CH 6.12.
Stanovenie rezidui tyreostatik v potravinach zivoc¢iSneho povodu, moci
a krmivach metédou GC/MS
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2. Princip metody
Touto metodou je mozné stanovit’ tyreostatika: tapazol (methimazol), 5-propyl 2-thiouracil, 4-
methyl, 2-thiouracil. Vzorky sa purifikuju na kolonke SPE, ktora obsahuje iontomeni¢ Dowex
S naviazanym merbrominom. Na tento komplex sa tyreostatikd naviazu a eluuji zvysSenou
iontovou silou so sucasne znizenym pH. Purifikované vzorky sa podrobia derivatizicii.
Derivatizacia prebieha pri 60 °C po dobu 30 min pri¢om derivatizaénym &inidlom je tetra-n-
butylamoniumhydrogensulfat. Potom sa derivaty zakoncentruju a detekcia sa uskutocni
pomocou plynovej chromatografie s detektorom MSD.

3. PouZzité pristroje

Plynovy chromatograf s detektorom MSD
kapilarna kolona HP-5

Vodna lazen

Teplomer

Biichnerov lievik

Filtraénd membrana

Viékuové zariadenie

Plastické kolonky pre SPE s objemom 3 ml

4. zoznam chemikalii
Tapazol (methimazol)
5-propyl 2-thiouracil
4-methyl 2-thiouracil
2-thiouracil

Iontomeni¢ Dowex 1X2
Merbromin

Chlorid sodny
Hydroxid sodny

Siran sodny bezvody



Kyselina octova

Kyselina chlorovodikova
Tetra-n-butylamoniumhydrogensulfat
Dichlérmetan

Iodometan

Etylacetat

5. Priprava Standardov
Standardy tyreostatik sa pripravia rozpustenim v metanole.

6. Priprava a purifikacia vzoriek

Pre pripravu vzoriek je potrebné najprv pripravit SPE kolénky s aktivacnou zlozkou
merbrominom. Do sklenenej kadinky sa navazi Dowexu 1X2 a zaleje sa vodou, dobre sa
rozmieSa sklenenou tyCinkou a potom sa Dowex necha usadit’ na dne. Dowex sa presaje
cez Biichnerov lievik a postupne sa premyva vodou, 0,5 M NaOH, 0,5 M kyselinou
octovou a napokon opdt’ vodou. Po odsati vody sa suchy Dowex prenesie do pripraven¢ho
roztoku merbrominu vo fT'asi z umelej hmoty. Celad zmes sa dokladne premiesa sklenenou
tyC¢inkou, fl'aSa sa uzavrie uzdverom a nechd sa trepat’ na trepacke 4 hod. Potom sa cely
obsah fl'aSe presaje cez Biichnerov lievik a postupne sa premyje s vodou, elu¢nym pufrom,
vodou, 0,1 M NaOH a napokon sa premyva s vodou az kym sa nedosiahne pH priblizne 7.
Takto pripraveny Dowex je vhodny na plnenie do SPE koldniek. Pripraveny Dowex sa plni
do prazdnych Standardnych SPE koloniek.

Analyzované vzorky mézu byt’ moc¢, sval pripadne sérum. Na stanovenie sa zoberie 10 ml
mocu, ktory sa nariedi s metanolom, premiesa sa a prefiltruje cez papierovy filter na ktory
sa prida trochu bezvodého siranu sodného. Podobne sa pripravuje aj sérum. V pripade
svalu sa zoberie cca 30 — 40 g svalu anecha sa dokladne zhomogenizovat
Vv homogenizatore. Zo ziskaného homogenizatu sa navazi 20 g a necha sa extrahovat’ v
metanole. Potom sa prefiltruje cez papierovy filter na ktory sa prisype trochu bezvodého
siranu sodného. Pripravené¢ kolonky sa umiestnia na odsavacie vakuové zariadenie
a aplikuju sa na ne prefiltrované vzorky. Kolonky sa premyjt

destilovanou vodou a napokon sa vzorky eluuji eluénym pufrom.

7. Derivatizacia vzoriek

Eluat ziskany pri purifikécii vzoriek sa preleje do zabrusovej skimavky, k tomu sa prida
derivatiza¢ny roztok, dichlormetan a iodometan. V pripade Standardov sa do skimavky
napipetuje po 50, 100 a 250 pl zo zmesného $tandardu tyreostatik a doplni sa elu¢nym
pufrom, ostatné zloZky sa pridaji rovnako ako u vzoriek. Skimavky sa uzavra zabrusovou
zétkou, dokladne sa pretrepti a potom sa ponoria do vodného kuperl'a s teplotou 60 °C. Zmes
v skimavkach sa premieSava pomocou ultrazvuku v ultrazvukovej vani. Po 30 min. sa
skumavky nechaju ochladit’ pri izbovej teplote. V skimavkach sa ustalia dve vrstvy. Na
analyzu sa d’alej spracuje iba dichlormetanova vrstva. Horné vodna vrstva sa odstrani
odpipetovanim sklenenou pipetou. Ziskany ¢iry roztok sa necha odparit’. Odparok sa rozpusti
v etylacetate. Toto mnozstvo sa prenesie do vialky a analyzuje pomocou GC-MSD.

8. Podmienky stanovenia

Koléna: HP-5
Nosny plyn: He, 20 ml/min
Injektor: teplota 250 °C, davkované mnozstvo 2 ul

Teplotny program: 70 °C (1 min), 1. 18 °C/min na 290 °C (5 min)
Detektor: MSD



9. Meranie

Monitoruje sa 12 charakteristickych i6nov (pre kazdy derivat 4) v 3 ¢asovych intervaloch. Ich
presné urcenie sa urobi na zaklade analyzy derivatizovanych koncentrovanejsich standardov
podl’a reten¢nych ¢asov. Kalibra¢na krivka sa zostrojuje na zaklade stanovenia
derivatizovanych Standardov.

Urcenie iontovych hmotovych fragmentov pre stanovenie jednotlivych derivatov tyreostatik
sa robi metédou plynovej chromatografie s hmotovym spektrometrickym detektorom (MSD).

10. Kalibracia a vyhodnotenie
Pre kvantitativne vyhodnotenie sa pouzivaju plochy pikov, ktoré sa porovnavaju s plochami
pikov Standardov zostavenych do kalibrac¢nej krivky.



