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ABSTRAKT

V této diplomové praci byla vytwena multirezidualni metodsatanoveni tetracyklinu,
chlortetracyklinu  hydrochloridu,  oxytetracyklinu  dnpchloridu  a doxycyklinu
hydrochloridu v mléce pomoci ultréiiné kapalinové chromatografie s tandemovou
hmotnost® spektrometrickou detekci (UPLC-MS/MS).

Pro izolaci vybranych rezidui z matrice (mléka) &ypouzita kapalinova extrakce
s kyselinou trichloroctovou a Mcllvainovym pufremVzorek byl centrifugovan
a supernatant byl igistsn pouzitim extrakce pevnou fazi (SPE) s kolonkamiS(3®
HLB.

Vzorky byly analyzovany pomoci UPLC-ESI-MS/MS v nudskenovani vice
fragmentovych hmot (MRM). UPLC separace byla prevedna kolo& C18 (3 x 50 mm,
1,8 um) sreverzni fazi za pouziti gradientové eluce imbbfazi sestavajici
se z acetonitrilu a 20 mM kyseliny mra¥énK detekci tetracyklinovych antibiotik byl
vyuzit kvadrupolovy hmotnostni spektrometfi¢cemz ionizace byla provéda
elektrosprejem v pozitivnim médu. Konfirdrd metoda ma ifjatelné dete&ni limity

a vybrané tetracykliny mohou byt detekovany v keneei rezidui mezi 3,40-11,5@- ™.

Metoda je validovana v souladu s Evropskymi pozkgava veterinarni rezidua de
podle rozhodnuti komise 2002/657/ES. &ytosti tetracyklid v mléce byly v rozmezi
od 80,2 do 93,8 % s relativni 8radatnou odchylkou nestdi nez 7,3 % pro koncentraci
100pug- I

Stabilita tetracyklid byla kontrolovana za denych podminek skladovanitip-8,
+4 a +20 °C (a to jak zaigtupu tak nefistupu s¥tla). Ve skuténosti, tetracykliny nejsou

stabilni molekuly a jejich epimerizace byla tak@hocena v této praci.

Kli¢ova slova: environmentalni analyza, tetracyklinanéibiotika, residua, extrakce SPE,
ultrakdinnd kapalinova chromatografie, tandemova hmotmospektrometrie, UPLC-
MS/MS



ABSTRACT

A Ultra Performance Liquid Chromatograptayidem mass spectrometric (UPLC-MS/MS)
multiresidue method for the simultaneous quantigatdetermination of tetracycline,
chlortetracycline hydrochloride, oxytetracycline dngchloride and doxycycline
hydrochloride in milk has been in this Master sstheleveloped.

For the isolation of the selected residiresn the matrix (milk) was used liquid extraction
with trichloroacetic acid and Mcllvainbuffer. The sample was centrifuged and solid-
phase extraction (SPE) with an OASISILB column was used to clean up the sample

extracts.

The samples were analysed by UPLC-ESI-MS/MS wistrimentoperated in Multiple

Reaction Monitoring (MRM) acquisition modélhe UPLC separation was performed
on a reversed-phas#l8 (3 x 50 mm, 1,@m) column using gradient elution with a mobile
phase consisting of acetonitrile and 20 mM formetdaThe tetracycline analytes were
detected with a quadrupole mass spectrometer ynigive ion electrospray ionisation.
Theconfirmatory method has acceptable detection linasitel the choicely selected

tetracyclines can be detected at a residue comtimbetweer3,40 and 11,5Qg- .

The method is validated according to the Europeajquirements for veterinary drug
residues according to commision decision 2002/657/Ehe recovery of tetracyclines
from milk ranged from80,2 to 93,8 %with relative standard deviations no larger than

7,3 % for concentratioh00pg-I™.

The stability of tetracyclines was checked underious storage conditions at -8,
+4 and +20 °C (both under dark and light exposures)eed, tetracyclines are not stable

molecules and the epimerization phenomenon wasiael in this work.

Keywords: environmental analysis, tetracyclinesibaotic, residues, extractions SPE,
Ultra-High Performance Liquid Chromagraphy, Tand&mass Spectrometry, UPLC-
MS/MS
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UvoD

Farmaka jsou dnes povaZzovana za moderni enviro@mérgolutanty. Mezi népst;ji
monitorovana l&va pati protizargtlivé I1éky, analgetika, steroidni hormony a antilia.
Pritomnost antibiotik v progedi v nizkych koncentracich po dlouhou dobigdstavuje
riziko toxicity nejen proclovéka, ale také pro mikroorganismy i@sy. Bakteridlni
rezistence je dalSi zavazny problém. Mezi antikétpati nagiklad tetracyklinova

antibiotika.

Tetracykliny jsou Sirokospektralni antibiotika péwena u lidi a ve veterinarnim |éstvi
pro |&bu infelkénich chorob. Do Zivotniho prdstdi tato farmaka pronikaji vidsehu
jejich primyslové vyroby, kterd neustale roste, nastepii pouzivani v domacnostech,
nemocnicich, veterinarnich klinikach a farmach, kdeu gidavana do krmiv. Jejich
naduzivani v zajmu ochrany zdravi lidi afavivede k jejich vyldiovani z organismu
stolici a m@i v jejich pavodni forn® anebo jako jejich primarni metabolity. Timto
se dostavaji ifmo do environmentu, nebo putuji az &stirny odpadnich vodCQOV).
VétSina COV, ale neni schopnaciiné odstranit tetracykliny, stejntak jako ostatni
farmaka, a proto je ptEba vyvinout alternativni postupy k jejich odstfiainz vody. Jejich
rezidua proto nachazime jak v matricich biologiakéhk anorganickéhaipodu.

Pro stanoveni tetracyklinovych antibiotik |ze pduaikolik specifickych metod, liSicich
se naronosti a pistrojovym vybavenim. Je ovSem feiia, aby tyto analytické metody
byly schopné detekovat velmi nizké koncentrace. [j@h separaci poipcisteni

a zakoncentrovani #iznorodych matric se ngsgji vyuzivA metod kapilarni
elektroforézy a kapalinové chromatografie. K detedecnefastiji pouzivaji fluorescetni
detektory a hmotnostni spektrometry. Univerzalnvedmi citlivou metodou, v praxi
negasgji pouzivanou, je spojeni vysoa@dné kapalinové chromatografie s hmotnostni

detekci.
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1 ANTIBIOTIKA

Antibiotika jsou ,chemické latky mikrobialnihotugodu majici schopnost zabijet nebo
omezovat v istu bakterie a jiné mikroorganisnt§}* Takto prvié definoval antibiotika
v roce 1945 Americky profesor, mikrobiolog na Unii& Rutgers Dr. Selman Abraham
Waksman (1888-1973Y% Dnes jsou antibiotika definovana jakdirpdni sloweniny
produkovana hlawh mikroorganismy anebo sléeniny, ziskané chemickou nebo

mikrobiologickou modifikaci firodnich slodenin.

Antibiotika jsou povaZzovéana z fyziologického hlddisza tzv. sekundarni metabolity, které
produkuji hlavis bakterie, plisa aktinomycety?

1.1 Aktinobakterie

Aktinomycety @ctinobacterid jsou vyznamnym kmenem skupiny Gram pozitivnich
bakterii, které maji schopnost titomycelium a rozmnoZovat se spordmi® Jsou
chemoorganotrofni, fakultati¢renaerobni a metabolismus majéyazré fermentativnt®

Do skupiny aktinomycet nélezi napceledi: Actinomycetaceae Actinoplanaceage
DermatophilaceagMycobacteriaceagNocardiaceaa Streptomycetacede ”

1.1.1 Streptomycety

Streptomycesje rod aerobnich heterotrofnich bakterii, kteréujsnejvyznam&simi
producenty antibiotik a sdéasré i velmi dileZitymi padnimi mikroorganismy?
Streptomycesprodukuji nap. erythromycin, oxytetracyklin, aminomycin, rodontyc
streptomycin, penicillin a dali farmaka® & ¥ Tetracykliny mohou byt snadno a levn

izolovany fermentacf’

1.2 Déleni antibiotik

Antibiotika dlime podle jejich chemické struktury d@&kolika skupin. Jejich molekuly
obsahuji aminokyseliny, D-enantiomery nekodovangohinokyselin, sacharidy a jejich
derivaty, steroidni skelet, purinové a pyrimidinov@ikleosidy. RozliSujeme tedy
antibiotika betalaktamova, amfenikolova, tetraaytlia, aminoglykosidova, makrolidova,
linkosamidova, polypeptidova, glykopeptidova a tsta” Dale mizeme antibiotika #it

podle jejich @inku.
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1.3 Uc¢inek antibiotik

Rozlisujeme dvoji &éinek antibiotik! 12

a) bakteriostaticky - antibiotika svym upobenim inhibuji ist mikroorganism
a jejich terapeutickd dinnost zavisi na spoldésti obrannych mechanism
organismu,

b) bakteriocidni - antibiotika maji takovyinek, ktery bakterieidmo usmrcuje.

1.3.1 Spektrum G¢inku

Souhrn mikroorganisty na které dané antibiotikum svymgidky negativié pasobi,
se nazyva spektrum jehaignosti. RozliSujeme latky s Uzkym, rofiym a Sirokym

spektrem ginku 2 1013

1.4 Mechanismus ®&inku

Mechanismus &inku antibiotik je fizny a liSi se podle skladby a velikosti molekuly
antimikrobni latky, picemz latky se stejnou strukturou maji identickyasapb &inku.
Antibiotikum se vaZze na citlivé misto v ime, ozn&ované jako cilova struktura a tim
ji zabraiuji v jeji funkci. RozliSujeme tyto mechanismyiriku: syntéza bugtné seny® *

6. 10. 12-18] hyilkovin? 4 & 10 12183 nukleovych kyselifr * ¢ 10 1218 hoskozovani integrity

cytoplazmatické membraliy* ¢ 1% 12184 inhibice syntézy kyseliny listo\#: 12 1% 1€l

Inhibicnim mechanismem syntézy kgné stny inkuji S-laktamova, glykopeptidova
antibiotika, aj., kterd se vazou na enzymy synigtz peptidoglykan buitné stny.
Buriky s poSkozenou bgtnou s&nou jsou neschopné odolavat osmotickému tlaku

a nasleda lyzuji.
0 nag.: penicilin, vankomycin a cykloserin
Pti biosyntéze bilkovin zasahuji antibiotika svyinkem nefasgji pii procesu translace,

a to ve fazi elongace. Mistentinku jsou zpravidla ribozomy, u nichZz dochazi k waz
antibiotik bul'to na podjednotky 30S nebo 50S.

0 nap.: tetracykliny, aminoglykosidy, makrolidy, linkasedy, diterpeny,

aminocyklitoly a amfenikoly

Syntézu nukleovych kyselin inhibuji chinolony &nngjsi fluorochinolony. Jejich dinek

Spaiva v navazani se na gyrazu a topoizomerazu Ve lge podileji na syntéze DNA.
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0 inhibitory RNA-polymerazy; nap ansamyciny a rifamycin
0 inhibitory DNA-gyrazy; nap aminoglykosidy, chinolony, novobiocin,

ciprofloxacin, norfloxacin a nalidixova kyselina

Pfi mechanismu poskozovani integrity cytoplazmatickémbrany projdou molekuly
antibiotik mureinovou vrstvou, narusSi danou membrancytoplazma zae unikat ven

z bakteriélni biiky, kterd nasledhhyne.

0 hap.: polymyxiny, azoly, tyrocidin a gramicidin

Kyselina listova je nezbytna pro biochemické reakcebuice, zejména i tvorbe

nukleovych kyselin. Inhibici jeji produkce se balg¢alale nemohou mnozit.

0 nag.: sulfonamidy a trimethoprim

1.5 Tetracyklinova antibiotika

Zkrécert tetracykliny, pedstavuji velkou skupinu latek se sgoleu zakladni strukturou
a spolénym Sirokym spektrem d&nnosti. Risobi primarg bakteriostaticky proti
intracelularnim gramnegativnim a grampozitivnim teeakm * 16 192 Tetracykliny
snadno pronikaji daskesnych tkani, a proto mohotigobit proti fipadnym patogeim *°!
Tetracykliny prvni generace jsou metabolickymi prikty rodu bakteriiStreptomyces

druhé generace jsou jiz semisyntetickeé latky ot nidvozené.

1.5.1 Historie

Zasadni objevy v oblasti tetracyklinovych antitkosipadaji do obdobi let 1948 az 1954.
Prvni znamy tetracyklin byl objeven Benjaminem Daggn, ktery studoval
mikroorganismusStreptomyces aureofacienento mikrob vyldoval zlata¥ zbarvenou
latku, ktera mila antibiotické vlastnosti. Tuto latku, antibiotik nazval aureomycin, dnes
znamé jako chlortetracyklin. Ztijpuzného mikroorganism8. rimosusbyl o rékolik let

pozcEji izolovan oxytetracyklin a odto pozdji byl ze S. aureofaciengiskan tetracyklin.
[26-28]

1.5.2 Vlastnosti

Z chemického hlediska maji tetracykliny hydronafa@vou kostru, tj. tato antibiotika
maji ve své molekule 4 vzajegspojené Sestienné kruhy siznymi substituenty, jako
jsou -H, -OH a -Ci® 171
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OH O OH O O

Obr. 1 Obecna struktura tetracyKii?’

Z obecné struktury tetracykiinuvedené na Obr. 1, iheme pozorovat potmé slozité
stereochemické uspadani molekul, které obsahuje az 6 chiralnich cengeuhlicich
4,4a,5, 5a, 6 a 124,

Ve vodném prosedi mize za witych okolnosti dochazet k negativnim &mam
ve struktute €chto latek. Mohou vytvdt epitetracykliny, které jsou jejich analoga gjm
prostorovym usp@danim. Jsou-li tetracykliny, v s#nkyselém prosedi, dochazi
ke vzniku anhydrotetracyklin a-apotetracyklinu a g-apotetracyklii. Ke vzniku
isotetracykliri a ketotetracyklifi dochazi v zasaditém presti>® 3%

Volné tetracykliny jsou Zluté, na &lo citlivé, krystalické amfoterni latky kké chuti.
Barevnost jim udluje chromoforni usp@dani na C1-C4 a C7-C12 uhliku. Mohouiivo
soli s bazemi i kyselinami diky svému amfoterniniharakteru, ten je danrippmnosti
kyselych fenolickych, enolickych skupin a bazickénethylamino skupiny. Rozpustnost
je nejwtsi v alkoholech (methanol a ethanol), a dalSichawickych rozpoustiech
(ethylacetat, aceton a acetonithf). Maji nizkou rozpustnost ve védiépe jsou rozpustné
ve forme hydrochloridi.2% Tyto roztoky jsou kyselé,ipsilng kyselém pH jsou nejstalejsi
(vyjimka chlortetracyklin) a v alkalické oblasti penrné rychle inaktivujit*”: 2
Tetracykliny maji #i disociani konstanty odpovidajicitipomnosti hydroxylové skupiny
v poloze 3 pKa = 3,3), dimethylamino skupiny v poloze $#Ka ~ 7,5) a hydroxylové

skupiny v pozici 12§Ka ~ 9,4).5% 3%

1.5.3 Komplexaé¢ni vlastnosti

Tetracykliny vytvéeji stabilni nerozpustné komplexy s vicemocnymidkay (nag. C&",
Mg®*, AI**, FE®), ¢imz se inaktivujf?® 2! V krevni plaznd se pohybuiji jako chelaty

kovovych ionfi, hlavre C&* a Mdf*, &imZ mohou slouZit jako sekundarnfepaseée
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a ovliviiovat procesy v hice (sekrece proceés aktivace receptoru, inhibice bitimého
déleni a metabolické reakce). Twolipofilni komplexy, ionofory®¥ Tato chelateni

vlastnost niZe nepiznivé ovlivnit jejich absorpci a bakterialngimek !’ 20 21 30 34,351

1.5.4 Syntéza

Biosyntéza tetracyklinovych antibiotik vychazi zetd-CoA pres malonyl-CoA a jejich
Uplnou syntézu popsal R. B. Woodward se spolupreiggy’® 3! Laboratorni syntéza si
vyzadala nemalé usili, pr&diky jejich chemickeé strukturalni slozitosti. Jeama piprava
tetracyklinu z D-glukosaminu, obsahujici 34 kipktera ma ale pouze 0,002 % vynos.
Lepsi vynos, 1,1 %, Ize doséahnout syntézou z kygddenzoové v 17 krocidff) Dnes

jsou tetracykliny produkovany vyhragbiotechnologickou cestou produkce.

