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Pracovni postup pro cviceni

Stanoveni oxytetracyklinu v mléce metodou LC/MS

1. Princip stanoveni

Oxytetracyklin v mléce je stanoven metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie
spojené s tandemovou hmotnostni spektrometrii. Vzorek je nejprve rozlozen kyselou
digesci v 5% kyselin€ trichloroctové a centrifugovan. Ziskany supernatant je precistén
pomoci extrakce na tuhé fazi a stanoven metodou LC/MS. Oxytetracyklin je nejprve
separovan pomoci izokratické eluce na kolon¢ C18 a nasledné po ionizaci elektrosprejem
analyzovan pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie.

2. Definice zkratek

LC/MS — Kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii
LC/MS/MS — kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii

HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie

TCA —kyselina trichloroctova

SPE — solid phase extraction (extrakce na tuhé fazi)

3. Meérici pristroje a pomocna zaiizeni

Sestava kapalinového chromatografu

s hmotnostnim  spektrometrem LC/MS

obsahujici nasledujici ¢asti: Kapalinovy chromatograf Accela 1250, autosampler
PAL, tandemovy hmotnostni spektrometr s trojitym kvadrupdlem TSQ Quantum
Acces MAX (vSechno vyrobce ThermoFisher Scientific)

Generator dusiku
Centrifuga

Predvazky

Analytické vahy

Ttepacka

Manifold pro SPE kolonky

4. Zakladni chemikalie

Oxytetracyklin v kvalité p.a.

Kyselina trichloroctova v kvalité p.a.
Deionizovana voda

Metanol v ¢istoté pro HPLC

Acetonitril v ¢istoté pro HPLC
Kyselina mravenci v €istoté pro LC/MS
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5. Pracovni roztoky

5% roztok kyseliny trichloroctové, pfipravi se navazenim a rozpousténim kyseliny
trichloroctové v neionizované vodé. Skladuje se v uzaviené odmérné bance v lednici.
Trvanlivost roztoku je 1 mésic.

Zasobni roztok oxytetracyklinu 1mg/l, pfipravi se navazenim a rozpusténim
zakladni chemikalie oxytetracyklinu v neionizované vodé€. Skladuje se v lednici
v odmérné baiice, trvanlivost roztoku je 1 mésic.

Pracovni roztoky oxytetracyklinu o koncentracich 1, 5 a 20 ng/ml, piipravi se
fedénim zasobniho roztoku oxytetracyklinu do 5% roztoku kyseliny trichloroctové,
trvanlivost roztoki je 1 mésic.

2% metanol v deionizované vodé, pfipravi se rozpusténim 2ml metanolu v 98 ml
neionizované vody

50% acetonitril v deionizované vodé, piipravi se smichdnim 50ml acetonitrilu a 50
ml neionizované vody

Poznamka: Studenti pracovni roztoky nepripravuji. Roztoky jsou nachystany pred cvicenim.

6. Priprava vzorku

princip — vzorek mléka je rozlozen v 5% kyselinée trichloroctové. Takto rozloZeny vzorek je
centrifugovan. Ziskany supernatant je nasledné precistéen na SPE kolonkach.

6.1. Rozklad vzorku

Pil mililitru vzorku mléka je pipetovano automatickou pipetou do plastové
mikrozkumavky. Ke vzorku je ptidano 0,5 ml 5 %. kyseliny trichloroctové. Vzorek je
nasledné promichan na tfepacce a ponechan 10 minut stat ve tmé¢.

Takto rozlozeny vzorek je nasledné centrifugovan 15 minut pfi 3000 otackach za
minutu. Z odstfedéného vzorku je pipetovano 0,5 ml supernatantu k naslednému
precisténi na SPE kolonkach.

6.2. Piecisténi na SPE kolonkach

6.2.1.

6.2.2.

Kondicionace SPE kolonek

Kolonky je pfed pouzitim nutno kondiciovat. Na kolonky je nejprve naneseno 0,5 ml
metanolu a kolonka je pfi pritoku cca 2ml/min metanolem propldchnuta. Nasledné je
na kolonku naneseno 0,5ml 5% TCA a kolonka je opét proplachnuta pii pritoku
2ml/min. Pi1 priplachu kolonek dbame na to, aby kolonky nebyly vysuSeny a ziistaly
pod hladinou kapaliny.

Naneseni vzorku na kolonky a eluce interferujicich latek.

Na takto kondiciované kolonky je naneseno 0,5 ml vzorku a kolonka je opét
proplachnuta pfi pratoku 2ml/min. Déle je na kolonku naneseno 0,5 ml 2% metanolu a
kolonka je proplachnuta do sucha pfti pratoku Sml/min.
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6.2.3. Eluce precisténého vzorku z kolonek

Na kolonky je nanesen 1ml 50% acetonitrilu a vzorek je nésledné z kolonek eluovan
do pfipravenych vialek pfi pritoku 2ml/min. Takto ptecistény vzorek je pouzit pro
stanoveni na LC/MS.

