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1. UVOD

Rezidui antibiotika mogu se pojaviti u hrani zivotinjskog podrijetla legalnom ili
zabranjenom upotrebom veterinarskih lijekova, izravhom primjenom antibiotika u hrani
zivotinjskog podrijetla ili putem okolisa. To za posljedicu moze dovesti do zdravstvenih
problema kod ljudi — mogu dovesti do pojave antibioticke rezistencije i alergijskih reakcija te

malignih bolesti i poremecaja ravnoteze crijevne mikrobiote (Bedale, 2019).

Jedna od cesto koriStenih skupina antibiotika u veterinarskoj medicini su tetraciklinski
antibiotici. Tetraciklinski antibiotici su prirodni poliketidi koji uklju¢uju brojne klinicki vazne
antibiotike. Tetraciklini su bili prva velika skupina terapeutika koji se koriste kao antibiotici
Sirokog spektra, a ucinkoviti su prema Gram-pozitivnim i Gram-negativnim patogenim
bakterijama, mikoplazmama, klamidijama, rikecijama i jednostani¢nim parazitima. Osnovna
struktura tetraciklina sadrzi 4 linearno povezana Sesteroclana ugljikova prstena, na koje su

vezane razli¢ite funkcionalne skupine (Chopra i sur., 1992).

Metode koje su se koristile za odredivanje rezidua tetraciklina u nepoznatim uzorcima
jaja su tekuéinska kromatografija s tandemskom spektrometrijom masa (LC-MS/MS) i
tekucinska kromatografija ultravisoke djelotvornosti sa spektrometrijom masa i analizatorom
vremena preleta (UHPLC/Q-TOF-MS). Kod odredivanja rezidua tetraciklinskih antibiotika
LC-MS/MS metodom, ekstrakcija analita se provela na dva na¢ina — Quechers ekstrakcijom i
ekstrakcijom organskim otapalom. Kod odredivanja rezidua UHPLC/Q-TOF-MS metodom,

izolacija analita provela se Quechers ekstrakcijom (Manimekalai i sur. 2019).

Stoga je cilj ovog rada bio razviti preciznu metodu odredivanja rezidua tetraciklinskih
antibiotika (tetraciklin, epitetraciklin, oksitetraciklin, epioksitetraciklin, klortetraciklin,
epiklortetraciklin, doksiciklin) u uzorcima jaja, primjenom razli¢itih uredaja (LC-MS/MS i
UHPLC/Q-TOF-MS) i razli¢itih metoda ekstrakcije analita iz uzoraka analiziranih na LC-
MS/MS uredaju, kako bi se utvrdilo koja metoda je pogodnija za odredivanje rezidua

tetraciklina u jajima.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. TETRACIKLINSKI ANTIBIOTICI
2.1.1. Kemijska struktura tetraciklinskih antibiotika

Tetraciklini su prirodni poliketidi koji ukljucuju brojne klini¢ki vazne antibiotike, kao
Sto su oksitetraciklin (5-hidroksitetraciklin, OTC) i klortetraciklin (7-klortetraciklin, CTC).
Tetraciklini su bili prva velika skupina terapeutika koji se od 1940-ih godina Kkoriste kao
antibiotici Sirokog spektra, a ucinkoviti su prema Gram-pozitivnim i Gram-negativnim
patogenim bakterijama, mikoplazmama, klamidijama, rikecijama i jednostani¢nim parazitima
(Suskovié i sur., 2016). Osnovna struktura tetraciklina sadrzi 4 linearno povezana $estero¢lana
ugljikova prstena, na koje su vezane razli¢ite funkcionalne skupine (slika 1). Tetracikline u
klinickoj upotrebi karakterizira jedinstvena C2 amidna funkcionalna skupina i jedan aromatski
prsten (D prsten na slici 1), dok drugi prstenovi sadrze zasi¢ene ugljikove centre (Chopra i sur.,
1992). Periferija molekule tetraciklina moze se podijeliti na dvije razli¢ite regije (slika 1)
oznacene kao gornja i donja periferna regija, koje sadrze razli¢ite kemijske funkcionalne grupe
1 supstituente. Donja periferna regija, koja se proteze od C10 do C4a, ukljuCena je u interakciju
sa 30S podjedinicom ribosoma preko funkcionalnih grupa na ugljikovim atomima C10-C1 koje
sadrze kisik te preko C2 amidne funkcionalne skupine (Nelson i Levy, 2011). Dokazano je da
ve¢ina modifikacija uzduz donje periferne regije tetraciklina znac¢ajno smanjuje antimikrobnu
aktivnost, dok je modificiranje derivata uzduz gornje periferne regije, osobito na pozicijama
C7-C9, pokazalo povecanu aktivnost prema mnogim razli¢itim ciljnim mjestima patogenih

bakterija (Nelson i Levy, 2011).



