CH 6.8. Stanovenie tetracyklinov v potravinach zivociSneho povodu
metodou HPLC

1. Povod metédy
1. 2052/V1/84 subor 6.11 1I-4, Scientific Veterinary Committee, Working Group - “Reference
Methods for Residues”, General Criteria for the estabilishment of Reference Methods for
the Detection of Residues.
. 1SO Standard 78/2-1982 Layout for standards - Part 2: Standard for Chemical Analysis.
3. MAFF, 1989, Determination of tetracyclines at residue levels in animal tissues. Food
Science Laboratory, Colney Lane, Norwich, UK Standard Operating Procedure.
4. Farrington, W. H. H., Tarbin, J., Bygrave, J., Shearer, G. (1991). Food Addit. & Contamin.
8, 88 - 64.
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2. Princip metody
Tato metoda sa sklada z nasledujucich krokov:

- homogenizacia tuhych vzoriek v pufri alebo nariedenie mlieka pufrom,

- extrakcia sukcinatovym pufrom,

- extrakcia na SPE extrakénej kolonke Oktyl,

- stanovenie pomocou HPLC s UV detekciou

- vypocet mnozstva tetracyklinov z kalibra¢nej krivky so zohl'adnenim vyt'aznosti
tetracyklinu v konkrétnej matrici.

3. Pouzité pristroje a spotrebny material
Centrifugac¢né skimavky

sklenené kolony s

lievik 250 ml

konické banky 250 ml,

banky s hruskovitym dnom 50 ml,

banky s gulatym dnom 250 ml,

filtracny papier

homogenizator,

mieSacka

rotacné odparovacka

pumpa HPLC

chromatograficka koléna plnend Lichrosorb C-8
UV detektor

integrator Spectra Physics 4290,

davkovac¢ Waters Wisp 712,

SPE extrakéné kolonky

4. Zoznam chemikalii
Succinic anhydride,
hydroxid sodny,
EDTA,

metanol,

etanol,

acetonitril,

kyselina oxalova,
kyselina trichloroctava,
Standardy tetracyklinov



5. Priprava Standardov a pracovnych roztokov

Priprava Standardov
-Z4sobny Standardny roztok sa pripravil rozpustenim tetracyklinov v metanole na
koncentraciu 1 mg/ml.

6. Priprava vzoriek
Mnozstvo vzorky musi byt dostatocné na vykonanie analyzy a taktiez na jej opakovanie v
pripade potreby.
Vzorka musi byt’ odobrata a zabalena takym spésobom, aby bola mozna presnd identifikacia v
laboratoriu.
Postup:  Sval:

1. nakrajany sval sa spolu s pufrom umiestni do ultrazvukového kupela na 3 min,

nasledne sa homogenizuje 2 min a centrifuguje 5 min.
2. Supernatant sa prefiltruje cez filtracny papier.

SPE extrak¢né kolonky Oktyl sa aktivuju. Na kolonku sa pripevni konektor so nastavcom. Do
nastavca sa vleju prefiltrované zmieSané extrakty a nechaju sa za zapnutého vakua vsakovat’.
Kolonka sa premyje 10 ml redestilovanej vody. Tetracykliny sa z SPE kolonky eluuju.

7. Podmienky stanovenia
Koléna: Superspher C-18,
Mobilna faza : (acetonitril ) : ( metanol : acetonitril : 0,01 M vodny roztok
kyseliny §tavel'ovej
v pomere 20:35:45 v:v:v ) v pomere 20 : 80 v:v

Prietok mobilnej fazy: 0,5 ml / min
Detekcia: UV 360 nm
Injektovany objem: 20 pl
Teplota: 40 °C

Vzorky, obsahujuce tetracykliny v koncentraciach mimo kalibra¢nej krivky, treba nariedit’ a
pri vypocte zohl'adnit’ prislusny objemovy korekény faktor.

Pri analyze sa odporuca po sérii 5-7 vzoriek kontrolna slepa vzorka so znamym pridavkom
tetracyklinu. Slepa vzorka sa ziska z predchadzajlicej analyzy, je to vzorka, v ktorej neboli
najdené tetracykliny.