1.5.5 Mechanismus pisobeni

Tetracykliny pronikaji do mikrol difuzi pres bugénou sénu a ges cytoplazmatickou
membranu se do bakteridlni itiy dostavaji aktivnim transportefif. > Po vstupu

do buiky se tetracykliny reverzibithnavazou na receptor 30S podjednotky bakterialniho
ribozomu. Jejich &inek sp@iva v potl&eni syntézy bilkovin inhibici vazby aminoacyl-
tRNA na akceptorové misto komplexu mRNA + riboZgm. 1" 20 24 26. 28, 37. 40 ch a7
také k narudeni tvorby polyribozéd?! Timto zabrauji piipojeni aminokyseliny

na rostouci peptid a znemmii veSkery chod bakterialni bky. Jedna se o tzv.
bakteriostaticka antibiotika nezavisla na koncemtraybrz nacase expozicg” *!
Tetracykliny maji pi delSim podavani tlumivy vliv na tvorbu protildtekvlast pak typu

lgG a Igm1!

1.5.6 Spektrum u¢inku

Tetracykliny jsou dinné waci Sirokému spektru Grampozitivnich a Gramnegatilrnic
bakterii wetn® anaerob, rickettsii, chlamydii, mykoplazmat aigobi i proti kkterym
prvokim, nag. amébantt® 20 2224 42, 43, 47 48Nenisobi vEak na mikroby rodu
Pseudomonaa Proteus vétSinaStaphylococufe také rezistentr?> "

Mezi citlivé Grampozitivni bakterie s malym ¢iem rezistentnich kménpa#i druhy

Bacillus anthracis, Actinomyces israaiListeria monocytogenes
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Mezi citlivé Gramnegativni bakterie patruhy Chlamyda psittaci, Borrelia burgdorferi,
Leptospiraspp, Treptonemaspp, Francisella tularensis, Brucellapp, Yersinia pestsis,

Rickettsiaspp, Vibrio choleraea Neisseria gonorhoed?’!

1.5.7 Rezistence na tetracykliny

Od zavedeni tetracyklindo praxe se vyvinula u velkého g bakteridlnich kmehn
rezistence &¢i t¢émto antibiotikum, a proto je v dnesni dobezistence na tetracykliny
limitujicim faktorem pro jejich pouziti v praxi. ezpaitat s ibliznou 50 % rezistenci
bakterialnich rod stafylokoki, streptokok, pneumokol, enterokok ¢i Escherichia
coli.?* *® predpoklada se, Ze hlavni podil §erodpodnych za rezistenci na tetracykliny
se vyskytuje v elementu s nazvem transpozonTid@ v plazmidu R100-1 bakterialni

buiiky.*® Byly popsanytyii mechanismy rezistencédi tetracyklinim:® 2% 24.50. 511

1.5.7.1 Snizena intracelularni akumulace

Snizena intracelularni akumulace jeigpbena bdi snizenym vstupem latky do itky,
anebo zvySenou expulzi latky aktivnim transporteogr. proteinovou pumpou. Protein
této efluxni pumpy, &Sinou umisiné v lipidové dvojvrst¥ s hydrofilnimi amino konci
vycnivajicimi do periplazmatického a cytoplazmatickgdrostoru, ma jednoduchy, zato
velice &inny mechanismus. Tetracykliny se vaZzou ngetaty kationt a nasledrje tento
kationtovy komplex vypuzen z Bly proti koncentrénimu gradientu vygnou za proton.
Tyto efluxni proteiny jsou kédovany pomoci plaziniGramnegativnich bakterii, diky

¢emuz se snadno daléepasSeji transdukci nebo konjugaci.

1.5.7.2 Ribozomalni ochranné proteiny

Protekci ribozom rozumime ochranu ipd vazbou tetracyklin kterda je zpisobena
cytoplazmatickymi proteiny, které interferuji s ‘Yam tetracyklii na ribozom.
Mechanismuséchto proteii je funkeni jak in vivo, tak in vitro, na rozdil odupobeni
efluxnich proteid, které vyzaduji k funkci ned&gné membrany. Mezi nejvice rozsié

ochranné proteiny patTet (M) a Tet (O).

1.5.7.3 Enzymaticka inaktivace tetracyklinu

Enzymaticka inaktivace antibiotika probiha pomaazyanutet (X). Mechanismus d&inku
spaiva v ireverzibilni hydroxylaci tetracyklinv pozici Clla za iftomnosti NADPH

a Q.. Produktem reakce je vysoce nestabilni a rycht&laolu podléhajici neenzymaticka
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dekompozice # fyziologickém pH. Ridanim hydroxylové skupiny na Cllget (X)
narusuje komplex antibiotika-Mya zpisobuije inaktivaci slateniny.

1.5.7.4 Zména cilového mista

Zmeénou cilového mista dochazi pomoci jednobodové reutac16S RNA sekvenci, kdy
je zangnéna baze cytosinu za guanin. Tato rezistence bylaompedna pouze
u bakterialniho druhischerichia coliv ekvivalentni pozici 1058 baze v sekvenci DNA,

¢imz dochazi k neefektivtpisobeni tetracyklid.

1.5.8 Toxicita

Tetracyklinova antibiotika jsou relatignnetoxickd, avsak vykazuji fiadu nezadoucich
vedlejSich dinkid. K nejzavazpSim pati deformace kosti a zip nasledkem chelace
s vapnikem, &dy dochazi i k inhibici jejichtstu. Z tohoto @vodu je nevhodné jejich
dlouhodobé podavangtbm mladsim 6 let nebéHotnym Zenanht? 13- 17: 2324, 35,42, 43, 45, 47,
8. 521 prj podavani v dtstvi zpisobi také Zluté a? kdé zabarveni skloviny trvalych
zubi.*® 53 3 Dale mohou vyvolat pigmentaciike, zavrd, zvraceni, poskozeni néht
a jatert?” 20 21 43. 45, 485 13dn0 Festupuji do lipofilnich tkanigich tekutin s vyjimkou
mozkomisniho moku a prostupuji placentou do plodyssi koncentrace tetracykiin
je obsazena v Wi, nehtech, &im kElmu, spojivkach, slzach, matkém miléku
a slinachH* vylucuji se Zlgi a mai, ale také matskym mlékem. VtSina vykazuje
nefrotoxicitul*® Reakce fecitlivélosti na tetracykliny (Iékova hotka, kozni vyrazky)
nejsou obvyklé. ¥tSina nezadoucichcinka je vyvolana pimym toxickym msobenim

latky anebo postizenim mikrobialni flory.

1.5.9 Rozdéleni tetracyklint

Tetracykliny miZzeme rozdlit do tH skupin, podle jejich farmakokinetickych

a antibakterialnich viastnost?!

I.  Prvni skupina obsahuje starSi tetracykliny, ktegdirenizené absotpi vlastnosti
a jsou méa lipofilni (Iépe pronikaji do tukovych tkani) negttacykliny v druhé
skupirg. VSechny se podavaji orélrkrome rolitetracyklinu.

» chlortetracyklin, oxytetracyklin, tetracyklin,demeklocyklin, rolitetracyklin,

lymecyklin, klomocyklin a metacyklin
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II.  Tetracykliny v této skupihse absorbuji Iépe a jsou 3 az 5 krat vice lippfiez
prvni skupina. Podavaji se oréla nitroZilre.
e doxycyklin a minocyklin
lll.  Tato skupina zahrnuje vyvojové aminomethylcyklirkgeré podléhaji vyzkumu
a klinickym testm. Oproti gedchozim tetracykliim jsou @&inné proti bakteriim
s jiz ziskanou rezistentf!

» tigecyklin

1.5.9.1 Chlortetracyklin

Chlortetracycline, (Aureomycin, latinskyChlortetracyclinun), je Sirokospektralni
antibiotikum objevené roku 1945, jako prvni znaratacyklinové antibiotikum. Ve své
molekule obsahuje atom chléru. Chlortetracyklin pigrozenym produktem dkterych

kmeni aktinomycetStreptomyces aureofacieis: 3¢ %%

Chlortetracyklin (7-Chlortetracyklin) je Zluty krigicky prasek, bez zapachu, stabilni
na vzduchu, ale na &le se pomalu rozklada. Ve fo&mhydrochloridu je rozpustny
v alkalickych hydroxidech a ullitanech, nepatin rozpustny ve vo# a alkoholech
a prakticky nerozpustny v acetonu, chloroformu athgiletherd®” Pouziva se ve
veterinarni medicihk lécb¢ mastitid a poporodnich infekci skotu, infekci dscha travici
soustavy telat, prasat aithbeze a fi infek¢nich onemoceni. Je také sawsti krmiv pro

prasata jakotistovy stimulatof®!

Tab. 1 Charakteristika Chlortetracyklifict.5”

Registr&ni Molarni Biologicky

Sumarni vzoreq
¢islo CAS hmotnost polocas

57-62-5 G.H»5CIN,Og | 478,880 g- mat 6-9h

Chlortetracyklin

OH O (|3 OH OH

: CH
/N\ Cl

Obr. 2 Strukturni vzorec Chlortetracyklifd.
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1.5.9.2 Oxytetracyklin

Oxytetracycline, (Terramycin, latinsky Oxytetracyclinuy je  Sirokospektralni
tetracyklinové antibiotikum produkovanéciiymi kmeny mikroorganismibtreptomycetes
rimosum objevené roku 1948.* %5 50ly/|astnostmi se jednad o Zlutou krystalickou latku
velmi tZce rozpustnou ve veéd ale rozpustnou veiednych kyselych a alkalickych
roztocich®”! Oxytetracyklin nedosahuje absond Grovre tetracyklinu, picemz se véeba
asi jen 58 % podané davky. LepsSihorebkavani se docili s malym kvantem jidla. Velmi
dohe pronika do Zlge, lymfatickych uzlin a ledvin. Jeho spektruginku je stejné jako

u tetracyklinu, dale se pouZziva proti listeriézegykoplazmatm, tularémii, bruceldzy, aj.
Jeho negativni vlastnosti je, 78 gel$im podavani se tlumf tvorba protilat&k Pouziva

se jako @istovy stimulator v krmnych sésich!®®

Oxytetracyklin hydrochlorid je hygroskopicky Zlulrystalicky préSek, ktery je snadno
rozpustny ve vo# a mirré rozpustny v 96 % lihu. Jeho roztok se ve &atihnim kali
vlivem vysraZeni oxytetracyklind” P teplo& nad 180 °C nebo vystavenyimému

slung&nimu s¥tlu se rychle rozklada, viz kapitola 5.4.2.

Tab. 2 Charakteristika Oxytetracykliffd:.®

Oxytetracyklin| R€9ISU&Nl | gmamivzoreq ~ Molami Biologicky
¢islo CAS hmotnost polocas
79-57-2 G2oH24N20Og 460,434 g- mot 6-8h

Obr. 3 Strukturni vzorec Oxytetracyklifil!

1.5.9.3 Tetracyklin

Tetracycline, (Achromycin, latinskyTetracyclinun je semisyntetické antibiotikum,
objevené roku 1953. Jedna se o Sirokospektré atikbm, izolované jako produkt

Streptomyces rimosusS. aureofaciensa S. viridofacien$'® % Byl také pipraven
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semisyntézou z chlortetracyklinu a oxytetracyklfffu?® Pouziva v humanni i veterinarni
mediciré. Jeho dinek sp@iva v navazani se nal6éS rRNA malé podjednotky dbror,
inhibuje syntézu bilkoviff!! Na vzduchu je stabilni, ale n&ipém slunénim swtle
se rozklada. V roztocich s pH pod 2 ztraci svoulolgiokou aktivitu. Vlastnostmi
je tetracyklin zluty krystalicky praSek, ktery jolite rozpustny v 96 % lihu, methanolu,
zredknych kyselych a alkalickych roztocich a méinzpustny v acetonu. Je velngizcte

rozpustny ve vo¥ 1épe ve forni hydrochloridu a prakticky nerozpustny v ethéti.

Po peroralni aplikaci se ¥sbava dofe, Iépe ale s tekutinami, ovocetirzeleninou, nebo
na lano® Z traviciho traktu dote a rychle a prostupuje do tkani, orgém €Inich
tekutin™ Jeho spektrum dinku se vztahuje na kmenfacillus anthracis, Listeria

monocytogenes, Actinomyces israelii, Arachnia oisia, Chlamydiapp., af*®

Tab. 3 Charakteristika Tetracykliff: **!

Tetracyklin Registr&ni Sumarni vzored Molarni Biologicky
¢islo CAS hmotnost polocas
60-54-8 G:H24N,Og | 444,435 g-mol 8-11h

OH O OH O o)

Obr. 4 Strukturni vzorec Tetracyklitii’

1.5.9.4 Demeklocyklin

Demeclocycline, (Declomycin, latinskyDemeclocyclinui je antibiotikum ziskané
z kmeneStereptomyces aureofacienkedna se o demetylchlor-tetracyklin, ktery ma asi
dvakrat vyssi &inek nez tetracyklin. Vzhledem k resistenci baktge dnes #dka
pouzivan k léb¢ raznych bakterialnich infekci, je ale Siroce pouzivgin léceni
hyponatremie (nizka koncentrace sodiku v krvi), dsledku syndromu nénéiené



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 24

sekrece antidiuretického hormon8IADH). Ma stejny zfisob &inku, ale nizSi toxicitu
nez tetracyklif>"

Demeklocyklin  (6-Demethyl-7-chlortetracyklin), obgny roku 1957 vykazuje
po perorélni aplikaci velmi dobré a rychlé reftavani. Stefhjako tetracyklin se ddk
a rychle vstebava z traviciho traktu a prostupujeélnich tekutin do tkani a orgai'™®

Tab. 4 Charakteristika Demeklocykliff. *®

Registr&ni Molarni Biologicky

Sumarni vzorec
¢islo CAS hmotnost polocas

127-33-3 GiH21CIN,Og | 464,853 g-mét 10-17 h

Demeklocyklin

OH O OH O O

Obr. 5 Strukturni vzorec Demeklocyklft!

1.5.9.5 Rolitetracyklin

Rolitetracycline, (Reverin, latinskyolitetracyclinun), podava se injaé. Zkraceny
chemicky nazev rolitetracyklinu je I2-Pyrrolidinomethyltetracyklin, byl ifijpraven roku
1958 jako prvni semisyntetické tetracyklinové aiotikum. Pouziva se vifpadech, které

vyzaduji vysoké koncentrace, nebo je-li perorabdmi nepraktick8’”!

Tab. 5 Charakteristika Rolitetracyklifff: °®!

Registr&ni Molarni Biologicky

Sumarni vzoreq
¢islo CAS hmotnost polocas

Rolitetracyklin

751-97-3 GHaNsOg | 527,566 g-mol 12 -25h
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OH OO O OH OH

Obr. 6 Strukturni vzorec Rolitetracyklifil

1.5.9.6 LymecykKlin

Lymecycline, (Tetralysal, latinsklyymecyclinuy byl syntetizovan roku 1961 jakoNe-
Lysinomethyltetracyklin. Je fplizn¢ 5000 krat vice rozpustny nez tetracyklin a je
jedinginy mezi tetracykliny v tom, Ze je absorbovan akiiviprocesemis stevni stnu,
S vyuZzitim steji rychlého a Ginného mechanismu, ktery vyuZivaji sacharidy. Jeoadil

od tetracyklinu rozpustnyijpvsech fyziologickych hodnotach gy’

Tab. 6 Charakteristika Lymecykliftf: ™

Lymecyklin Registr&ni Sumarni vzored Molarni Biologicky
Cislo CAS hmotnost polocas
992-21-2 GoH3gN4O19 | 602,63 g-mot 10 h
@)
\/\/\)LOH
NH,

Obr. 7 Strukturni vzorec LymecyKklirt?

1.5.9.7 Klomocyklin

Clomocycline, (Megaclor, latinskg€lomocyclinuny byl syntetizovan roku 1963 jako N-
Methylol-7-chlortetracyklif’® Toto antibiotikum je BZn¢ predepisovano |éka
pii infekcich a Iéb¢ akné. Také se pouzivéi pécbé kapavky,Bacillus anthracis, Yersinia

pestis malarie a k 1&b& Lymeské boreliozy/?
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Tab. 7 Charakteristika Klomocyklid(f !