gornja periferna regija

OH O OH O O

donja periferna regija

SPOJ R R: K3 Ry R: Es Ry
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Slika 1. Prirodni tetraciklini koje proizvode razliCite vrste roda Streptomyces. Osjencane su
gornja i donja periferna regija tetraciklina. TC — tetraciklin, OTC — oksitetraciklin, CTC-
klortetraciklin (Nelson i Levy, 2011)

2.1.2. Tetraciklini u klinickoj uporabi

Klortetraciklin (CTC), kojeg je otkrio Benjamin Duggar 1948. godine u Lederle
Laboratories (kasnije poznat kao American Cyanamid, Wayne, NJ, SAD), i oksitetraciklin
(OTC), kojeg je otkrio Alexander Finlay u ranim 1950-im u Pfizeru (Groton, CT, SAD), bili su
prvi €lanovi grupe tetraciklina (Nelson i Levy, 2011). CTC je izoliran iz Streptomyces
aureofaciens, a ime aureomicin dobio je zbog zlatnog obojenja bakterijske kulture na
agaroznim podlogama. S druge strane, OTC proizvodi Streptomyces rimosus, izoliran u Terre

Haute, IN, SAD, zbog ¢ega je dobio ime teramicin (Nelson i Levy, 2011). Drugi prirodno



dobiveni tetraciklini naknadno su identificirani, na primjer tetraciklini iz S. aureofaciens, S.
rimosus i S. viridofaciens te vazan intermedijer 6-demetil-7-klor-tetraciklin (demeklociklin,
6DM-CTC) kojeg sintetizira mutant soja S. aureofaciens. Danas je 6DM-CTC jedan od
najvaznijih intermedijera koji se koristi u industrijskom mjerilu pri polusintetskim procesima u
proizvodnji tetraciklina druge i tre¢e generacije (Nguyen i sur., 2014). Tetraciklini su peti po
redu antibiotici koji se najvise propisuju Sirom svijeta (Van Boeckel i sur., 2014). Unato¢
njihovoj dostupnosti kao generickih lijekova i Siroko rasprostranjenoj rezistenciji uzro¢nika
bolesti, tetraciklini 1 dalje imaju relativno veliko trziSte. Na primjer, polusintetski tetraciklin

doksiciklin ima procijenjeno trziSte na vise od 250 milijuna dolara (Drugsite Trust, 2013).