6.3. Priprava standardu

Do 2ml sklenénych vialek pipetujeme automatickou pipetou piedem piipravené
pracovni roztoky standardu oxytetracyklinu.

7. Stanoveni na pristroji LC/MS

princip — precisteny vzorek je separovan na koloné CI8 pomoci izokratické eluce
rozpoustédlem voda/acetonitril (50/50). Separovany vzorek je ndsledné desolvatovin a
ionizovan pomoci ionizace elektrosprejem. Vzniklé ionty jsou nasledné analyzovany pomoci
tandemoveé hmotnostni spektrometrie na iontovéem prechodu 461/426.

7.1. Uvedeni pristroje do chodu

oy

Shortcuk to
TagTune

Pted samotnou analyzou je nutné uvézt hmotnostni spektrometr z rezimu standby do
chodu. Nejprve klikneme na ikonku Shortcut to TSQTune, ktera je umisténa na ploSe
opera¢niho systému. Nasledn¢ klikneme na ikonku Il ¢imz dojde k uvedeni
hmotnostniho spektrometru do chodu. Pfistroj nechame 3 minuty stabilizovat.

7.2. Provedeni analyzy

mealibur

Po uvedeni pfistroje do chodu zapneme program Xcalibur pomoci ikony umisténé na
ploSe. V programu Xcalibur klikneme na ikonku 1 a vmenu File dame
vytvofit new sequence. V aktivovaném okné New Sequence Template
vybereme v dialogovém okénku Path pomoci tlacitka Browse misto na disku, kde
budou ukladany vysledky. V dialogovém okénku Instrument Method vybereme
pomoci tlacitka Browse meéfici metodu OxytetracyklinO1, kterd je umisténa
v nasledujicim podadresaii.(Xcalibur/Methods/Oxytetracyklin). V dialogovém okénku
Number of samples zvolime ptislusny pocet vzorki. Stiskneme tlacitko OK.

V nové vytvorené tabulce pojmenujeme ve sloupci File Name vzorky. Ve sloupci Inj
Vol vlozime objem davkovaného vzorku 10ul. Dale vlozime piipravené vialky se
standardy a vzorky do horni zdsuvky autosampleru, do prvniho zasobniku na vialky,

v

a vzorky.

Kliknutim na ikonku I1EP spustime samotnou analyzu.

7.3. Vyhodnoceni vysledki

Po ukonceni analyz klikneme na posledni sloupec tabulky a vlozime procesni metodu
OxytetracyklinO1, ktera je umisténa v podadresafti (Xcalibur/Methods/Oxytetracyklin).



NARIA 5,
& g,

" [ J
& * * I—!‘q £ %,
evr_c’)p'sky *x * ** i ) §
socidinf n MINISTERSTVO SKOLSTVI, OP Vzdalavani %, V 9O
% 4 fondvCR EVROPSKA UNIE MLADEZE A TELOVYCHOVY pro konkurenceschopnost RUNENSY

INVESTICE DO ROZVOIJE VZDELAVANI{

Pro jednotlivé standardy zvolime ptislusné koncentracni urovnél, 2, 3. Dale klikneme
na ikonku ¢imz dojde k vypoctu vysledka.

Nasledné otevieme modul Quan Browser, otevieme pfislusnou sekvenci vysledki a
odecteme vysledné hodnoty koncentraci oxytetracyklinu.

8. Vypocet koncentrace oxytetracyklinu
Konec¢nou koncentraci oxytetracyklinu v mléce (ug/l) vypocitime podle nasledujiciho
vzorce:

c2xxl
cl =
V'l

Kde:

- cl je konecna koncetrace oxytetracyklinu v mléce (ng/l)
- c2 je koncentrace namétena pristrojem LC/MS (ug/1)

- x1 je faktor fedéni (4)

- V1 je vytéznost metody (0,21)

Nasledné vztdhneme koncentraci na hmotnost a vyjadiime ji v mg/kg podle vzorce:

- 3 je koncentrace oxytetracyklinu vyjadiend v mg/kg
- c1 je koncentrace oxytetracyklinu vyjadiena v mg/l
- p je hustota mléka (1,035 kg/l)

Vysledek se uvede vcetné nejistoty metody. Pokud pomoci analyzy zadny
oxytetracyklin nestanovime, uvedeme do vysledku méné nez mez detekce metody.

- mez detekce: 0,154 pg/kg mléka
- nejistota metody: 4,8%