Registr&ni Molarni Biologicky

Sumarni vzorec
¢islo CAS hmotnost polocas

1181-54-0 GsH2sCIN,Og | 508,905 g-mot 10-15h

Klomocyklin

OH OO O OH OH

Obr. 8 Strukturni vzorec Klomocyklir(?!

1.5.9.8 Metacyklin

Metacycline, (Rondomycin, latinskyMetacyclinum je tetracyklinové antibiotikum
se zkracenym nazvem 6-Methylen-5-hydroxytetracyklgyntetizovaného roku 1965.
Pouziva  jako  prekurzor v  {omyslové  syntéze  doxycyklin hyklatu
(Co2H24N,0g HCI-0,5 HO- 0,5 GHeO). Byva zamiiovan s antibiotikem meticilinef?”
Peroralg je vyborré vstebatelny, lépe nez zakladni tetracykliny, ma vyaKiivitu
nez tetracyklin. Vzhledem k jeho dlouhému sérovépulotasu a mensSimu ptu

vedlejsich dinka a nizsf toxicitou je uf@dnostovan fred tetracyklinent®

Tab. 8 Charakteristika Metacyklin{f: !

Metacyklin Registr&ni Sumarni vzored Molarni Biologicky
¢islo CAS hmotnost polocas
914-00-1 GH2N,Os | 442,419 g-mo! 16 - 22 h

OH O O OH OH
OH

Obr. 9 Strukturni vzorec Metacyklin{f!
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1.5.9.9 DoxycykKlin

Doxycycline, (Vibramycin, latinskyDoxycyclinumy pa¥i do druhé generacefipravené
v polovire sedmdesatych let a stalo se jednim z hlavnichickin uzivanych
tetracyklinovych antibiotik*” Jeho spektrum dnku je analogické tetracyklinu, jeho

icinek je ale podstatrvyssi (az 8krat). Neni nefrotoxicky!

6-Deoxy-5-hydroxytetracyklin je polosynteticka faantetracyklinu, ktery ma déletrvajici
Gcinek nez pirodni forma tetracyklinu. Byl syntetizovan rokuld*® Ve wtsing pripadi
je preferovan fed tetracyklinem a minocyklineft! Doxycyklin ma& nejdokonalejsi
vstiebavani ze vSech tetracyKlim je po peroralnim podani témabsolutni, ficemz
jakékoliv potrava nema podstatny vyznam. Tato sidst je velmi vyhodna,ippodavani

se mohou konzumovat ovocn#sy pro tiumeni moznych vedlejsickianalka.*®

Tab. 9 Charakteristika Doxycyklif(f: /"

Doxycyklin Registr&ni Sumarni vzored Molarni Biologicky
¢islo CAS hmotnost polocas
564-25-0 GH24N.Og | 444,435 g-mol 15-25 h

OH O OH O O

Obr. 10 Strukturni vzorec Doxycyklin(F’

1.5.9.10MinocykKlin

Minocycline, (Minocin, latinskyMinocyclinun) je polosynteticka forma tetracyklinu, které
mé $irsi spektrum neZ ostaténové skupiny*® Minocyklin dosahuje vysokych hladin
v slzach a slinach, takze je vhodny pro eradikawsiéstvi meningokok. Minocyklin
je winny proti bakterialnim kmamn (zvIas¢ Staphylococus aurelyskteré ziskaly #ci
i

z&kladnim tetracyklitim rezistenc Minocyklin  (7-Dimethylamino-6-demethyl-6-
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deoxytetracyklin) byl syntetizovan roku 1972. Jebi@o rozpustny ve vad a proto

pouZzitelny pro injen aplikacit™®

Minocyklin vykazuje analogii s doxycyklinem, jehatiebavani je velmi dobré (vice nez
90 %). Ma dobry pmik do lipofilnich tkani jako je prostata, mozekgcentralni nervovy
systém, dale pronika velmi dibZIWwi, do jater a ledvin. Ni velky patet bakterialnich
patoger (special@ nag. ty, které penaSeji kligata). Mezi nezadoucimicinky pafki

zavra, zabarveni e a autoimunitni porucHsf!

Tab. 10 Charakteristika MinocyKkliri(?: &!

Registr&ni Molarni Biologicky

Sumarni vzoreq
¢islo CAS hmotnost polocas

10118-90-8 GHo7N3O; | 457,477g-mét 11-22h

Minocyklin

Obr. 11 Strukturni vzorec Minocyklirt(’

1.5.10 Kolobéh tetracyklini v Zivotnim prostiredi

Béhem rekolika poslednich let vedlo pouziticie v medicire pro zachovani lidského

zdravi a zdravi zvat k jejich nezadouci akumulaci a persistenci witiim prostedi®

Tetracykliny jsou BZné uzivany pro veterinarnicely, terapii¢lovéka, v zenddélstvi jako
doplikové latky a navic se davaji rafim jako fistové stimulator$? Diky jejich niz&i
cerg, vySSi antimikrobni aktivit je v Evrog rotné spotebovano na veterinarni terapie
vice neZ 2 500 tun tetracykiin®!

Po @ijmu organismem jsou tetracykliny absorbovany alé¢twaji metabolickym reakcim.
Jejich rezidua se nasletidostavaji do svaloviny, tkani a mléka, ale a&jvpodil je z &la

vylougen Po vyloweni z organismu se dostavaji do odpadnich vod ehpeeji pes
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Cistici procegistiren odpadnich vod. Vzhledem k jejich fyzik&lthemickym vlastnostem
jsou to latky stabilni, obtiZn oxidovatelné konvemimi postupy a resistentniugi
biodegradacfy Na vytoku jsou tedy &Sinou nezrinény. Nasleds dochazi tomu, Ze se
z &istirny stava vyznamny bodovy zdroj 2iteni Zivotniho progedi®*® Nedavné studie
potvrdili nalezy rezidui tetracyklin v riznych typech vod (odpadnich, povrchovych
a podzemnich) a pevnych latkach (kaly, zeminy insexaty) 54

Naduzivani antibakterialnich kkjako jsou tetracykliny, fize v Ziv@isné vyrokt vest

k ptitomnosti rezidui v pozivatelnych tkanich, mlékmebo vejcich. Expozicéloveka

k ttmto |ékim prostednictvim spdeby €chto potravin miZze vést k alergickym
reakcim'® Jejich vyskyt vede k néfznivym dopadm na Zivotni progedi, Wetns vzniku
rezistence mikroorganisimvici antibiotikim. Lé&iva, tedy i tetracykliny, jsouwasto
ozna&ovana jako nové kontaminanty zZivotniho ptredt. Jednim z nejdezitéjSich zdrofi
tetracyklini jsou odpadni vody a také vytok§isticek odpadnich vod, které podle
fyzikélné-chemickych vlastnosti mohou déle pronikat vodnimospedim, nebo
se absorbovat v sedimentédh. Cyklus tetracyklii v Zivotnim prostedi zobrazuje

schéma na Obr. 12.

Tetracyklinova antibiotika _ Tetracyklinova antibiotika

pro huméni pouZiti : _ pro zvifeci pouziti
domécnosti, farmaceuticky hospodarska zvifata,
prumysl, nemocnice, sluzby dribez. domaci zvitata

exkrece / \Likvidace lexkrece
doméci odpad

[komuuélni odpadni vody]

depozice

ClStll‘l!y
odpadnich vod

» puda/sedimenty

skladky odpadi
- T
| s vycisténa v prosakovani
voda uniky !
e organicka hnojiva
ﬁ e le L ]
Cistirny "{ pm;t‘ch?vexody J
odpadnich vod 4
— — -
—_— Bippa B SR odzemni vody
-~ efekt na vodni a . ¥ P y
__‘_pf);zemm i’rgal‘-lsil_ifj_,.- pitné vody efekt na lidské télo l

Obr. 12 Cyklus tetracyklinv prostedf®!
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2 ANALYTICKY POSTUP STANOVENI TETRACYKLIN U

Pro vSechny chemické analyzy je igiita, aby byl analyt vipatelné kvali¢ vhodny pro
instrumentalni  pouziff” Tetracyklinova antibiotika jsou sledovana v dho
po terapeutickém uziti, dale pak jako rezidua valaxné, mléku, medu, vodach apod.
Povaha matrice vyskytu di#a tedy utuje zpisob odBru, Upravy a skladovani vzorku
pied analyzou, kdy je vzdy peba ziskat reprezentativni vzorek. Obecny analytick
postup stanoveni tetracyklinovych antibiotik zalentyto kroky: odir vzorku a Uprava
vzorki, extrakci analytu z matrice a zakoncentrovaiggipténi a finalni Uprava, separaci

analytu a detekci analytu.

2.1 Odbér vzorku a jeho Uprava

Obecny postup pro nakladani se vzorkem po jehoereptativnim odéru vétSinou
zahrnuje uchovani v chladu, gopeho zmrazeni, neni-li vzorek ihned analyzovéli J

potreba, je vzorekifimo @i odbéru zfiltrovan, nap. uficnich vod.

Po gevozu do laborate je vzorek homogenizovan, alikvotni podil analy@owa zbytek
uskladrgn. Pro zvySeni analytického signélu je v&Sin¢ pripadi ke vzorku pidano
zndmé mnozstvi tetracyklin pog. jiného interniho standardu. Nasleduje extrakce,
pieciSténi a zakoncentrovani, restji extrakci pevnou fazi. Vysledny eluent obsahuje
rezidua analytu a organické rozpauato, které je odp@no. Zakoncentrované analyty jsou

rozpusény v mobilni fazi a nagiknuty do kapalinového chromatografu.

Jednotlivé postupy Upravy z vybranych matric jseedeny v Tab. 11.
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Tab. 11 Postup Upravy vzdrkred analyzou z vybranych matric
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Tab. 11 Postup Upravy vzdrlpied analyzou z vybranych matric - posos
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2.2 Extrakce

Nejcastji se pouzivaji extrakce z vodné faze, kde se jaktrakéni cinidlo primarre
pouziva sms Mcllvainova pufru gnmes kyseliny citronové s hydrogenfostaranem
disodnym s kyselinou ethylendiamintetraoctovoMaEDTA, pH 4. VétSina extrakci
z vodné faze byla provéda v kyselych podminkdch za pouZiti kyselin chlodikoveé,
chloristé a kyseliny fosfomé®*? Dale Ize pouZit jako extraki rozpoudtdla sukcinatovy
a acetatovy puff” Ackoliv jsou tetracykliny doke rozpustné v alkoholech, pouZivaji
se Zidka (nap. MeOH pak jiz neniZze byt pouZzit jako solventiippiecisténi metodou
SPB.B? Nedostatek extrakich metod mize byt vysvtlen skuténosti, Ze vzorky
tetracyklini, nag. v krmivech, jsou velmi slozité a maji variabimatrice, picemz rekteré
slozky se snadno extrahuji spoie s analyty. Navic, tetracykliny podléhaji chelaci
s prechodnymi kovovymi ionty, jako je & a zinek, které se ipozert vyskytuji
v matricich. Problém e byt¢ast&éné eliminovan pidavkem chelataich ¢inidel, jako
je nagiklad EDTA kyselina gavelova a citrébnova, které zabuwgi kovovym iontim
v chelaci s analyt{?> 3% 1071

Hladiny koncentraci v obecr¢ jsou ve vodnych vzorcichétsinou ilis nizké,
z tohoto divodu neni moznéifmeé vstikovani vzorki do chromatografického systému.

Proto je nezbytné vzorkyed analyzou zakoncentrovat

2.2.1 Extrakce pevnou fazi

Pii  extrakci pevnou fazi/sorbentem Sdlid Phase Extraction, SPE dochazi
k rovnovaznému rozdeni analytu mezi kapalinu a pevnou fazi. Tento xtrakce
se pouziva jako alternativa ke klasické extrakcpdtma - kapalina Liquid-liquid
extraction, LLB, ktera narozdil o&PEspotebuje i extrakci velké objemy rozpoustel.
Princip extrakce pomocBPE spaiva na @&inné sorpci analytu z vodného vzorku
do pevného sorbentu, ostatni komponenty vzorkuehysy sorbovat v mie co nejmensi.
Sorgni kolonka obsahuje vhodny sorbent v mnoZsidiow miligrami az grani a pfitok
vzorku je umozén bud’ gravitaci, petlakem na vstupuwérpadlem, injeéni stikackou)
nebo podtlakem na vystupu (vakuem). Zachyceny ansdy pak uvolni ze sorbentu
zatratim anebo eluci vhodnym rozpoidiem[™® 109 Selektivita sorbentu zavisi
na @itazlivych silach mezi analyty a futkimi skupinami na povrchu sorbentu. Sorbent

muze interagovat s analytem na zakldaydrofobni interakce (nepolarni - nepolarni,
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van der Waalsovy sily), hydrofilni (polarni - paigrvodikové vazby, dipdl - dipdl, dipdl-
indukovany dipdl), kationtové - aniontové a selehtiinterakce antigen - protilatk§®: 1%
Tetracykliny obsahujitizné funkni skupiny na aromatickém jadru, a protézaeme pouZzit
rizné typy sorberit SPE kolonek, jako je {Hz7 polymericky sorbent s reverzni fazi pro
nepolarni¢ast aromatického kruhu tetracyklinNa fenylovy sorbent se snadno vaze D
kruh. Karbonylové, hydroxylové a amino skupiny sk wazou na aminopropyl a kyano
sorbenty SPE kolonek. Bez ohledu na zvoleny sorls#H kolonky, jeitba ¥novat

pozornost schopnosti tetracyklindzat se na sorberitznymi interakcemi®?

Pro extrakci tetracykliin tuhou fazi jsou pouzivany nidklad sorbenty na bazi
silikageld*" s navazanymi skupinami: Li-Chrolut RP®8% Discovery DSC-18" &
112 varian SPE C18¥, Sep-Pak C1®! Phenomenex SPE C1&% nebo na bazi
iontomenica ™ ISOLUTE SAXM 10213 0asi§ MAX °8. Kolonky na polymerrf'!! bazi:
OasigM HLB[ZS, 84, 86, 88, 91, 92, 95, 98-105, 113—];1§trata_)2'M SPEQO 101] a Nexus Variaﬁi?, 89].
Taky je mozné pouZit kolonky na béazi grafitovandidikud™* Resprep CarboPrep
SPE™,

Vlastni extrakci, zobrazenou na Obr. 13, Ize &izdlo n¢kolika ¢asti: kondicionace

sorbentu, aplikace vzorku, promyti sorbentu, sukeloinky a eluce analytt®®

a) Kondicionace sorbentu Jedna se o kondicionaciéni¢i ionti nebo solvataci
skupiny vazané na povrchu sorbentu a Gpravu ieaistpro vlastni vzorek.
Pro stanoveni tetracyklirje vhodna kondicionace roztokem methaH81t®? dale
smssi  methanol/ivod&" 8 9193 101 103 104 methanoihethylenchloriél®,
methanoliethylenchlorid/vodd®, methanoHClivodd™: 9 105 113 116]
methanol/vodadyselina trichloroctov®® nebo methanol/kyselina citréndt,
popt. methanol/voda/octan sodffy.

b) Aplikace vzorku- Pfi tomto kroku je definovany objem analytu (10 - 40)
promyvan kolonkou rychlosti od 0,5 - 20-min.[8: 84 98-102, 105, 113]

c) Promyti sorbentu— Dochéazi k vymyti zbyik matrice vzorku a k odstrani
interferujicich sloZzek bez eluce analytu. Jako preawi cinidlo se¢asto vyuziva
VOdd84' 88, 90, 91, 93, 95, 98, 99, 101, 102, %]ﬁ’\ethandrg’ 101, 104, 116’5] methanol/voo{ﬁ“" 86, 92,
191 methanolhethylenchloriti®, kyselina citrénovA™.

d) SuSeni kolonky Tatoc¢ast je provaéha, pokud se etmi rozpoutdlo vyrazre liSi
od promyvaciho roztoku. Kolonky se vysudujikuenf* 88 91 92, 99102, 112504

98, 116]

proudem dusik{f: .
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e) Eluce analytu— Jednd se v podstab selektivni desorpci analytz pevné faze.