2.1.3. Druga generacija polusintetskih tetraciklina

Mehanizam djelovanja tetraciklina sastoji se od njihovog vezanja na ribosome i
inhibiranja translacije tako §to sprjeava vezanje aminoacilirane tRNA na A mjesto (Nguyen i
sur., 2014). Strukturne znacajke unutar tetraciklinske jezgre i primjena organskih sintetskih
reakcija, koje su Lederle i Pfizer neovisno istrazivali, dovele su do daljnje modifikacije skeleta
tetraciklinske molekule, s ciljem dobivanja tetraciklinskih antibiotika s poboljSanim
farmakokinetickim svojstvima, pove¢anom antimikrobnom aktivnosti i smanjenom toksi¢nosti.
Pfizerovi kemicari modificirali su C prsten oksitetraciklina (slika 1) kako bi proizveli 6-
deoksitetraciklin (doksiciklin, slika 2), analoga sa znacajnom aktivnos$¢u, stabilno$¢u i
farmakoloskom uc¢inkovito$¢u, kojeg je americka Agencija za hranu i lijekove (engl. US Food
and Drug Administration — FDA) odobrila za upotrebu 1967. godine (Nelson i Levy, 2011; US
FDA, 2019). Doksiciklin je jo$ uvijek u Sirokoj primjeni ne samo za lijeCenje bakterijskih
infekcija kao §to su upala pluca, akne, infekcije klamidijom, rani stadij Lymeove bolesti, kolera
i sifilis, nego i za kemoprofilaksu i lije¢enje malarije. S druge strane, Lederleovi znanstvenici
su intenzivno proucavali biogenezu CTC u mutantu soja Streptomyces aureofaciens (Nelson i
Levy, 2011). Izolirali su 6DM-CTC prekursor (demeklociklin, slika 2), tetraciklinski skelet
koji posjeduje jedinstvene C6 i C7 funkcionalne grupe, zatim je daljnja kemijska redukcija
demeklociklina rezultirala dobivanjem industrijski vaznog tetraciklinskog intermedijera
sanciklina (6-demetil-6-deoksitetraciklin). Modifikacijama aromatskog D prstena, koristeé¢i
polusintetski pristup, dobiveni su novi C7 i C9 derivati sanciklina. Daljnje polusintetske
modifikacije sanciklina rezultirale su analogom koji posjeduje 7-dimetilamino skupinu
nazvanim minociklin (slika 2), ¢ije su se antibakterijske i farmakoloske aktivnosti prema

Sirokom spektru bakterijskih patogena znacajno poboljsale, u usporedbi s prvom generacijom

4



tetraciklina i s doksiciklinom (Nelson i Levy, 2011; Nguyen i sur., 2014). Ovo poboljSanje
moze Se objasniti ¢injenicom da minociklin ima puno ve¢i afinitet za ribosom nego tetraciklin,
pa zbog toga ucinkovitije inhibira in vitro translaciju. Tako je minociklin postao jedan od
najcesce koristenih tetraciklinskih antibiotika (Nelson i Levy, 2011; Nguyen i sur., 2014).
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Slika 2. Druga i tre¢a generacija tetraciklinskih antibiotika. Omadaciklin i eravaciklin su u

klinickoj fazi evaluacije (Petkovi¢ i sur., 2017)

2.1.4. Trec¢a generacija polusintetskih tetraciklina

Zbog povecane uclestalosti bakterijske rezistencije na prvu i drugu generaciju
tetraciklina, klinicka upotreba tetraciklina znacajno se smanjila u ve¢ini zemalja te u mnogim
slucajevima vise nisu lijekovi od izbora. U kasnim 1980-im povecéana ucestalost antibioticke
rezistencije potaknula je farmaceutske kompanije, ukljucuju¢i Wyeth (danasnji Pfizer), da
ponovno pokrenu ili proSire svoje programe istrazivanja antibiotika. Wyeth je pokrenuo
program za daljnje kemijske modifikacije minociklinskog skeleta, proizvodeéi prvi klini¢ki
primjer tetraciklina koji je na C9 atomu D prstena (slika 2) imao amidnu funkcionalnu skupinu
vezanu na glicinsku podjedinicu (Nelson i Levy, 2011; Nguyen i sur., 2014). Na ovaj nac¢in su
proizveli seriju novih analoga za analizu i evaluaciju, navedeni kao glicilciklini. Mnogi od ovih

spojeva su pokazali aktivnost prema Gram-pozitivnim i Gram-negativnim bakterijama te su
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inhibirali i osjetljive i rezistentne bakterije. Ubrzo je glavni spoj tigeciklin (9-t-butilglicilamido-
minociklin, Tygacyl, slika 2) usao u klinicku evaluaciju te ga je FDA 2006. godine odobrila za
upotrebu u bolnicama (Nelson i Levy, 2011). Tigeciklin pokazuje priblizno 5 puta veéi afinitet
za ribosome nego minociklin (Nelson i Levy, 2011; Nguyen i sur., 2014). Ovaj tetraciklin trece
generacije bio je prvi koji je doSao na trziSte nakon 40 godina. Bio je specifi¢no dizajniran u
svrhu prevladavanja mehanizma rezistencije na tetraciklin, te je klinicki aktivan unutar
propisanih vrijednosti minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) prema Gram-pozitivnim
patogenim bakterijama izoliranim na klinikama Sirom svijeta, uklju¢ujuci i one rezistentne na
druge antibiotike, kao §to su MRSA (meticilin rezistentni Staphylococcus aureus), vankomicin
rezistentni enterokoki (VRE) i penicilin rezistentni S. pneumoniae (Nelson i Levy, 2011,
Nguyen i sur., 2014). Zahvaljujuci svojoj snaznoj aktivnosti prema nekim Gram-negativnim
patogenim bakterijama, primjenjuje se kao krajnje rjeSenje u suzbijanju Gram-negativnih

patogenih bakterija s visSestrukom rezistencijom na antibiotike (Huttner i sur., 2012).

