demeclocyclinu DEMTC (100 mg/1) (3.3.1.3.) do 100 ml

odmernej banky a doplnit’ do 100 ml 5 % kyselinou trichléroctovou (3.2.1.).

3.3.2.2 Zakladny roztok standardu demeclocyclinu T1S2 (0,1 mg/l v 5% kyseline
trichléroctovej)

Zobrat’ 0,1 ml zasobného roztoku demeclocyclinu DEMTC (100 mg/1) (3.3.1.3.) do 100 ml

odmernej banky a doplnit’ do 100 ml 5 % kyselinou trichloroctovou (3.2.1.).

3.3.2.3 Zakladny zmesny roztok standardov TFC1 (1 mg/l v 5% kyseline trichloroctovej)
Zobrat’ 1 ml zasobnych roztokov tetracyklinov CHTC, OTC, DOXTC, TTC (100 mg/l) do
100 ml odmernej banky a doplnit’ do 100 ml 5 % kyselinou trichléroctovou (3.2.1.).

3.3.2.4 Zakladny zmesny roztok Standardov TFC2 (0,1 mg/l v 5% kyseline trichloroctovej)
Zobrat’ 0,1 ml zasobnych roztokov tetracyklinov CHTC, OTC, DOXTC, TTC (100 mg/1) do
100 ml odmernej banky a doplnit’ do 100 ml 5 % kyselinou trichléroctovou. (3.2.1.)

3.3.3 Pracovné roztoky Standardov

3.3.3.1 Zmesny roztok Standardov tetracyklinov — TMC1 (10 pg/l v 5 % kyseline
trichloroctove;j)

Zobrat’ 1 ml roztoku TFC1 (3.3.2.3.) a TIS1(3.3.2.1.) do 100 ml odmernej banky a doplnit’

do 100 ml 5 % kyselinou trichléroctovou (3.2.1.).

4 PRISTROJE A POMOCKY

4.1 kvapalinovy chromatograf Agilent 1100 Series s hmotnostnym detektrorom — ion trap
Bruker-Gemini

4.2 kvapalinovy chromatograf Acquity UPLC s hmotnostnym detektorom Micromass
Quiattro Premier XE

4.3 chromatografickd kolona : C18



4.4  chromatograficka kolona: UPLC C18

4.5 analytickd vdha HELAGO HM 200

4.6 trepacka heidolph

4.7 centrifiga BIOFUGE STRATOS (Heraeus)

4.8 minishaker Vortex

4.9 teflonové centrifugacné nddobky 50 ml

4.10 laboratérne odmerné sklo:100 ml odmerné banky, 1 ml pipety
4.11 500 pl striekacka Hamilton

4.12 striekackovy mikrofilter

5 PRACOVNY POSTUP

5.1 Predpriprava vzoriek

Vzorky sa dobre zhomogenizuju.

5.2 Priprava kvality kontrol vzoriek - matricova kalibracia
5.2.1 Priprava negativnej vzorky a fortifikovanych vzoriek

Na pripravu vzoriek sa pouziji negativne matrice. Vzorky sa fortifikuja v0.5, 1, 2 a 5
nasobku ustanoveného MRL. V pripade medov na trovni 0.5, 1, 2 a 5 nasobku detekéného
limitu.

sval:

Navazit' 2 g zhomogenizovane] vzorky do centrifugacnej teflonovej nadobky.Pridat’ 1 ml
vody. Pridat’ jednotlivé roztoky Standardov podla tabul’ky 1. Premiesat’ na VVortexe. Nechat
postat’ 10 min. a pokracovat’ podl'a procediry od bodu 5.3.2

mlieko, vajcia:

Navazit 2 g zhomogenizovane] vzorky do centrifuganej teflonovej nadobky. Pridat
jednotlivé roztoky standardov podl'a tabul’ky 1. Premiesat’ na Vortexe. Nechat’ postat’ 10 min.
a pokracovat’ podl'a procedury od bodu 5.3.2

med:

Navazit 2 g zhomogenizovanej vzorky do centrifugacnej teflonovej nadobky. Pridat
jednotlivé roztoky Standardov podl'a tabul’ky 2. Premiesat’ na Vortexe. Nechat’ postat’ 10 min.
a pokracovat’ podl'a procedury od bodu 5.3.2

Tabulka 1 Priprava fortifikovanych vzoriek svalu, mlieka, vajec

Koncentracia Koncentracia int
CHTC, OTC, standard ) Pridavok Pridavok
DOXTC, TTC vo U roztoku roztoku
DEMTC vo
vzorke TFC1 (ul) TIS 1 (ul)
(ug/ke) vzorke (ug/kg)
0 200 0 400
50 200 100 400
100 200 200 400
200 200 400 400
500 200 1000 400




Tabulka 2 Priprava fortifikovanych vzoriek medu

Koncentracia Koncentracia int
CHTC, OTC, . ' Pridavok Pridavok
DOXTC, TTC vo Standardu roztoku roztoku
DEMTC vo
vzorke vzorke (ug/kg) TFC2 (ul) TIS 2(ul)
(ng/ke)
0 200 0 400
10 200 200 400
20 200 400 400
40 200 800 400
100 200 2400 400

5.3 Priprava vzorky
5.3.1 Fortifikacia vzorky vnutornym standardom (troven 200 pg/kg demeclocyclinu)

sval:

Navazit' 2 g zhomogenizovanej vzorky do centrifugacnej teflonovej nadobky. Pridat’ 1 ml
vody. Pridat’ 400 pl roztoku TIS1 (3.3.2.1.). PremieSat’ na Vortexe. Nechat’ postat’ 10 min.
a pokracovat’ podl'a procediry od bodu 5.3.2

mlieko, vajce:

Navazit' 2 g zhomogenizovanej vzorky do centrifugacnej teflonovej nadobky. Pridat’ 400 pl
roztoku TIS1 (3.3.2.1.). Premiesat’ na Vortexe. Nechat' postat’ 10 min. a pokrac¢ovat’ podl'a
procedury od bodu 5.3.2

med:

Navazit 2 g zhomogenizovanej vzorky do centrifugacnej teflonovej nadobky. Pridat’ 1 ml
vody. Pridat’ 400 pl roztoku TIS2 (3.2.2.2.). Premie$at’ na Vortexe. Nechat’ postat’ 10 min.
a pokracovat’ podl'a procedury od bodu 5.3.2

5.3.2 Extrakcia

Pridat’ 8 ml 5% kyseliny trichléroctovej (3.2.1.). Skimavku vlozit’ na 10 mintt na trepacku.
(nastavit’ 400 ot./min) Centrifugovat’ po dobu 5 mint pri 14000 x g. Supernatant prefiltrovat’
cez striekackovy mikrofilter do vialiek. Napichnut’ na chromatografickt kolonu.

Poznamka: V pripade, ze sa vzorka koncentrane vymyka zrozsahu meranej kalibracnej
krivky je pri opakovanom merani upravena tak, aby koncentra¢ne spadala do kalibra¢ného
rozsahu.

5.4 Chromatograficka analyza
LC-podmienky HPLC

chromatograficka kolona: C18

teplota: 30 °C

prietok: 0.6 ml/min

eluent : acetonitril / 0,1 % kyselina pentafluoropropionova
gradientova ellcia

nastrek: 20 pul



LC-podmienky UPLC

chromatograficka kolona: UPLC C18

teplota: 30 °C

prietok: 0,3 ml/min

eluent : 0,1 % kys. mravcia v acetonitrile / 0,1 % kys. mrav¢ia vo vode
gradientova elicia

nastrek: 20 ul

MS podmienky LC MSD lon Trap:
Ioniza¢ny mod: ESI pozitivna

Detekény mod: MRM

Tabulka 3 Podmienky MS/MS detekcie

Name segment R_T Precursor Product Width Amplitude
min. m/z m/z m/z \
oxytetracyklin 2 54 461 426,443 2 0,9
tetracyklin 3 6,1 445 410,427 2 0,85
demeklocyklin 1S 4 7,2 465 430,448 2 0,95
chlortetracyklin 5 8,1 479 444,462 2 1
doxycyklin 6 8,6 445 410,428 2 0,95

MS podmienky Quattro Premier XE:

ionizacia:ESI pozitivna

Voltages: Analyser:

Capillary (kV) : 1,42 LM Resolution 1: 13,5
Extractor (V): 4 HM Resolution 1: 13,5
RF Lens (V): 0 lon Energy 1: 1
Temperatures: Entrance: 0

Source Temp (°C): 120 Exit: 1

Desolvation Temp (°C): 400 LM Resolution 2: 13,5
Gas Flow: HM Resolution 2: 13,5
Desolvation (I/hr): 600 lon Energy 2: 0,5

Cone (I/hr): 60



Tabulka 4 Podmienky MS/MS detekcie

Name RT Precursor Product Cone Collision
min. m/z m/z \% eV
oxytetracyklin 1,94 460,9 342128 25 ii
tetracyklin 2,10 4449 3398 24 ill
demeklocyklin IS 2,32 464,9 jgg:g 31 ;g
chlortetracyklin 2,58 478,9 32?1,:3 32 ;?
doxycyklin 2,69 445,0 jgg:g 26 fé

5.4.1 Iniciacny test

Nainjektovat’ na chromatograficku kolonu roztok TMCI1. Skontrolovat’ pomer signalu ku
Sumu produkovanych i6nov. Pomer by mal byt’ vyssi ako 6.

6 VYHODNOTENIE VYSLEDKOV MERANIA

Koncentracia zlozky je vyhodnotena pomocou matricovej kalibra¢nej krivky s korekciou
na vnuatorny Standard. Do kalibracnej zavislosti sa vynasa na

os x: pomer koncentracie zlozky/ koncentracie vnutorného Standardu

os y: pomer plochy zloZzky/plochy vnttorného Standardu

Kvantifikicia — metdéda vnatorného Standardu.

C koncentracia vzorky ( pg/kg)

-samplearea - SI Sd c :area

C=c

' = SI samplearea- Sd c, :area

Kvantifikacia robend na dominantné produkované i6ny, ktoré st v tabul’ke 4 zvyraznené
v stipci Product. V pripade pozitivnej vzorky je nutna kontrola iénovych pomerov
kvantifikatnej a kvalifikaénej tranzicie. Iénovy pomer musi spiiiat’ podmienky definované
v Nariadeni ES 657/2002.
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8 ZOZNAM SKRATIEK

HPLC - vysokoucinna kvapalinova chromatografia



MS/MS- hmotnostna detekcia s minimalne dvoma tranziciami
MRL — maximalny rezidualny limit

RT — retencny Cas

ESI — electrospray ionisation

MRM — multiple reaction monitoring

e.g. - napriklad