US, 84, 86, 88, 95, 98-102, 104, 105, 113, 153]etylacetét[ﬁ12]

PouZzivaji se roztokynethanol
nebo snisi methanolu a etylacet&ttl, popr. methanol a kyselina’gvelovd®.
Po eluci jsou analytyasto zakoncentrovany odeaim rozpougdla za tepla v atmosfé
plynného dusiku na &ity objem, pop. do such@* 86 88 91-93. 95, 98,104, 11805 odpgenim
v odparc€® °t 101 112 Ul pgié jsou analyty znovu rozp#Sy v malém moZstvi
methanolf® anebo mobilni faz¥" > 1°l porx. smsi roztoki methanol/vodd® %2 % 101
methanol/HGE'?,  methanol/ivoda/kyselina  mravdf®,  voda/oleandomycif?,

ACN/vodd® nebo oxalatovy pufr/ACKY.

kondicionace aplikace promyti eluce

Wr T !

o*m

|
|

[ TR T |

[Almlyt +  Interferent » H]

Obr. 13 Postupipextrakci pevnou faZP®!

2.2.2 Afinitni chromatografie

Afinitni chromatografie se liSi od jinych chromatafickych metod v tom, Ze vhodnou
stacionarni fazi fizeme specificky zachytit kit jednu, nebo &kolik slozek matrice.
Néasledrs je analyt ziskan eluci vhodnym rozpauaem™?® Pro stanoveni tetracyklin
jsou vyuzivany metody afinitni chromatografie koyolr komplexi (Metal chelate affinity

chromatography, MCAY> 19

ktera vyuziva komplexXai vlastnosti tetracyklii
s kovovymi ionty a umatuje dalSi pecisteni. Vizualni sledovani obsahu tetracyklin
v extraktu nadavkovaném do kolony lze sledovat padm@&dénych ionfi (vznikd modry
komplex)¥? Méns pouzivana je metoda afinitni chromatografie s iifimdvanym iontem

kovu (Immobilized metal ion affinity chromatography, IMA®).
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2.3 Separace analytu

NejpouzivagjSimi metodami jsou separace pomoci kapalinové rohtografie (iquid
ChromatographyLC) a kapilarni elektroforézyGapillary Electrophoresis, CECE byla
pouZita k analyze mnoh#d antibiotik a stala &innou alternativni metodou MPLC.*?
1 pred nagikem na analytickou kolonu je ovéem nutné vzoraKiftrovat.

2.3.1 Kapalinova chromatografie

Vysoce @inna kapalinova chromatografi¢digh Performance Liquid Chromatography,
HPLC) je separéni analyticka metoda vyuZivajici vysokého tlakullce mobilni faze
skrze kolonu obsahuijici drobiéstice stacionarni faze, diky kterym dochazi k kgsu
rozliSeni separace. Vi{gichu analyzy se molekuly analytu pohybujicitou rychlosti,
piicemz kontinual®d migruji mezi mobilni a stacionarni fazi. Proto eparaci slozek
ve vzorku rozhoduje nejen jejich interakce se stamini fazi, ale také velmi vyrazn
pouzitd mobilni faZ&'. Mezi vyhody této metody pitjeji Siroka oblast pouZitelnosti:
lze analyzovat ionty, latky polarni a nepolarnipeie€ nestabilni, malo ¢kavé
a vysokomolekularit?® Celkow Ize pomociHPLC separovat cca 80 % veskerych

znamych latek'* vyslednym zdznamem je chromatogram.

Separace analytu jsou ouiievany vlastnostmi analyzovanych latek a jejich riakeemi
s mobilni a stacionarni fazi, typu pouzité staciohdaze, slozeni mobilni faze, typu

kolony, davkovaciho Z&eni, pfitoku a teplat.

2.3.1.1 Instrumentace

Schematicky diagram je zobrazen na Obr. 14, ktergkddda ze zasobniku mobilni faze

(MF), pump, injektoru (autosampler), kolony, detekita vyhodnocovaciho #iaeni.

[ Zasobnik Ml I Pump: I Autosample I Kolone I Detekto ]

n -

Obr. 14 Schéma kapalinového chromatodP4fgjene autorem. MS Paint & MS Word]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 39

2.3.1.2 Pumpy

HPLC systém obsahujgerpadla, kter&erpaji do kolony pistovym nebo membranovym
mechanismem mobilni faZt% Pumpy jsou konstruovany tak, abyitmk mobilni faze byl

staly a bez puts’® Jsou zhotoveny z nerezové oceli, keramiky nebstpla

Souwasti pump je sisovaci z#zeni, pomoci kterého iieme ménit slozeni mobilni faze
v pribéhu analyzy. ZAstava-li slozeni stejné, jedna se izokratickou iclnebo se slozeni
meni, tj. roste sila mobilni faze - gradientova eldé® Gradientova eluce se pouziva
u analyz komplexnich vzoiks velkym pétem analyi liSicich se retefmim casem. Mezi
vyhody pak pdf lepsi rozliSeni a citlivost pro piky, mezi nevf@lyonutnost ekvilibrace
kolony a tim padem delSi doba analyzy. Dale jeptitemno odplyiovaci zdizeni.

2.3.1.3 Davkovaci z#izeni

Nastik na z&atek kolony musi byt proveden co nejrychleji, al®pyl naruSen plynuly
pritok mobilni faze. PouZivaji se injgk zaizeni zhotovena z inertnich mateiidl
(nerezova ocel, titangkteré polymery), ktera jsou ovladana manaalebo automaticky.

Dalim zpisobem je obtokovy davkovaci kohout (stkg) o definovaném objendtr: 12

2.3.1.4 Analyticka kolona

Kolona je zhotovena z nerezové oceli, hlinikuédim skla nebo z plastu PEEK, délky
az 25 cm, vnihiho paméru az 5 mm. Stacionarni faze je v kalondrZzovana pomoci
poréznich disk. Jedn& se o specialni n&litvorené stejnosgrnymi kulovymi ¢asticemi

o praiméru 1,7 aZ 1Gum .t

i‘ E’L — l - -‘h.é,b—
‘ wAf

Obr. 15 Analyticka kolona arpdkolonyytvereno autorem. Rhinoceros 4.0]

Pro ochranu kolony a prodlouzeni jeji Zivotnostteg gipadnymi neéistotami
a nerozpughymi latkami se pouziva tzv.igdkolona guard columi), ktera ma stejnou

stacionarni fazi jako analyticka kolof&.?? Dalsi moZnosti ochrany je pouziti in-line
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filtra, pracujicich na principu filtrace mobilni faze zkiporézni material o velikosti gor
priblizng 0,5 um 1!

Kapalinova chromatografie aplikované ptanoveni tetracyklin je provadna v systému
obracenych faziReversed Phase, RFktera je charakteristicka vysSi polaritou mobiln
faze oproti fzi stacionarni. Pouzita staciondézefje v kontaktu s mobilni fazi a mezi
nimi dochazi k postupnému zadrzovani analytu aedas! separaci. Kolony jsou naplé
a jejich usp#adani a velikost napinhraje vyznamnou roli ip separaci® Velikost
castéek hraje dlezitou roli, gicemz menSi velikost vede k vysSimucpoteoretickych

pater, vy$3imu tlaku, kratsi doanalyzy a mensimu detekmu limitu*%?

Analytické kolonydoporwované k separaci tetracyklimbsahuji pevazi stacionarni fazi
na bazi silikagelu nebo silikagelu s navazanymkémimi skupinami. Nejastji se jedna
o oktadecyl (Si-GHs7, viz Tab. 12) Xterra M&1°% 113 piscovery HS F8%3! Hypersil
HyPurify Elitd’®, Altima®, Mediterraned' Se&”, ACQUITY UPLC BEH® %!

Atlantis dC®Y, COSMOSIL 5C-MS-If?, Pursuit a Polari$™, LUNAP® 8 |nertsil-

ODS3®" % 124 Kromasil®”, Synergi Fusion-RE!, Thermd®. Oktyl (Si-GsH17, viz

Tab. 13) SunFIre"™®  Hypersif™®! a SymetryShield*°Y. Dale I1ze vyuZit silikagel
s fenyl skupinou ZORBAC Eclipse XDB-Phefi{i, nebo amino skupinou Kromasil 100-
5NH,®,

Tab. 12 Charakteristika nejpouziegich Gg kolon

Zdroj Sitka [mm] | Délka [mm] | Velikost naplr [pum]
[58, 96, 117 4,€ 25C 5,C
[84, 95, 107,123, 124] 4,6 150 5,0
[82, 97 2,1 15C 5,C
[78, 88, 91 2,1 15C 3,C
[92, 100-102, 113] 2,1 100 3,5
[99, 105] 2,1 50 2,5;1,7

Tab. 13 Charakteristika nejpouzi¥gich G kolon

Zdroj Sitka [mm] | Délka [mm] | Velikost napl@& [um]
[86] 4,€ 25C 5,0
[104] 3,C 15C 5,C
[92] 2,1 15C 3.t




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 41

2.3.1.5 Teplota kolony

Teplota kolonyje volena v zavislosti na vlastnostech kolony alyfiapiicemz je zre
volena laboratorni teplota. S rostouci teplotou y&les roste i @innost kolony diky
klesajici viskozi# mobilni faze, kterd zlep3ujetamos hmoty*'® Dochazi ke snizeni
poZzadovaného tlaku, tim se umozni vysSitgk, ktery vede krychlejSim analyzam.
ZvySend teplota f¥e pisobit negativa na analyty, které se mohou rozkladat a tenzi par
rozpoudtdel mohou vznikat bublin{f*® Pro stanoveni tetracykiinje obvykle volena

teplota kolony v rozmezi od 13 °C az 40 °C.

Tab. 14 Nejpouzivaisi teploty kolon pi analyze

Zdroj Teplota [°C]
[99, 100, 102, 11. 13-15
[78, 87, 88, 91, 92, 95, 101, 1. laboratorn
[93, 97, 99 25
[84, 90, 94, 9¢ 3C

2.3.1.6 Mobilni faze

Pouzita mobilni faze neni inertni a podili se n@as&nim procesu. Zrny sloZeni mobilni
faze jsou prakticky neomezenééniito zmsnami ve slozeni Ize néasledrovlivnit pH

a iontovou silu rozpouidla. Aby se dany analyt nevyskytoval v disociovéomne, musi
pH mobilni faze dosahovat hodnoty minimaldwe jednotky od hodnoty pKa daného
analytu, picemz jsou efektivni v rozmezi + 1 pH od jejich hognpKa**® Dale jsou
mobilni faze charakterizovany selektivitou a patarf***Jako mobilni faze se pouZivajf
ve WtSing pripadi smesi dvou mobilnich fazi, pdp ti, pricemz jedna je vodna faze s
obsahem kyseliny, obvykle v koncentraci 20-80 mMaksi jsou jiz polarni organickée
rozpoudtdla. Nefastji se pouzivaji smsil’® 8% 100-102. 113, 118 jmathanolu s kyselinou

ff3 99.105. 18 a5 methanolefff: 9 119

mravergi. Dale acetonitrilu a kyseliny mravé
Smss*® methanolu s acetonitrilem a vodou. Methanol satgtlem a vodou s kyselinou
triflouroctovod!™ 1! Kyselina gavelova s acetonitrilefff & 1% Zlpopy. tato snis s
methanoler{®: % 92 95 119 Kyselina citronova s butanolé¥ nebo s acetonitrilefit °7
Smss®® metanolu, acetonitrilu a fofareanového pufru.Analyza residuf tetracyklimize
byt problém, jelikozZ tetracykliny maji tendenci titckomplexy s kovovymi ionty a véazat
se na silanolové skupinyrgmikovych materidl jako jsou kolony @ a Gg. Tomuto Ize

zabranit pidanim chelaténichéinidel do mobilnich faz{®? %!
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2.3.1.7 Pratokova rychlost

Pratokové rychlostimobilni faze kolonou jsou zavislé na pouZzité kelofpraméru,
velikosti ¢astic) a Bzn¢ se pro analyzu teracyklin pouzivaji péitoky v rozmezi
od 0,15 ml/min do 1,65 ml/min. VysSimapokem mobilni faze lze zkda¢ zkrétit dobu

analyzy, picem? vyska patra vzroste jen 2krat aZ 10krat naith@ni hodnotd*?

Tab. 15 Nejastji pouzivané pitokové rychlosti mobilni faze

Zdroj Pratok [ml/min]
[25, 9¢-101] 0,2C
[88, 92, 100, 103, 11 0,2t
[91, 93, 97 0,3C
[78, 84, 86, 116, 123, 12 1,C0

2.3.1.8 Detektor

Detektory museji byt selektivni pro analyt a maldtlivé na mobilni fazi.
Nejpouzivarjsimi detektory jsou fotometricky, refraktometrickg fluoresceeni *?!

Vyhodné je pouziti hmotnostniho spektrometru ja&tektoru.

2.3.1.9 Chromatogram

Idealni chromatogram vznikly eloi metodou pro inert a sloZzku A je zobrazen na @6r.
Ucinnost separace popisujerkéi piku v zaklad# (Y) nebo &ka piku v polovig vysky

(Y112), kvantitativni zastoupeni slozky plocha p{l), pog. vyska pikuh).

g

start

inert

! /\ zikladni linie

ty tg
tz

signél detektoru

vvl

cas

Obr. 16 Chromatogramipelu¢ni metog!ytverene autorem: MS Paint



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 43

Molekula slozky A stravi v kolahvlivem adsorpce, iontové vyny a chemické afinity
urgitou dobu, ktera se nazyva retaencas (g). Tuto dobu dlime nacas, ktery molekula
setrvd v mobilni fazi — mrtvy reténi cas (v) a ¢as straveny ve stacionarni fazi -

redukovany retemi ¢as ('r).

tp =ty +t'g | 2-1/
Ani v kolorg, ktera ma velky p&et teoretickych pater, nemusi dojit k dokonalé sapa
dvou sloZek. K vyjateni s jakou &innosti se od sebe separuji slozky 1 a 2 se pouziva
velic¢ina rozliSeni Ry 2):

_ tr2 — tp1
05 (Y, +Y,) [2-2/

R1,2
Kde tz jsou retetini casy sloZzek 1 a 2; Y&y piki slozek 1 a 2 v zakladn

2.3.2 Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforézaGapillary Electrophoresis, Cpati mezi separai metody, které
vyuzivaji dvou elektrokinetickych jév — elektroforézy a elektroosmézy. Princip
elektroforézy spéiva v migraci elektricky nabitycliastic ve stejnosénmném elektrickém
poli, které je vytvéeno vkladanim konstantniho stejn@sneého napti mezi elektrody.
V kapilarni elektroforéze je vzorek davkovan do ikay s elektrolytem, ktera je vedena
pies detektor. Detektory jsou zaloZzeny na sledovdidsomce ultrafialoveho #éni

a Vtsinou vyuZivaji detektor diodového poligde Array Detector, DAR™Y!

Citlivost metodyCE-DAD je Spatna v ikledku omezeni objemu davkovaného vzorku
a kratké délky detakiho okna. Za €elem spl@ni pozadavku stopové nebo ultrastopové
analyzy, bylo vyvinuto mnoho on-line metod pro zagentrovani jako jsofield-amplified
sample stacking with electromigration injectiqfASS-EM) a transient ITP (tITP).
Pro zvySeni citlivosti kapilarni elektroforézy Ipeuzit Gizné detektory getrg MS,laserem
indukované fluorescenceLIF), elektrochemické EC) a chemiluminiscemi (CL).**?
Fyzikalns-chemické vlastnosti tetracyklin zejména jejich iontovy charakter, rozpustnost
ve vodt a vice ionizanich mist jetini vhodnymi pro elektroforetickou analyzQE ziskala

na dilezitosti jako analyticky nastroj s vysokodirinosti a rozliSenim a kompatibilitou
s iznymi deteknimi systémy. Oproti metédHPLC ma v porovnani nizSi spgebu
vzorku a rozpoustlel™” *" Tetracykliny jsou schopny byt pozitigmabity [ nizkém
pH. PouZiti metodHPCE je tedy vyhodné&:'* 128!
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2.4 Detekce tetracyklinovych antibiotik

Pro stanoveni tetracyklinve vzorcich byly vyvinutyizné postupy, mohou byt vyuzity

metody mikrobiologickéhofstupu, imunologickych test instrumentalrf:? 17

Metody zaloZené na mikrobialni inhibici jsou relati pomalé, necitlivé a nespecifické
na tetracykliny, kdezto imumologické metody poskiytiostaténou selektivitu a citlivost,
i kdyZ nejsou schopny detekovat vSechiijedité tetracykliny pouzivanych ve veterinarni
medicie.**®) Ok metody jsou ale finamé a caso¥ nakladné. Oproti tomu
chromatografické metody, jako jeIPLC a UPLC, poskytuji citlivost a specificitu
stanoveni pro tetracykliny,ckoliv maji nikteré nevyhody, ndp vysoka cena, pteba

vysoce kvalifikovanych pracovnik poZadavek na specialnitizzeni a extratni metody.