2.1.5. Tetraciklini u procesu razvoja

Primjenom polusintetske kemije temeljene na prijelaznim metalima za proizvodnju
derivata tetraciklina, Paratek Pharmaceuticals (Boston, MA, SAD) je razvio 9-aminometilnu
grupu aromatskog D prstena intermedijera minociklina koji se potom modificirao kako bi se
proizveli analozi 9-alkilaminometil-minociklina s poboljSanom aktivnosti protiv Sirokog
spektra bakterija osjetljivih i rezistentnih na tetraciklin (Draper i sur., 2014). Spoj nazvan
omadaciklin (PTK 0796; slika 2) bio je izabran zbog svoje izrazite aktivnosti, niske toksi¢nosti
i oralne biodostupnosti, te je u trecoj fazi klinickih ispitivanja (Nelson i Levy, 2011; Nguyen i
sur., 2014; Draper i sur., 2014).

S druge strane, tim kojeg vodi Myers na SveuciliStu Harvard razvio je proizvodnju
brojnih novih tetraciklinskih antibiotika (Charest i sur., 2005). Ovaj jedinstveni sintetski pristup
ukljucuje vezanje fragmenta BA prstena s prekursorom D prstena (C prsten se formira u ovom
procesu), generirajuci tako tetraciklinski skelet. Ovaj sustav za sintezu tetraciklina postavio je
Tetraphase Pharmaceuticals (Watertown, MA, SAD), koji je doveo do nastajanja 7-
fluorotetraciklin derivata pod Sifrom TP-434 (eravaciklin, slika 2), a sadrzi 7-fluoro i 9-
pirolidinoacetoamido modifikacije D prstena (Clark i sur., 2012). Eravaciklin je pokazao da
ima puno veci afinitet za ribosome nego tetraciklin - konstantno inhibira in vitro translaciju

uc¢inkovitije nego tetraciklin (Nelson i Levy, 2011; Nguyen i sur., 2014; Clark i sur., 2012).



Eravaciklin pokazuje slican afinitet za vezanje na ribosom kao i tigeciklin. Eravaciklin, kojeg
je razvio Tetraphase Pharmaceuticals, u tre¢oj je fazi klinickih ispitivanja (Tetraphase

Pharmaceuticals, 2015).