Mezi postupy pro stanoveni tetracyklizaloZzenych na tiieni emitovaného éni pati
metody fluorescen€8”, luminiscencE?® bakterialnich kmein Vibrio fischeri, Vibrio
harveyi a Photorhabdus luminescengaso¥ podmirgna luminiscence Time-Resolved
Luminescence, TREY a chemiluminisceni metod&**** Z imunologickych metod Ize
pouzit pro stanoveni tetracykliv medu metod@&ELISAM®!

Chromatografické postupy jsou étginou zaloZzeny na kapalinové chromatografii
s hmotnostni detekciMS), popipac tandemové hmotnostni detekcLQ-MS/MS.

Pfi porovnavani metod pro analyzu antibiotik pomd8iC-MS a LC-MS/MS bylo
prokdzano, Ze metodaC-MS/MSje selektivejsi a ma nizsi limity detekd&® Tato
metoda je také &Sinou metodou prvni volby ip analyze tetracyklit® Pouziti
hmotnostniho detektoru je ale firtews ndkladné a proto byly publikovany metody analyzy
kapalinové chromatografie s reverzni faRP(LQ s tiznymi detektory, jako jsou pro UV
spektrofotometrii detektor diodového poRAD)> 58 84 86. 87, 89, 90. 92, 95, 104, 107, 113, 125,
127 fluorimetricky (FL)B* 8 92 943 Rayleighova resonamiho rozptylu RR3?. Levnsjsi
detektoryDAD a FL postradaji ale dostateou citlivost, je-li vzorek ve slozifSi matrici.
Naproti tomu LC-ESI-MS/MSma dobrou citlivost pro vzorky stopovym mnoZstvim
tetracyklimi a proto se této metdddava pednost®® K propojeni LC a MS dochazi
vétsinou pomoci ionizace elektrosprejeBS("), tj. pracuje v pozitivnim médu a chemické

ionizace za atmosférického tlakdiRCI).

Pro analyzu tetracyklinlze kron¢ ESlIaAPCI pouzit dalSi ionizéeni metody jako je nap
ionizace urychlenymi atomyFAB) spojena s tenkovrstvou chromatografiLC), particle

beam - negative chemical ionizatigfB-NCI) a Collisionally Activated Decomposition
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Mass Analyser lon Kinetic Energy Spectromegf@AD MIKES. MetodaCAD MIKES
poskytuje vysokou citlivost a rychlou analyzu, ne$Bk moc roz$¢na atedy je jeji
prakticka aplikace omezendLC-FAB-MSIze pouzit pro vSechny typy vzdrkale neda
se pouzit ke kvantitativni analyze. Pro analyztatsiklini Ize tedy doportit pro dobrou
selektivitu, citlivost a reprodukovatelnd@B-NCI, APCI a ESI-MS/M&*!

Tetracykliny Ize také analyzovat elektrochemickou xidaci  stanovenim
voltamperometricky sklemou uhlikovou elektrodou GCE)*®, pusini amperometrii
s bérovou elektrodou dopovanou diamante(8DD)®®, niklem implantovanym
do tenkovrstvé bérové elektrody dopované diamant@irDIA)**Y a bismutovou
filmovou elektrodou BIFE)**".. Bylo dokazéno, Ze Ize zvysit odezvu signalu tstkéni
pii elektrochemické oxidaci pouzitim vicevrstvych ikblvych elektrod modifikovanych
nanotrubicemi*'® Dale bylo zjis&no, Ze pouZitiNi-DIA elektrod pro elektroanalyzu
tetracyklini se dosahuje vySSi citlivosti opr@DD a uhlikovym elektrodam se skelnymi

viakny 124

Pro stanoveni tetracykiinv lidské mdai se os¥dcila metoda extrakce pevnou fazi
s ultrainnou kapalinovou chromatografii a hmotnostni speketrem vybavenym
kvadrupdélem s analyzatorem doby IleBPE-UPLC-QToF-MS ktera je selektivni,
ma dobrou vyiZnost, pesnost a spravnost. Metodu uliginé kapalinové chromatografie
s tandemovou hmotnostni spektromettlPLC-MS/MS)lze také pouZzit pro stanoveni

stopovych mnozstvi tetracykiinv lidské mai.

Tetracykliny pati do vyznamné skupiny kontaminé&ngivotniho prosedi. Pro jejich
analyzu v environmentalnich vzorcich existujgkalik metod. Metodou prvni volby pro
stanoveni &chto analyt je tedy kapalinova chromatografie ve spojeni stmostni
spektrometrii ILC-MS nebo kapalinova chromatografie s tandemovou hosbiri detekci
(LC-MS/MS. Tato diplomova prace je z&hmena na analyzu tetracykiin pomoci

kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnogtékdi (C-MS/MS.
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2.5 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrieMass Spectrometry, NMSe fyzikalni-chemicka sepatai
technika, umoiujici kvalitativni a kvantitativni analyzu tuhyckapalnych a plynnych
vzorki. Podstatou této metody je separace molekulovyoti ia fragmenit analyzované
latky, které vznikly nafiklad ionizaci molekul nevratnym odpenim valetnich
elektroni v magnetickém polt*®Vzniklé ionty se naslednseparuji podle hodnoty podilu
jejich hmotnosti a naboje mfz: 10 139 140741 jadnimi kroky jsou: odgani vzorku,
ionizace, akcelerace iantdo hmotnostniho analyzétoru, separace tiominotnostnim

filtrem a detekce iorit

2.5.1 Instrumentace

Hmotnostni spektrometr obsahuje &sti uvedené na Obr. 17 (vstup vzorku, iontovy
zdroj, hmotnostni analyzétor, detektor a vyhodnacovzdizeni). Z#izeni pracuje
za stalého vakuafigemz pumpy Bzi kontinualg tak, aby nevznikala wzaizeni vihkost

a nedochéazelo ke vzajemnym kolizim iont

[ Vstup vzorkuI lontovy zdroj I Hmotnostni anylyzator Detektor]

— —
— — = =
—>
lonty lonty ufitého m/z

Obr. 17 Schéma hmotnostniho spektron@fygjeno autorem. MS Paint & MS Word]

2.5.2 lontové zdroje

Hmotnostni spektrometr ndm poskytuje informace jf¢kzh se pouze nabityatéstic!**!

Nezbytnou podminkou analyzy jetrgvedeni zkoumaneho analytu (organické, nebo
anorganické molekuly) na ionizovanou formu, k tomslouzi iontovy zdroj. lonizace
analytu (M) se provadifganim, nebo odejmutim elektronu [M M™®]. Takto vzniklé
ionizované formy maji stejnou molekulovou hmotnjagto pivodni molekula v dsledku
zanedbatekh malé hmotnosti elektronu. DalSitgmbem ionizace analytu jgigani nebo
odebrani vhodh nabitého prvku (nap H"), ktery dava s analytem adukty [M+Hhebo
[M-H]". Takto vzniklé ionty maji odliShou molekulovou hmost od fivodniho

analytu™®® Rozliujeme tedy pozitivni a negativni ionizadépmz v praxi se &sinou
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vyuZziva ionizace pozitivni, ktera je vicéiina. Obecny ionizai proces vystihuje rovnice

12-31*%° kde dochazi k absorpci energie atomem nebo mioleku

Energie

—— A+e 5 AT->BY+C [2-3/

Je-li dodana energie dostate velka, dojde k vypuzeni elektronu z molekularndnbitalu
A a vznika pozitivni iont A V pripadt uchovani energie v’Amize dochazet k rozgeni
vazeb, ktera vede ke vzniku iontli & fragmentu C. lont Bse ntize dale fragmentovat.

K ionizatnim metodam pét nag.: ionizace elektronemE(), chemicka ionizace(]),
laserova desorpce zaasti matrice MALDI) a indukng vazané plazma@P).*? Mezi
ionizatni metody, které se pouZzivaji ve spojeni s vyso&mnnou kapalinovou
chromatografii, pdt ionizace za atmosférického tlakARCI), ionizace elektrosprejem

(ES)), a fotoionizace za atmosférického tlalP@l).

2.5.2.1 Chemicka ionizace za atmosférického tlaku

Chemické ionizace za atmosférického tlalinfospheric Pressure Chemical lonization,
APCI) je metoda tvorby ioiit kombinaci vypovani za vysoké teploty=(450 °C)
a elektrického vyboje~( 5 kV) za sodasného zmlzovani. Jedna se ®kkou ioniz&ni
metodu a spektrum obsahujétdinou molekulové nebo pseudomolekulové idHt.
Zdrojem elektron je folie ®*Ni, nebo dneskasastji korona nabité jehly vytiena
piivedenim vysokého nafi. Roztok analytu je iiveden do zatétého rozpraSove
a prememen v mlhu, ktera je unasena réak médiem (N) skrze koronu. V korahjsou
z plynu tvdeny primarni ionty(N;"®,05°, H,0%*) , které reaguji kolizemi s molekulami
rozpoustdla atvdi ionty H;0*. lonizace analytu probiha skrze elektronovenms
nabitych iontovych molekul plynu. Metodou APCI laealyzovat pouze malé molekuly
vrozmezi 1000 - 1500 Da, vusledku tepla pdebného k vyp@vacimu procesu

v rozprasovai.*%

O Ny i i @ ®
topeni
(YYY Y | 1IN o N
= K10V g — ©
————— 1@ N F® @70
o000 MS
HPLC nebo HPCE . el - ? ? ? ME
vypaiovaci plyn koronovy efekt *
® molekula rozpoustédla @pscudomolckulﬁmi iont

Obr. 18 Schéma chemicka ionizace za atmosférickékd®!
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2.5.2.2 Elektrosprej

Elektrosprej Electrospray lonization, EFle v sodasnosti nejpouzivasim kvantovym
zdrojem sprejovych ionizaich technik, ktera se pouziva v kombina€-MS lonizace
probiha za atmosférického tlaku, jedna seskou ionizani metodu!*®! Eluat prochazi
po vystupu z chromatografické kolony kapilarou,kberé je vioZzeno nagi (typicky 2,5 -

4 kV), takze malé kapky, které vznikaji na vystupu z kapilary, nesowsein vysokého
gradientu elektrického pole kladny nebo zapornyopgdmdle polarity vioZzeného néip
na kapilaru. Malé kapky (az nanometrické) produkované elektrosprejem qam
elektrického pole maji vysoky naboj, ktery zahne jejich vzdjemnému shlukovani
a zarové podporuje vlastni disperzi jednotlivych kégk. Odp#ovanim rozpoustla
dochazi ke zmenseni velikosti k&gk a tim ke zvySeni hustoty povrchového naboje,
az nakonec kapky dosadhnou tzv. Rayleigh nestabilni stav a podléhaji sérii
coulombickych #izi. Rozpadem na mensi k&py se uvolni protonovany molekularni iont
[M + H]* v pozitivni ionizaci, nebo deprotonovany molekuldomt [M — H]~ v negativni
ionizaci. Fragmentované ionty byvajét§inou malo intenzivni nebo zcela chybi. Naboj

a velikost kapiky Ize do jisté miry ovlivnit hodnotou n&p a pftoka pracovnich

plynﬁ [85, 144]
HPLC nebo HPCE R
+—— protielekiroda zbytkovy naboj
elektrosprej I-__IT_ + +.+ "3 Lt + +.. g y H
e )/ I ++ odpafovani +-® s Coulombickg ~— + * +g*
- | \ " e * rozpoustidia +2 '.'++ exploze X
+ L] + + o+ + '. + . +. 7
L~ 5000 v o+ Sosadent et JC
vypafovaci plyn vstup do analyzatoru Rayl ‘Oshazenll‘ it . .
Y eIGNOVa| I, vypareni iontd

Obr. 19 Schéma ionizace elektrosprefém®!

2.5.2.3 Fotoionizace za atmosférického tlaku

Fotoionizace za atmosférického tlakitrhospheric Pressure PhotoionizatjioAPPI)
je metoda ionizace, ktera zahrnuje absorpci energiezdroje ultrafialového Feéni.
lonizace je zprogtdkovana fotony, s energii 10 eV, emitovanymi koyotvou vybojkou
ve vakuu. Energie fotonu ionizuje molekuly, ktergjimonizani energii mensi nez 10 eV,
tedy WtSinu analyli, ale gitom nedochazi k ionizaci pouziteho plynu a mobiiaze.

Jedno fotonova ionizace probiha podle nasledujisthématu:
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M+ hy > M* +e” 12-4]
Alternativni ionizace mize nastat pomoci nosného plynu, inagusiku, ktery sil&
absorbuje UV z&ni:

N, - Hv + N,, 12-5/

Nyg+ M > N, + M*® + e~ 12-6/

Pro analyty je ionizeni energie v rozmezi 7 - 10 eV, kdeZto nosné plymayi ioniz&ni
energie ¥tSi, viz Tab. 16. Proto analytytmou byt selektivé ionizovany bez interference
ionizovanych molekul nosného plynu. Tuto metodu fzeuzit pro ionizaci velmi

nepolarnich nebo labilnich skenin™**

Tab. 16 lonizani energie nejpouzivajsich

nosnych plyd pro MS

Nazev prvku | lonizatni potencial [eV]
Vodik 13,€
Dusik 145
Argon 15,7
Helium 24t

Nejvice pouzivanym typem ionizace je B&[® 88 91-93.97-102, 105, 112, 115, 136l p 123, 126]

2.5.3 Hmotnostni analyzatory

Role hmotnostniho analyzatoru v hmotnéstspektrometrické technice je separace
molekularnich iont (M*), [M + H]*, [M + Na]* pog. [M + K]* a fragmentovanych
iontd za vysokého vakua na zakkadiznych fyzikalnich princip, podle jejich poréru
m/z 144 Jako hmotnostni analyzatory se ve spojeni s vysdoeou kapalinovou
chromatografii pouZzivaji kvadrupdly, iontové paatianalyzatory doby letu. Mezi dalSi

pati magneticky hmotnostni analyzator, iontovy cykbota orbitrap.

2.5.3.1 Kvadrupolovy analyzator

Kvadrupolovy analyzatorQuadrupole Mass Filter, QM- také kvadrupolovy filtr tvid
Ctyii paralelni t¢e s dokonale vodivym povrchem. Protilehléetysou elektricky spojeny
a na kazdou dvojici je vloZzeno stejnasme kladné a zaporné ndp a slozka

vysokofrekveriniho napti:*4% 144!
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U+ Vycoswt (w =2nf;U/V, <1) 12-7/

lonty vstupujici do kvadrupdlu se pohybuji po wnitrajektorii okolo osy x mezi
jednotlivymi elektrodami. Tento pohyb se da popgat Mathieu diferencialni rovnici, kde
(x ay) jsou koordinaty ve sénu kolmém na osu x kvadrupdlwg) (je elementarni naboj,

(m) hmotnost hmoty &2¢) vzdalenost mezi protilehlymi &gmi:
¥+ 2e/mr? (U + Vycoswt)x = 0 /2-8/
y — 2e/mr? (U + Vycoswt)y = 0 /2-9/

ReSenim rovnic (/2-8/ a /2-9/) dostaneme specifickdnéihu iontu s danym m/z
v elektrickém poli kvadrupélu. lonty nemajici sgetiy pomer m/z maji nestabilni
trajektorii a jsou neutralizovanyiipdopadu na jednu zd&y kvadrupolu a tim padem
se nedostanou na detektor. Tedy ganém poréru U/V, prochazeji filtrem pouze ionty
urcitého oboru hmotnosti a tento obor je tim uzSidiovaci schopnost filtru timétsi,
&im je pongr U/NVo vétsi*? Plynulymi zménami slozek nafii a frekverniho pole
se dosahne rychlého skenu v Sirokém rozmezifzJeho uplateni je dano jeho
schopnosti skenovat hmotnostni spektra v rozmezi 2000 Da velmi rychle ¢dhem

nékolika sekund**

elektronovy
x_  nasobi¢

kvadrupol
| gt

.
<o g + _eclektron
nerezonuyjici iont B

Zhavené vlikno

ionizaéni
komora

rezonujici iont

" e ;o
vstup z - vodivé tyce

R3eL7 = =]
Lol Y° e ~
|
!I|ig konstantni napéti a

® | ménici se radiofrekvencni napéti
oY |

chromatografické &~ >(1
kolony .

By
\

100V

elektronovy shéraé

Obr. 20 Schéma kvadrupdlového hmotnostniho analgzéat
s elektronovou ionizaldf?
2.5.3.2 lontova past

lontova pastlpn Trap Analyzer, QI vychazi technologicky z kvadrupolu, ale namisto

Ctyt tyci je zde kruhova elektroda a&koncové elektrody, které maji otvory pro ionty
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vstupujici do pasti a vystupujici na detektor. Nahkvou elektrodu je ffvedeno
radiofrekverni nagti generujici kvadrupolarni pole uvhpasti, koncové elektrody jsou
uzemrgny. V pracovnim médu jsou iontyigadéné do pasti nejprve ochlazeny tlumicim
plynem (nap. He), ¢imz se docili nizkoenergetické kolize, které temhachladi ionty

a zmensi jejich kinetickou enerdfif® lonty jsou v pasti udrzovany oscilaci pomoci
vysokofrekvegniho nagti, které je nuti stabithoscilovat podle tzv. sekularni frekvence.
Amplituda oscilaci rozhoduje o p@m m/z, které budou z pasti zdrzeny. Stabilita uont
zavisi na jeho hmotnostimj, naboji ¢, velikosti pasti ), oscil&ni frekvenci ()

a amplitué¢ napti na elektrod (V). Zavislost pohybu iontu nagdhto parametrech
popisujé“*¥:

qz = 4eV [mr?w? 12-10/

prstencova elektroda distan¢ni krouzek

vystupni

zaosttovaci ot
¢ocka

vstup

vstup %
D

ionti s

vystup
——T11 iontd
vstupni
koncova —;
elektroda

vystupni
koncova
elektroda

Obr. 21 Schéma iontové pasf!

2.5.3.3 Priletovy analyzator

Priletovy analyzator {ime-of-fligt Analyzer, ToFseparuje urychlené ionty na zakiad
jejich odlidné rychlost*! Kdy?Z jsou ionty rozdilnych molekulovych hmotnostichleny
stejnym naptim (U), vSechny ziskaji stejnou velikost kinetické eferE.,)™*? Podle
rovnice kinetické energie (/2-11/) je rychlost(/2-12/) iontu o hmotnostinf) a pdtu

naboji (z) akcelerovan potencialeri)(
Eypin = zeU = —mv? [2-11/

v = (2zeV /m)1/? [2-12/

Rychlost iontu je zavisla na hmotnosti a proto yamtychlené kratkym pulsem s rozdilnou
hmotnosti(m,, m,, ms, ...), se dostanou na detektor v rozdilny&sech (t) zavislych

na jejich rychlostecliv,, v,, v3, ...):
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t = (m/z)/(2eV)/? /2-13/

Cas, ktery iont pdebuje k dosahnuti detektoru je roven odmogrim/z, proto platéim
v&tsi molekulovy iont, tim déle leti na detektdf! Priletovy hmotnostni analyzator

je schopen analyzovat iontové pulsy velmi rychie 58 000 spekter/s) a proto je pouzivan

v monitorovani reatni kinetiky!*4%

detektor

m3+ Myt mp+ ; zdroj fontit
. o B 3 i
L s ;

letova trubice (L=1 m)

vakuum . i O
ionty riiznych rychlosti maji riizné drahy letu

) aER ) vakuum (svétlé ionty jsou rychlesi neZ tmavsi)

Obr. 22 Schéma analyzatoru ToF (a.) a jeho modiilareflektronem Re-ToF (B9

Tab. 17 Srovnani hmotnostnich analyz&topodle jejich pesnosti, rozsahu

a dosazitelného rozligetif’

Typ analyzatoru Presnost [ppm] Rozsah [m/z] RozliSeni [m/z]
Sektorové pole (B, E, . <5 10 00( 30 00(
Kvadrupdl (QMF 100 4 00( 4 00(
lontova past (QIT 100 6 00( 10 00(
Priletovy (ToF 200 > 300 00! 8 00(
Reflektronovy (R-ToF) 5-10 10 00( 15 00(
Orbitraf 2-5 6 00( 150 00
Cyklotron (ICR <2 10 00( > 150 00!

2.5.3.4 Tandemova hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometry mohou byt spojeny jako ¢éammové MS/MS. Prikladem
je trojity kvadrupdl Triple Quadrupole, Qq{Q ktery prvnim kvadrupolem izoluje
prekurzor, druhy kvadrupdl slouzi jako kolizni celafeti kvadrupdl analyzuje vzniklé

fragmenty. Pro tandemovou hmotnostni analyzu roEife dva fistupy:

Tandem-in-spacekde [Fistroj obsahuje dva odliSné na 8ohezavislé spektrometry,

od sebe fyzicky oddené. Napiklad sektorova pol€QqQaQqToF

Tandem-in-timg zde separace iantprobiha na jednom méta mohou probihat

nékolikanasobné sepamai kroky v piibéhu ¢asu. Vyuziva se BTICRaQIT.
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vstup koliziho plynu
(N, nebo Ar)

o

4
»

kvadrupélovy hmotnostni analyzator pohled na kolizni celu kvadrupélovy hmotnostni analyzator detektor
2

Q3

smés ionti z chromatografické kolony prekurzorovy iont vzniklé fragmenty selektované ionty

Obr. 23 Schéma tandemové hmotnostni spektrorftéttie

2.5.4 Detektor lonta

Vzhledem k pisnému pozadavku pro vysokou citlivost a maly Senako detektory iorit
v hmotnostni spektrometrii pouziva limitovany ¢pb deteknich technik. Je to dano
proudem, ktery chceme detekovat &Sinou ma hodnotu 1DA a mér.**% |ontové
detektory pevadji proud dopadajicich iofitna proud elektraih

Faradayova miskaFaraday cup detectdrje jednoduchy detektor, ktery tfodynoda
miskovitého tvaru s povrchem z BeO nebo GaP. Dapatli zpisobi vyraZzeni elektronu
z povrchu, ktery dopada na anodu. Zesitoxasiluje vznikly elektricky proud, ale jeho

$um omezuije citlivost tohoto detektdttf”

Elektronovy nasolsi (Electron multiplier detectgr je dnes nejpouZzivgsim jedno-
kan&lovym detektorem, ktery thiosérie aZz 20 elektrod nebo dyrdH! KdyZ na prvni
dynodu dopadne iont, dojde k vyraZzeni elektronugrktje urychlen elektrickym
potencidlem na dalSi dynodu. Kazdy elektron svymazem vyrazi nové elektrony, které
jsou znova urychleny na dalSi dynodu. Tento kaskifgl@fekt prolghne ges vSechny

dynody a poskytne £&Z 1§ nasobny proud.

2.5.5 Hmotnostni spektrum

V hmotnostni spektrometrii se jako hmotnostni spekt ozng&uje zapis zastoupeni
jednotlivych rozliSenych iontovych drtih charakterizovanych #&mym nabojem, tedy
pongrem naboj&astice k jeji hmotnosttasgji vSak ponérem hmotnosti:naboj. Hmotnost
castice se obvykle vyjadje v atomovych hmotnostnich jednotkach u,ip@=a (Dalton).
Naboj se udavd @tem elementarnich néligj které castice nese (Q = z;e).

Za predpokladu, Zez; =1, je ponér {m},/z;e piimo roven relativni atomové resp.
molekulové hmotnosti danéastice. Schématicky se hmotnostni spektrum ziéjor
rovnokEznymi Usékami, jejichz poloha wuje hmotnost a délka zastoupeni, vztazené

k negetrsjsimu iontovému druhu spektfd”
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. PRAKTICKA CAST
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3 CILE PRACE

Cilem diplomové prace bylo:

I.  Zpracovani literarni reSerSe vyskytu a analyzyatstklinovych antibiotik.

[I.  Optimalizace a validace metody UPLC — MS/MS preoaietklinova antibiotika:

Tetracyklin (TC),

Chlortetracyklin hydrochlorid (CTC),

Oxytetracyklin hydrochlorid (OTC) a

Doxycyklin hydrochlorid (DC).

lll.  Analyza moznych realnych vzarla jejich vyhodnoceni.

IV.  Zhodnoceni vysledka ginosu prace.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité pristroje, chemikalie a software

4.1.1 UPLC-MS/MS systém pro analyzu
Vysoceinny kapalinovy chromatograf Dionex Ultimate 300@&mecko
Hmotnostni spektrometr API 2000 od firmy AB Sci&li§A

Analyticka kolona s fedkolonou ZORBAC RRHD Eclipse Plus C18 (3 x 50 ni8,um),
Agilent Technologies, USA

Generator dusiku NM20Z, Peak Scientific

4.1.2 Zarizeni a material pouZzity pro extrakci vzorki

Centrifuga EBA 21, Hettich

SPE Vacuum manifold, 12 positions set, Phenomenex
Membranova vywva N86KN.18/IP20, KNF Neuberger GmbH
SPE Oasi8HLB 6cc (200 mg) Extraction cartridges, Waters, USA
pH metr CyberScan pH 510, Eutech Instruments

B&zné vybaveni analytické labor#&to

4.1.3 Pouzité chemikalie

Methanol HPLC grade, Fischer Scientific

Acetonitril CHROMASOLV® Plus, for HPLC3 99,9 % - Sigma-Aldrich
Kyselina mraveti CHROMASOLV®, for LC-MS,> 98 % - Sigma-Aldrich
Milli-Q voda upravena fistrojem The aquaMAX’ Ultra 370 Series
Kyselina trichloroctova, p.a., Sigma-Aldrich

Kyselina citronova, monohydrat, p.a., Sigma-Aldrich
Hydrogenfosforgnan disodny, dihydrat, p.a., Sigma-Aldrich

Chelaton 11l (disodné&rts kyseliny ethylendiamintetraoctove), p.a., Sigmiakich
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4.1.4 Pouzité standardy

Tetracyklin TC), > 98 %, Sigma-Aldrich Chemie GmbH g¢htecko

Chlortetracyklin hydrochlorid@TC), > 75 %, Sigma-Aldrich Chemie GmbH g¢hecko
Oxytetracyklin hydrochlorid@TC), > 95 %, Sigma-Aldrich Chemie GmbHghecko

Doxycyklin hydrochlorid DC). > 98 %, Sigma-Aldrich Chemie GmbHghecko

4.1.5 Software pouZzity pro zpracovani a prezentaci dat
Analyst® Software, AB Sciex, USA

Dionex™ Chromeleon™ 6.8 Chromatography Data Systeam Thermo Fisher
Scientific, USA

Microsoft® Office Word 2010, Microsoft Corporation, USA
Microsoft® Office Excel 2010, Microsoft Corporation, USA

Microsoft® Office Paint, Microsoft Corporation, USA
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4.2 Pracovni postupy

4.2.1 Priprava roztokia pro extrakci tetracyklin i z mléka

Pro sraZzeni makromolekul v mléce byipgpaven roztok 20 % kyseliny trichloroctové
v Milli-Q vode¢ (w/v).

Pro extrakci analyitbyl pripraven Mcllvain pufr; 1 litr; pH 3,5

» kyselina citronova 11,8 g
* hydrogenfosforénan disodny dihydrat 13,72 g
« NaEDTA 33,62 g

4.2.2 Priprava standardi

Zasobni roztoky byly ifpraveny rozpughim navazeného mnozstvi standard MeOH
na fibliznou koncentraci 1 - 2 mal™. Skuténa koncentrace bylargpasitana vzhledem
k cistott analyti a navazce. Zidodi poklesi intenzit byly zasobni roztoky kazdé
3 mesice pipravovany cerstvé. VeSkeré roztokytipravené v MeOH byly skladovany

v mraznéce zabalené v alobalu.

Pro optimalizaci MS a LC-MS byly pouzity pracovntarsdardy o koncentraci
1a5ugml?, které byly pipraveny fedtnim zasobnich rozték do sngsi MeOH
a 0,1% HCOOH v po#ru 1:1. Pracovni standardy bylyigravovanycerstvé, vzdy fed

planovanymi 2 tydennimi experimenty.

Pro gipravu kalibr&nich roztok byly pripraveny nejprverednim zasobnich roztak
standardy s koncentracip§-ml™* v roztoku MeOH. Dal$infedsnim do MeOH vznikly
kalibrasni roztoky o koncentraci 25; 50; 100; 250 a 500mig. Skladovany byly

v ledniice @i 4 °C bez pistupu s¥tla, stejrt jako pracovni roztoky.

Stabilita fipravenych roztok byla zkoumana v zavislosti gase, viz kapitola 5.4.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 59

4.2.3 Pr¥iprava vzorkia a izolace analyé

Extralkeni postup analyit z mléka byl pevzat a upraven z valitiai prace Cinquina, A. L,

et al!®

Do 50 ml polypropylénové centrifugai zkumavky bylo k alikvotu 5 ml
homogenizovaného a pasterizovaného miékdapo zndmé mnozstvi tetracyklinovych
antibiotik. Naspikovany vzorek byl vortexovan pobdol min pro dokonalou distribuci
analyti v matrici. Nasleda byly pridany 2 ml 20 % kyseliny trichloroctové a vzorek by
ttepan 5 minut. Poffdavku 20 ml Mcllvain pufru byla sés vortexovana po dobu 1 min
a centrifugovanaip6000 rpm po dobu 15 minut.

Postup pro extrakci na tuhou fazi (SPE kolonky €FasiLB) byl nasledujici:

* Postupné aktivace kolonky 3 ml MeOH a 2 ml Mili-Qdy
 Aplikace supernatantu; 1,5 ml- rifin

e Promyti 4 ml Milli-Q vody

* SuSeni 1 min do sucha proudem vzduchu

* Eluce TCAs 3 ml MeOH

Zakoncentrovani prailo v termobloku fi 40 °C pod proudem dusiku do sucha. Residua
byla rozpud&tna v 1 ml MeOH a do doby analyzy byly skladovanymvaznice.
Pred injektovanim do UPLC systému byly vzorky filthowy p@es Nylonovy filtr
(0,22um; pramer 13 mm).
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Optimalizace hmotnostni detekce pro vybrané tetradginy

Pred analyzou reédlnych vzarkz biogennich matric bylo nutné optimalizovat negr

hmotnostni spektrometr, tj. vhotinastavit parametry.

Standardni roztoky tetracyklinovych antibiotik bydjavkovany do MS pomocitipného
nastiku. V ramci optimalizace byla vyuZita pouze jedooda hmotnostni spektrometrie
pro zakladni nastaveniriptroje. Poté bylo nastaveni jen lehce upravenovyuditi
tandemové hmotnostni spektrometriesi®hi probihalo v MRM moduMultiple Reaction

Monitoring). Pritok byl nastaven na hodnotuBmin™.

Z provedené reSerSe bylo z§i8b, Ze Tetracyklin a Oxytetracyklin v pozitivnim E®8S
médu poskytuji protonovany molekularni iont [M+H]ktery byl vzdy zvolen jako
prekurzor. Dale byly fitomny produktové ionty, které vykazovaly ztratuQ8ltoni (Da),
jenz odpovidaly neutralni ztgatmolekuly HO ([M-H,O+H]") a nasled# iont s dalsi
neutralni ztratou molekuly NH[M-H ,O-NHz+H]") odpovidajici celkové ztr&85 Da.

Ackoliv nejvice bazickym mistemédhto antibiotik je dimethyl aminova skupina,
dominantni ztrata protonovanych molekuti mizkych koliznich energiich je prav
zminované od&peni vody a amoniaku. Ke zt¢atvody dochézi za iftomnosti
hydroxylové skupiny v poloze C-6 obecné struktur@AE (viz Obr. 1). K od$peni
amoniaku dochazi z karboxy-amidové skupiny v polog€ podle navrhovaného

reakéniho schématu uvedeného na Obr. 24.

_ o _ _
H3C\N/CH3 H3C\N/CH3
OH NH, &
— |
NH2 \O
OH 0 OH

Obr. 24 Reaéni schéma od&peni NH; z iontu [M+H]"®!

Chlortetracyklin a Doxycyklin v pozitivnim ESI MSaddu poskytuji jako prekurzor také

protonovany molekularni iont [M+H] Produktové ionty vykazovaly ztratu 17 anebo
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35 Da, jez odpovidaly neutralni z&#dtiH; ((M-NHs+H]") a s naslednou neutralni ztratou
molekuly HO ([M-H 20-NHz+H]").

Veskeré nalezené a identifikované exaktni hmotglsmuji s &mi v provedené reSersi.
Jejich sumarizace a ceélselné molekulové hmotnosti jsou uvedeny v Tab.sigje tak

jsou pro zjednoduSeni uvady i popisky spekter.