2.1.6. Atipi¢ni tetraciklini

Na temelju njihovog mehanizma djelovanja, odnosno, na temelju njihove sposobnosti
inhibicije sinteze proteina, tetraciklini se mogu podijeliti u dvije grupe (Oliva i sur., 1992).
Tipicni tetraciklini, kao §to su oksitetraciklin, minociklin, doksiciklin 1 tigeciklin, sastoje se od
grupe ucinkovitih inhibitora sinteze proteina koji se veZu na 30S podjedinicu ribosoma. S druge
strane, postoji i druga skupina tetraciklina, kao $to su kelokardin (CHD, slika 3) i
anhidrotetraciklin, za koje se Cini da nisu inhibitori sinteze proteina, bar ne oni ucinkoviti,
predstavljajué¢i tako moguénost za razvoj novih tetraciklina s drugacijim mehanizmom
djelovanja (Oliva i sur., 1992). Tetraciklini prve skupine, takozvani tipi¢ni ili klasi¢ni
tetraciklini, pokazuju reverzibilni bakteriostatski u¢inak, dok atipi¢ni tetraciklini druge skupine
dovode do snaznog baktericidnog odgovora tako Sto narusavaju organizaciju bakterijske
citoplazmatske membrane (Chopra i Roberts, 2001; Oliva i sur., 1992). Na primjer, CHD je
prirodni poliketid kojeg proizvodi Amycolatopsis sulphurea (Oliver i Sinclair, 1964), dok su
drugi atipi¢ni tetraciklini kemijski sintetizirani kao 6-tiatetraciklin (Rogalski i sur., 1977) ili
nusprodukti u biosintezi OTC-a i CTC-a kao $to su anhidrotetraciklin, anhidroklortetraciklin i
4-epianhidroklortetraciklin. Nacin djelovanja atipi¢nih tetraciklina jo§ se mora razjasniti kako
bi se omogucio razvoj ove skupine antibiotika. Zanimljivo, Abbott (Abbott Laboratories,
Chicago, IL, SAD) je tijekom 1970-ih proveo drugu fazu klini¢kih ispitivanja sa CHD u
suradnji s bolnicom Sv. Duh (Zagreb, Hrvatska) za tretman infekcija urinarnog trakta (Molnar
i sur., 1977). Medutim, unato¢ snaznoj aktivnosti prema tetraciklin-rezistentnim patogenima,
CHD nije dalje istrazivan. Posljednjih je godina tim kojeg vodi prof. Petkovi¢ sa Biotehniske
fakultete Univerze v Ljubljani ponovo pokrenuo biosintezu ovog atipi¢nog tetraciklinskog
analoga kojeg proizvodi A. sulphurea (Lukezi¢ i sur., 2013). Primjenom biosintetskog
inzenjerstva proizveli su CHD analoge, od kojih neki pokazuju snaznu aktivnost prema
multirezistentnim patogenima, ¢ak i prema Gram-negativnim patogenima Kkoji danas
predstavljaju veliku prijetnju u bolnicama, te su tako pokazali veliki potencijal atipi¢nih
tetraciklina (Le$nik i sur., 2015).
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Slika 3. Odabrani aromatski poliketidni metaboliti sa razli¢itom bioloskom aktivnoséu. Njihovi
odgovarajuci klasteri gena predstavljaju bogat izvor biosintetskih enzima, koji se lako mogu

koristiti u biosintetskom inZenjerstvu za dobivanje novih derivata (Petkovi¢ i sur., 2017)

2.1.7. Biosintetski put tetraciklinskih antibiotika

Tijekom 1960-ih godina u Lederli su proveli vrlo produktivna istrazivanja o biosintezi
CTC kojeg proizvodi S. aureofaciens (McCormick i Jensen, 1969). Proveli su eksperimente
blokiranih mutanata dobivenih nasumi¢nom mutagenezom, $to je rezultiralo proizvodnjom
razli¢itih intermedijera tetraciklina ili nusproizvoda (McCormick i Jensen, 1969). Cjelokupni
biosintetski klasteri gena koji kodiraju za CTC i OTC (slika 4a) klonirani su 1996. i 1989.
godine (Ryan i sur., 1996; Binnie i sur., 1989). Medutim, kompletna DNA sekvencija klastera

gena koji kodira za biosintezu oksitetraciklina u divljem tipu soja S. rimosus objavljena je tek
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2006. godine (Zhang i sur., 2006). Takoder su bili identificirani neki geni koji sudjeluju u
regulaciji klastera gena OTC-a i CTC-a (Yinisur., 2015). Vazne informacije o biosintezi CTC-
a, 0sobito povezane s korakom Kklorinacije u biosintezi CTC-a, doprinjeli su Dairi i sur. (1995),
a Zhu i sur. (2013) su ih nedavno detaljnije opisali. Medutim, najopseZnija istrazivanja
povezana s biosintezom tetraciklina provedena su na biosintetskom putu OTC-a kojeg

proizvodi S. rimosus.