Tab. 18 Pozorované ionty tetracyklinovych antitkqdii optimalizaci MS (Q1)

Analyt | Prekurzorovy iont [m/z] Produktovy iont [m/z] Odsepeni

TC 445 427 [M-H,O+H]"
41C [M-H,O-NHz+H]"

CTC 479 462 [M-NHz+H]*
444 [M-NHs-H,O+H]"

OTC 461 443 [M-H,0+H]"
426 [M-H,O-NH3+H]*

DC 445 428 [M-NHz+H]"
41C [M-NH3-H,O+H1"

V rdmci optimalizace tetracyklinbyly ménény parametry MS i ptimém nasiku:

IS - lonSpray Voltage pozitivni ionizace + 4 000 az + 5 500 [V]
negativni ionizace - 4 500 az - 3 000 V]

CUR -Curtain gas 10 - 30 Fmin™]

DP -Declustering potential 0-150 [V]

CEP -Collision Entrance Potential 0-100 V]

EP -Entrance Potential 0-12 [V]

FP -Focusing Potential 50 - 370 V]

Optimalizace MS pro jednotlivé tetracykliny (Tetyiiin (TC), Chlortetracyklin
hydrochlorid (CTC), Oxytetracyklin hydrochlorid (@}, Doxycyklin hydrochlorid (DC))
jsou uvedeny v jednotlivych podkapitolach 5.1.1.1.%. Cilem bylo najit pravtakové
podminky, aby rd protonovany molekularni iont [M+H]nejwtsi intenzitu, produktové
ionty [M-H,O+H]" nebo [M-NH+H]" a[M-H,O-NHz+H]" intenzitu co nejmensi a také

aby byl v pozadi co nejmensi Sum.
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5.1.1 Optimalizace stanoveni Tetracyklinu

5.1.1.1 Pozitivni ionizace

Pii pozitivni ionizaci pimého nagtku tetracyklinu o koncentraci 1 mg byla nejprve
sledovana intenzita signaluiipzmeéné nagti na kapilde (1S, viz Tab. 19), ostatni
parametry byly ponechany defadtnastavené vyrobcem (CUR 1fnin™, DP 80 V).

Tab. 19 Znéna intenzity signalu TC [cps; 30t zmeng IS

'SV 5500 5250| 5000( 4750| 4500| 4250/ 4000
[m/z]
410 190 150 160 160 160 130 110
427 41 39| 27 40 32 24 32
445 47 35| 30 34 26 23 29

poznamka: cps - count per second; veskeré hodsotyjvedeny na exponent 10

Z Tab. 19 lze wjist, Ze se sniZujicim se rin klesd intenzita signalu. Pro dalSi
experimenty bylo ponechano nastaveni +4500 Vivodu porovnani s negativni ionizaci.

e 410 [M-H:0-NH;+HJ*

B8 38 dd

Intensily, cps
R

‘ m 427 [M-H0+H]"
H l 445 [M+H]"

i !
-
o «»Wwﬂ« W Mww J@wxﬂmf\wﬁm’wwi‘ m»w ukl’% W%WWWW’M’W‘W\‘ %M»M i WWMWWWW *Ms:’ i

i3

H

Obr. 25 Hmotnostni spektrum TC 1 (IS +4500 V)

Na Obr. 25 je uvedeno profilové hmotnostni spekttatracyklinu @i pozitivni ionizaci.
Ve spektru Ize obtiznidentifikovat iont s 445 m/z (Da). Také jsou zdeadroduktové
ionty 427 m/z a 410 m/z. lont 410 ma ze vSech detakych ioni tetracyklinu nejetsi
intenzitu @ danych experimentalnich podminkach. Nastaveniodgpvané vyrobcem

nebylo optimalni, jelikoZ {) daném nastaveni byly tgdnosiiovany produktové ionty.
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DalSim nénénym parametrem byl ptok plynu (CUR, viz Tab. 20), dusiku, jenz
napomaha odgavani rozpoustla z vytvaenych kapiek v elektrospreji. ZvySeni ftoku

v tomto gipact nevedlo ke zvySeni intenzity signalu. Snizeni Sumaupozadi nebylo
v téchto experimentech pozorovano, a proto nebyl padjolento parametr zkouman

a bylo pro pozgsi meteni pouzito nastaveni dopgéané vyrobcem.

Tab. 20 Znéna intenzity signalu TC [cps; I0pri

zméné CUR
i
QURTEMINTT ) 151 12| 14 | 16 | 20
[m/z]
410 160 140 140 130 110
427 32 31 30 30 26
445 26| 26| 21| 18 20

Velmi dalezitym menénym parametrem byl deklastém potencial (DP, Tab. 21), jenz
zna'i rozdil potencialu mezi clonanskimmer cone orifice plate Cim vy3si napti, tim
vySSi je fragmentace analytu ve prédp produktovych iorit uvedenych v Tab. 18.
Z podminek nastaveniigtroje vyrobcem je ve spektru (Obr. 25)&ide dochézi kiflis
velké tvorkg produktovych iont v neprospch prekurzoru, hmota 445 m/z. Proto byl tento
parametr zkouman postupnym snizovanim od hodnopomtované vyrobcem, 80 V,
az na hodnotu 5 V. Natfené hodnoty intenzit sledovanych idbniiti daném nastaveni

deklasteraniho potencialu je uvedeno v Tab. 21.

Muzeme si povSimnout, Ze optimalni hodnota dekla&téna potencialu lezi meazi
20 (5,310° cps) a 10 V (5,40 cps) pro nejintenzivsi signal hmoty 445 m/z. Bylo tedy

Zadouci podroh#)si zkoumani, uvedené v podkapitole 5.1.5.
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Tab. 21 Znéna intenzity signalu TC [cps; i0opii

zmén& DP
PPV g0 | 60 | 40| 20| 10| 5
[m/z]
410 160 320 450 170| 55 | 35
427 32| 66 180180 130 88
445 26| 45| 180530| 500 480

445 [M-H]*

427 [M-H:0+H]*

20 50 B B %0 asn B

gyt 5 -
22 j
ol | [
| 1 i 1 [ERSE
= e

Obr. 26 Hmotnostni spektrum TC 5 (IS +4500 V, DP 10 V)

Na Obr. 26 je uvedendarové profilové hmotnostni spektrum tetracyklinu r(l™)
pii pozitivni ionizaci s nizkou hodnotou deklasterido potencialu. Ve spektru je patrny
z&kladni pik spektra prekurzorového iontu s 445 m/mejtSi intenzitou f danych
experimentalnich podminkach. Také je zde patrnyyktovy iont s 427 m/z. Ve spektru
jsou také pitomny ionty 467 a 483 m/z, oba s velmi nizkymiemitami. Tyto ionty

mohou paiit adukfim tetracyklinu [M+Na] a [M+K]".
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Pro porovnani je na Obr. 27 uvedeno hmotnostnitgpektetracyklinu g vyssi hodnat
deklasteraniho potencialu. Ve spektru jdou jednosmaurcit vSechny hledané ionty: 410,
427 a 445 m/z.

410 [M-HO-NH;+HJ*

WEEELEAN

427 [M-H2O+H]

ams

«— 445 [M+H]*

ARG EER AL E R EEEEE A AN

838

Obr. 27 Hmotnostni spektrum TC 5 (IS +4500 V, DP 40 V)
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5.1.1.2 Negativni ionizace

Pro srovnani s ionizaci pozitivni byla &fana i negativni ionizace. V praxi se pro detekci
téchto antibiotik ale negativni ionizace nevyuZivaprato byla optimalizace provedena
v ESI"modu (literatura poskytuje velké mnozstvi dat, aekter jak zékladnich sléenin
tak i MS/MS fragmerit).

V negativni ionizaci byly hledany exaktni hmoty ferfM-H]". V hmotnostnim spektru
zobrazeném na Obr. 28 Ize snadno identifikovatadhldl pik spektra s 442,8 m/z, ktery
pati deprotonovanému molekularnimu iontu tetracyklif@statni ionty, které mohly
vzniknout od&penim molekul amoniaku nebo vody, nebyly za danpduminek

nastaveni fistroje ve spektru identifikovany.

«— 442 8 [M-H]

Obr. 28 Hmotnostni spektrum TC 1 (IS -4500 V, DP 10 V)
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5.1.2 Optimalizace stanoveni Chlortetracyklinu

5.1.2.1 Pozitivni ionizace

Pt pozitivni ionizaci pimého nastku chlortetracyklinu byla také sledovana intenzita
signalu i zméné nagiti na kapilde (IS), ostatni parametry byly ponechany defa&ultn
nastavené vyrobcem jako vieguchozim fipac pii optimalizaci tetracyklinu.

Z nantienych dat byla pozorovana snizujici se intenzga&u se sniZzujicim se np

444 [M-H20-NHs+H]" —» «— 479 [M+H]"

a2

462 [M-NH3+H]——

EE
&
L
E p——
8
Z £
1

Obr. 29 Hmotnostni spektrum CTC 5 4#g(IS + 4500 V, DP 40V)

Na Obr. 29 je uvedeno pro lepSfeplednost hmotnostni spektrum chlortetracyklinu
o koncentraci 5 m' pii pozitivni ionizaci. Ve spektru Ize snadno ideitif/at
prekurzorovy iont s 479 m/z. Také jsou zde dva pkéavé ionty 462 m/z a 444 m/z
vzniklé postupnym od&bovanim amoniaku a vody z prekurzorového iontu.t lon
501 m/z niiZze ot jako v @ipadt tetracyklinu pait aduktu chlortetracyklinu [M+Na]
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Zmeény intenzit signalu sledovanych i@anfpiéi zmeéné deklasteréniho potenciélu jsou

v sy

iontd ve prosgch zvySeni intenzity iontu prekurzoru, hmota 479z.mbtejr jako
v piredchozim fipact muzeme soudit, Ze optimalni hodnota deklasigiteo potencialu

miZe byt v rozsahu 20 a 10 V (intenzity 4@ cps a 4,8.0° cps).

Tab. 22 Znéna intenzity signalu CTC [cps; A

zméné DP
DPIM | 80| 60| 40| 20| 10| 5
[m/Z]
444 120 230 250 74 | 23| 20
462 67 | 140 240 120| 47 | 32
479 18| 49| 240440 460 360

Na Obr. 30 je uvedeno hmotnostni spektrum, kter® bpeéieno s vy3Si koncentraci
analytu gi hodnot deklasteréniho potencialu 10 V. Ve spektru je patrny zaklagik
spektra patci prekurzorovému iontu 479 m/z. Produktové iodB2 a 444 m/z jsou

ve spektru fitomny, ale dosahuji velmi nizkych intenzit.

«— 479 [M+H]*

462 [M-NH3+H]

‘ J 444 [M-H20-NH3+H]* —» s o

A N A N O — S = TR [ [
00 %0 2 2% E 350 a0 450 500 50

Obr. 30 Hmotnostni spektrum CTC 5 4#fg(IS +4500 V, DP 10 V)
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V hmotnostnich spektrech stanovovanych tetracykbgly pozorovany hmoty a nagn
vdzané hmoty o jednotky m/z vySSi. Tyto hodnoty axdgaji izotopickym pikm
ukazujicim na fitomnost dvou uhlik *C a kysliku ve forrs *°0, *’O a*0. Tento trend
je patrny na hmotnostnim spektru chlortetracyklii@br. 31) a dale pak na spektrech

jednotlivych teracyklig v priloze.

462,0

479,0

| 4440
: 463,5 480,6

4642 479.8| 14813

| il

445,5

a5 EY ES =0 £ a0
me Ds

Obr. 31 Hmotnostni spektrum CTC 5 #ifg(detail pozorovanych hmot)

5.1.2.2 Negativni ionizace

Negativni ionizace chlortetracyklinu je zobrazemaQ@br. 32. V uvedeném hmotnostnim
spektru byl identifikovan zakladni pik spektra $467/m/z, ktery pat deprotonovanému

molekularnimu iontu chlortetracyklinu, tedy [M-H]

+— 4766 [M-H]

iy,
L EtbrsRaRssRsdBdsidaasddasaiasanannadaass

Obr. 32 Hmotnostni spektrum CTC 5 #iyIS -4500 V, DP 10 V)
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5.1.3 Optimalizace stanoveni Oxytetracyklinu

5.1.3.1 Pozitivni ionizace

Na Obr. 33 je uvedeno hmotnostni spektrum oxytgklaw (koncentrace 5 miy),

pii pozitivni ionizaci s hodnotou deklasténého potencidlu 40 V. Ve spektru
Ize identifikovat prekurzorovy iont s 461 m/z. Puetbvé ionty vzniklé postupnym
odS€povanim molekul vody a amoniaku, 443 a 426 m/z,i maj danych podminek

nastaveni fistroje vysSi intenzity nez prekurzorovy iont. \pektru je pitomen navic iont
s 483 m/z, tery fize patit aduktu oxytetracyklinu [M+Nd]

« 426 [M-H,O-NH3+H]*

« 443 [M-HLO+H]*

iidissosannbsasaanantahoaanst

— 461 [M+H]*

frriiTEifgsd

Obr. 33 Hmotnostni spektrum OTC 5 #ig(IS +4500 V, DP 40 V)

Intenzity signdl oxytetracyklinu pi zmén¢ deklaster&niho potencialu jsou uvedeny
v Tab. 23 kde rniweme pozorovat, Ze niZSi r@ip opit vede ke sniZeni intenzit
produktovych ioni ve prospgch zvySeni intenzity iontu prekurzoru. Optimalnidhota
deklasteraniho potencialu pro nejintenzi$jdi signal prekurzoru, hmoty 461 m/z,
je priblizng v rozsahu hodnot 20 a 10 V, s intenzitami-B)8 cps a 4,10° cps

pro koncentraci 1 mb*.
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Tab. 23 Znéna intenzity signalu OTC [cps; Y

Zméne DP
DPIM | g0 | 60| 40| 20| 10| 5
[m/2]
426 100 290 400 | 140| 57 | 30
443 30| 60 150160 110 74
461 20| 37| 140380 410 360

Hmotnostni spektrum oxytetracyklinu,fipnizSi hodnat deklasteraniho potencialu
je uvedeno na Obr. 34, kde Ize snadno identifikaékdadni pik spektra prekurzorového
iontu 461 m/z. Ve spektru je také identifikovateioft 443 m/z a mozny adukt [M+Na]
S 483 m/z.

LER

461 [M+H]

443 [MHOHH]

‘

il i [ 1 A ! W !

EJ 15 o 250 £

. Da

Obr. 34 Hmotnostni spektrum OTC 5 #ig(IS +4500 V, DP 10 V)
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5.1.3.2 Negativni ionizace

Na Obr. 35 je pro srovnani s pozitivni ionizaciizace negativni. Ve spektru je patrny
signal hmoty vyraz& prevySujici Sum s 4585 m/z, ktery patdeprotonovanému

molekularnimu iontu oxytetracyklinu, [M-H]

« 4585 [M-HJ

Intenséy, cps
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Obr. 35 Hmotnostni spektrum OTC 5 #ig(IS -4500 V, DP 10 V)
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5.1.4 Optimalizace stanoveni Doxycyklinu

5.1.4.1 Pozitivni ionizace

Intenzity sledovanych iofit pfi pozitivni ionizaci gimého nastku doxycyklinu
o koncentraci 1 m'jsou uvedeny v Tab. 24, kde siizeme povsimnout zény intenzity
oproti ostatnim analytn. Doxycyklin totiZz v pozitivni ionizaci netwd intenzivni signal
pro hmotu 410 m/¢[M-H,O-NHs+H] *), ale pro hmotu 428 mgM-NHs+H] ), viz Obr.
36.

Tab. 24 Znéna intenzity signalu DC [cps; d0pti zmeng IS

ISV | 5500| 5250 5000 4750| 4500| 4250/ 4000
[m/2]
410 15 | 20| 48| 47 41 41 44
428 330 310 240 260 260 240 230
445 50 | 69 44| 40 39 48 51

17268 .

428 [M-NHs+H]* ——

uuuuu

445 [M+H]?

410 [M-ILO-NHs+H]*

— ams las  aeee

[ 1

) ) % 2% B %0 a0

Obr. 36 Hmotnostni spektrum DC 5 #ig(IS + 4500 V, DP 40V)

Na Obr. 36 je uvedeno profilové hmotnostni spektrdaxycyklinu, v jehoz spektru

je snadno identifikovatelny prekurzorovy iont s 44%z. Také lze identifikovat dva
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produktové ionty 410 m/z a 428 m/z, ktery m& zechSdetekovanych ioatnejwtsi
intenzitu @ danych podminkach, tedy iont vznikly og3nim amoniaku
z prekurzorového iontu. lont 410 m/z méa ovSemidspkoncentraci standardu 5 4y
velmi nizkou intenzitu. Tato skuteost byla v 6ekavani, jelikoz tato hmota nebyla
potvrzovana ve &Sir¢ pripadi v provedené reSerSi. Je to iwddu Ze doxycyklin
neobsahuje hydroxylovou skupinu v poloze C-6 a tedgochazi k od§bovani vody.
Ackoliv pii vy3si koncentraci, 5 migt, je mozné dany iont nalézt. Ve spektru je také ion

s 467 m/z, ktery riize patit aduktu doxycyklinu [M+Nal.

Naméiené intenzity doxycyklinu ip zmeéné deklasteraniho potencialu jsou uvedeny
v Tab. 25, kde se sniZzujicim se sam se néni porer intenzit ve prosgch hmoty
445 m/z. Optimélni hodnota pro nejintenzijgi signal prekurzoru, hmoty 445 m/z,

je priblizné v rozmezi hodnot 20 a 10 V, s intenzitami-Z(R cps pro koncentraci 1 mdg.

Tab. 25 Zmi¥na intenzity signalu DC [cps; i|opii

zmené DP
DPIM | g0 | 60| 40| 20| 10] 5
[m/Z]
410 21 59 41 10 11 10
428 260/ 630 940| 340 160| 89
445 30| 97 330720 720 610

Na Obr. 37 je uvedeno hmotnostni spektrum doxyoykii¥i nastaveni deklastefiaiho
potencialu 10 V. R tomto nastaveni |ze snadno identifikovat zaklggiki spektra, paéici
prekurzorovému iontu doxycyklinu s 445 m/z. Prodwkt iont 428 m/z lze ve spektru

identifikovat, @&koliv ma velmi nizkou intenzitu signalu.
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Obr. 37 Hmotnostni spektrum DC 5 (IS +4500 V, DP 10 V)

5.1.4.2 Negativni ionizace

Pro srovnani s ionizaci pozitivni byla &f@na i ionizace negativni, zobrazena na Obr. 38.
Jediny vyrazny signal hmoty s 442,8 m/ztpateprotonovanému molekularnimu iontu

doxycyklinu, tedy [M-H].
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Obr. 38 Hmotnostni spektrum DC 5 (IS -4500 V, DP 10 V)
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5.1.5 Tandemova hmotnostni spektrometrie

DalSim krokem optimalizace hmotnostniho spektromeairobihala v MS/MS maodu.
Pro poteby analyzy bylo ovSem nejprve nutné najit takowednpinky, aby nil

prekurzorovy iont [M+H] co nejintenzivijdi signal. Vliv pro tuto podminku ma
deklasterani potencidl PP, Declustering Potentigl vstupni potencial HP, Entrance

Potentia) a zaosbvaci potencialkP, Focusing Potentid

2,50E+06 e,
2,00E+06 -

LSOE+05 |

Intenzita [cps]

1,00E+06

\\
5,006+05 e

0.00E+00 . : . : . —_—
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 8§ 00 05 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150

DP[V]

— Tetracyklin ——Chlortetracyklin —— Oxytetracyklin — Doxycyklin

Obr. 39 Intenzity signélanalyti pii zméne deklasteraniho potencialu.

Optimalni hodnota deklastér@ho potencialu (viz Obr. 39) pro nejintenzijgi signal
prekurzorového iontu [M+H]tetracyklinu, oxytetracyklinu a doxycyklinu je 16 & pro
chlortetracyklin 21 V. JelikoZz byly analyty stanaémy spoléné, v ramci kompromisu
byla zvolena hodnota deklastemého potencialu 16 V,ipkteré chlortetracyklin vykazuje

vySS§i intenzity nez zbyvajici analyty.

Parametr EP, vstupni potencial, ushuje ionty skrze vysokotlakou oblast nultého
kvadrupdlu a ¥tSinou nabyva hodnot +10 V pro pozitivni ionty & {dro ionty v negativni
ionizaci. Ovliviiuje vSechna ostatni n&pv pristroji pii optimalizaci a ma tedy vyznamny
dopad na optimalizaci sléeniny. Optimalni hodnota vstupniho potencialu
pro nejintenziviyjSi signal byla nagtena pro tetracyklin, oxytetracyklin a chlortetraloyk
5,00 V a pro doxycyklin 7,00 V (viz Obr. 40). Vydlga hodnota vstupniho potencialu byla
zvolena 5,00 V,  které maji vSechny analyty 100 % intenzitu signéldoxycyklin 97 %

intenzitu signalu.
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Obr. 40 Intenzity signélanalyti pii zméné vstupniho potenciélu.
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Obr. 41 Intenzity signélanalyti pii zméné zaostovaciho potencialu.

Poslednim réfenym parametrem, ktery ma vliv na intenzitu prekuwgzého iontu analwt
je zaostovaci potencial FP, uveden na Obr. 41. Optimalndnbta pro tetracyklin
a doxycyklin je 370 V, pro chlortetracyklin 350 Vpaio oxytetracyklin 360 V. V ramci
kompromisu byla zvolena hodnota 370 V (CTC 99,3 @T& 98,8 % intenzity).

Po zngieni optimalnich paramétmpro maximalizaci intenzity prekurzorovych iénibylo

v programu Analyst pomoci MS/MS analyzy sledovamagrentace a porovnavany
intenzity jednotlivych fragment VeSkeré fragmenty analyfjsou uvedeny na Obr. 42-
Obr. 45. Podle rifeni evropské komise 96/23/EC! jsou v giloze &. 1 vyzadovany
detekci hmotnostni spektrometriichto antibiotik alespd 3 identifikatni body (Ps).

V této praci byly pouzity celkem 4 identifikai body, prekurzor pro identifikaci analyt
(1 IP) a dva produktove ionty (kazdy 1,5 IPs).
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Obr. 42 Fragmenty prekurzoroveho iontu tetracykBrm/z 445,042
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Na Obr. 42 je spektrum s fragmenty tetracyklinuo Betekci byly vybrany 2 produktové
ionty: 410,169 m/z, ktery byl pouzit pro kvantifiiaa 154,104 m/z pro identifikaci.
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Obr. 43 Fragmenty prekurzorového iontu chlortetkéioy s m/z 479,039

Ve spektru uvedeném na Obr. 43 je vice intenziviiiagment chlortetracyklinu, nez
v pripact tetracyklinu. Pro kvantifikaci byl vybran iont 4494 m/z a iont 154,118 m/z byl
pouzit pro identifikaci slokeniny.
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Obr. 44 Fragmenty prekurzoroveho iontu oxytetraioyks m/z 461,069

Spektrum oxytetracyklinu na Obr. 44 zobrazuje fragty, z nichZz byl vybran
pro kvantifikaci iont 426,221 m/z a pro potvrzeané slodeniny iont 201,148 m/z.
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Obr. 45 Fragmenty prekurzorového iontu doxycykknm/z 445,087

Pro kvantifikaci doxycyklinu byl pouzit iont s 4280 m/z a iont 267,116 m/z

pro identifikaci. Spektrum na Obr. 45 obsahuje éinktenzity ostatnich iofif Ize tedy
piedpokladat velmi nizky deteki limit u tohoto antibiotika.
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Pii MS/MS analyze dochazelo ke vzniku velkého mndzgagment a pro kazdy z nich
bylo poteba najit nejvhodijsi parametr kolizni energi€E, Collision Energya vystupni

potencial z kolizni celyGollision Cell Exit Potencial, CXP
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— Tetracyklin 445.042/410.136 —— Chlortetracyklin 479.029/444.113 —— Oxytetracyklin 461.069/426.221 — Doxycyklin 445.087/428.200
----- Tetracyklin445.042/154.104 - Chlortetracyklin479.029/154.116 ----- Oxytetracyklin 461.069/201.148 ----- Doxycyklin 445.087/267.116

Obr. 46 Intenzity signél vybranych produktovych io@itanalyti pii zméné kolizniho
potencialu.

Na Obr. 46 je uvedena graficka zavislost intengliranych produktovych iofitanalyti

pii zmeéne kolizni energie. Tento parametr owiyje potencial mezi nultym kvadrupélem
(Q0) a kolizni celou (Q2). Vyuziva se pouze u skgpu MS/MS a vyjatlje mnoZstvi
energie, kterou ziskaji prekurzorové ionty, kdyzed&ruji do kolizni cely, kde koliduji
s molekulami kolizniho plynu a jiz vytvenymi fragmenty. Pro analyzu v médu MS/MS
byla zvolena hodnota CE 25,0 V.

Je-li pouzit méd r¥eni MS pomoci prvniho (Q1) &etiho (Q3) kvadrupdlu, vioZzené
napiti ke kolizni cele je RO2cfllision cell rod offsgt a ukuje parametr vstupniho
kolizniho potencialu CEP, Collision Entrance Potentlal Fxi téchto skenech nedochazi
k fragmentaci, a proto tento parametr optimalizuggintenzivigjSi signal prekurzorového
iontu [M+H]", ktery je pro tetracyklin a chlortetracyklin 24 ®xytetracyklin a doxycyklin
22 V. V r&dmci kompromisu e byt zvolena hodnota 22 Viifkteré maji tetracyklin
a chlortetracyklin fiblizné 99 % intenzitu signalu.

Optimalizovany parametr vystupniho potencialu zizudl cely je pro tetracyklin
a oxytetracyklin 32 V, chlortetracyklin a doxycykli34 V. V ramci kompromisu byla
zvolena hodnota CXP 32,0 V.
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5.2 Optimalizace kapalinové chromatografie pro vybranéetracykliny

Pfi spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostnpaekgometrem bylo nutné zvolit
vhodnou mobilni fazi pro etmi gradient a nasledroptimalizovat parametry, které mohou
mit vyznamny vliv na vysledny tvar a intenzitu péajednotlivych analyi: teplota
analytické kolony, pitok mobilni faze a teplota iontového zdroje.

5.2.1 Vybér mobilni faze

[

Bruno, et all”® ve své praci zkoumal vliv nejpouzivigsich organickych fazi, methanolu
a acetonitrilu na intenzitu pik Z vysledki jeho n&teni vypliva, Ze nahrazenim methanolu
acetonitrilem dochézi az k zdvojnasobeni intenzitSach analyt Ke stejnému zé&vu
dosel i Jia, et al®®. Pro vlastni stanoveni byla jako mobilni faze ewal smis

0,1% kyseliny mraveii a acetonitrilu.

5.2.2 Optimalizace teploty analytické kolony

Na zaklad provedené reSerSe bylo zfi8b, Ze pro stanoveni tetracyKlirse voli teplota
analytické kolony v rozmezi 15-40 °C, kapitola 2.8. Experiment byl naplanovan pro
kazdy analyt zvla§ métenim metodou LC-MS, s teplotou ugtajici po 5 °C s pouzitym
gradientem A, viz kapitola 5.2.3, podle prace Bespbt al*®®!. Reterni casy a intenzity

pikd jsou uvedeny v Tab. 26.

Tab. 26 Zavislost ret€nich cadi a intenzit pik tetracyklini piéi zmeéné

teploty analytické kolonyipoptimalizaci LC-MS

Teplota['G | 15 | 20 | 25 | 30 | 35 | 40

Analyt
OTC | Reterni cas [min] 1,83 1,78| 1,72 1,67 | 1,63 | 1,58
Intenzita [cps; 17 53| 65| 49| 40| 35 60

TC Reteréni cas [min] 2,41| 2,23/ 2,20 2,11 2,02| 1,94
Intenzita [cps; 17 140 95| 120| 110, 100, 98
cTc | Retegnicas [min]| 4,11 4,05 3,99 3,91 3,82 3,71
Intenzita [cps; 1] 280 240| 260 190 150| 130
DC Retergni ¢as [min] 4,29 4,24) 4,19 4,14 4,08| 4,00
Intenzita [cps; 17 150| 100 100, 78| 64 46
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Z nanmétenych hodnot Ize jednozér@ pozorovat sniZujici se retémi casy (i vysSi teplod
analytické kolony. Mizeme konstatovat, ze zvySenim teploty Ize tedy ltosdét snizeni
délky analyzy. K eluci analyt dochazi v ptadi oxytetracyklin, tetracyklin,
chlortetracyklin a doxycyklin tak, jak je zitwvano ve validénich pracichiznych autoi.
Nejpozdji se eluuje doxycyklin a jeho retémi ¢as se zkratil o 17,4 i@y pri zmeéné
teploty z 15 na40 °C. Se zvySovanim teploty by @ozorovana signifikantni ztrata
intenzit odezvy detektoru, viipads doxycyklinu o 70 %. Kili pozadavku na nizky
detekni limit byla zvolena teplota analytické kolony IG.

5.2.3 Optimalizace elwniho gradientu

Prabéh elwniho gradientu rive ovlivnit retedni ¢as, intenzitu piku a jeho tvar. Na Obr.
47-Obr. 49 jsou zobrazeny imhy pouzitych eldnich gradient. Zluta barva znd
0,1% kyselinu mraveii, barva zelena pak pamacetonitrilu. Aktualni prtok mobilni
faze v pfibshu eluce je zobrazefervenou pimkou, 250ul- min™.
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Obr. 47 Piib¢h elwniho gradientu A

Eluéni gradient A, Obr. 47, bylipvzat z prace Boschet al'®! a upraven vzhledem
k pouzité kolo® na celkovycas analyzy 15 minut. K eluci analytlochazelo v rozmezi
reterénich¢asi od 1,83 - 4,29 min.
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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.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 84

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.

35000 T T T T T
) |A=64161cpc +158.21
30000 | ] R2=0.9978
25000 | e _
B
= 20000 - - ]
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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.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 92

4-epi
TC TC TC TC TC TC
| 4-epi
- 1
| o
| | | } | 1
| ‘ % 4-epi | \ ‘
| | | | |
[ ‘ \ ‘| | ‘ \ |' :
\ ‘ | \ ﬂ
| ‘\ 4-epi H ‘ “ | || i-M
| | | " A A A R AR
‘ 4-epi . ‘ "\ ‘ 1 w ‘ ‘H [ | | '
| I H = '\ ““ | ) ) [ | N“J{"l .' \\ ‘“ | L“
4-53\)1\ '\ (A" i | | [l [ L . y W M\’f T
J \J I”d\,M . L Yo 5 b N - _“_M,'} \\\v,,,,,‘ LI g i I‘J ‘
Cas 0 dnut 2 dny 4 dny 8 dnt 2 tydny 1 mésic 4 mésice

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.
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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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1,5E+06

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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GAS Chromatography / plynova chromatografie

Gas chromatography—mass spectrometry / pdyobromatografie s

hmotnostg spektrometrickou detekci
Glassy Carbon Electrode / skieé uhlikova elektroda

High-performance liquid chromatography / Wsacinna kapalinova

chromatografie

Inductively Coupled Plasma / induk vazané plazma
Immunoglobulin G / Imunoglobulin G
Immunoglobulin M / Imunoglobulin M

Immobilized metal ion affinity chromatograpligyhromatografie s
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MS
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QO Zero Quadrupole / nulty kvadrupdl

Q1 First Quadrupole / prvni kvadrupol
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Q3 Third Quadrupole teti kvadrupol
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Rs Recovery / vi#znost
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RO2 collision cell rod offset

RP Reversed Phase / reverzni faze

RRS Resonance Rayleight Scattering / Rayleiglsonatini rozptyl

RSD Relative Standard Deviation / relativnigsotlatna odchylka

SIADH Syndrome of Inappropriate Antidiuretic Hornesecretion /

syndrom nefimérené sekrece antidiuretického hormonu
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TCA Trichloroacetic acid / kyselina trichloroctova

TCAs Tetracycline Antibiotics / Tetracyklinova #iotika
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TCA-HCL Tetracycline Antibiotics-hydrochloride dtracyklinové antibiotikum

hydrochlorid
TEM Temperature of ion source / teplota iontovetmje
TFA Trifluoroacetic acid / kyselina trifluoroctova
tITP transient ITP stacking
TLC Thin Layer Chromatography / tenkovrstva chrtogeafie
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tRNA transfer RNA / transferova RNA
UAE Ultrasonic-Assisted Extraction / Extrakce ditvukem
UPLC Ultra-performance liquid chromatography faltinna kapalinova

chromatografie

uv Ultraviolet / Ultrafialové
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