Rane studije na biosintezi OTC-a i CTC-a provela je skupina istrazivaca iz Pfizera
(Sandwich, VB), Lederle i Plive (Zagreb, Hrvatska), uglavnom izmedu 1960-ih i 1980-ih
godina. Akademske skupine bivie Cehoslovacke i hrvatski istraziva¢i Prehrambeno-
biotehnoloSkog fakulteta Sveucilista u Zagrebu proveli su koristan rad na genetici proizvodnih
sojeva tetraciklina, kao i na biosintezi OTC-a i CTC-a (Vangk i sur., 1973). Ruski znanstvenici
iz All-Union Research Institute for Antibiotics u Moskvi su takoder doprinjeli podrucju
genetike proizvodnje OTC-a u S. rimosus, njihov rad je uglavnom bio objavljivan u ruskim
Casopisima (Mindlin i sur., 1961). Rane kruzne kromosomske mape tri soja S. rimosus i S.
rimosus mutanata, blokiranih u proizvodnji OTC-a, neovisno su konstriurale dvije istrazivace
skupine, Friend and Hopwood u Velikoj Bitaniji (Friend i Hopwood, 1971) te Alacevic¢ i sur. u
Zagrebu (Alacevi¢, 1973; Pigac i Alaéevi¢, 1979). Analiza mutanata koji ne proizvode
oksitetraciklin pocetno su predlozili poziciju nekih lokusa odgovornih za biosintezu
oksitetraciklina u donjem dijelu mape. Zanimljivo, ove studije isti¢u dvije lokacije gena
uklju¢enih u biosintezu OTC-a na fizickoj mapi kromosoma S. rimosus (Alacevi¢, 1973; Pigac
i Alacevi¢, 1979). Pocetkom 1980-ih, Pfizerova grupa je objavila napredne geneticke i
biokemijske studije temeljene na S. rimosus mutantima smanjene sposobnosti biosinteze OTC-
a (Rhodes i sur., 1981).

Tijekom ranih 1980-ih, koriStenjem molekularnog pristupa, a znaju¢i da su geni
ukljuceni u biosintezu sekundarnih metabolita najées¢e grupirani na jednoj lokaciji, istrazivaci
u Pfizeru uspjeli su klonirati cjelokupni klaster gena koji kodira za biosintezu oksitetraciklina
(slika 4a) (Butler i sur., 1990). Potom su uspjeli heterologno eksprimirati cijeli klaster gena
oksitetraciklina u Streptomyces lividans i Streptomyces albus, $to je rezultiralo proizvodnjom
oksitetraciklina u heterolognim domac¢inima. Ovo je bio znacajan uspjeh te je bilo potvrdeno
da je cijeli biosintetski put oksitetraciklina, veli¢ine otprilike 35 kb, lociran na jednom mjestu
na kromosomu S. rimosus (Binnie i sur., 1989). Ova postignuca su kasnije pratila suradnicka
istrazivanja izmedu Hunterove grupe u Glasgowu (Velika Britanija) (Petkovi¢ i sur., 1999) i

istrazivacka grupa iz Zagreba (Hrvatska) koja je radila u farmaceutskoj kompaniji Plivi (Peri¢-
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Concha i sur., 2005; Hranueli i sur., 1999). Medutim, tijekom zadnjeg desetljeca, najznacajniji
uvid u biosintezu oksitetraciklina ostvarila je Tangova istrazivacka skupina na Sveucilistu
Kalifornija (Los Angeles, SAD) (Wang i sur., 2013).
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Slika 4. Shematski prikaz: a) klastera gena koji kodiraju za biosintezu oksitetraciklina iz S.
rimosus. Enzimska aktivnost svakog pojedinog navodnog gena oznafena je razliCitim
simbolima prikazanim u legendi. Funkcija svakog genskog produkta u klasteru gena
oksitetraciklina (pod a) odgovara predloZenom biosintetskom putu oksitetraciklina (pod b); b)
biosintetski put oksitetraciklina (OTC) i klortetraciklina (CTC), temeljeni na klasterima gena
OTC-a i CTC-a iz S. rimosus i S. aureofaciens. Pozicija na tetraciklinskom skeletu svakog
predloZzenog prekursora, koja je modificirana odgovaraju¢im enzimom iz OTC (CTC)

enzimskog kompleksa, na pretpostavljenom koraku u biosintezi je osjencana (Petkovi¢ i sur.,
2017)
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2.2. ANTIBIOTICKA REZISTENCIJA

Antibioticka rezistencija prijetnja je ljudskom zdravlju Sirom svijeta jer dovodi do
pojave viSestruke otpornosti bakterija na antibiotike koje su prije bile osjetljive na njih.
Bakterije otporne na antibiotike glavni su razlog pojave zdravstvenih komplikacija koje dovode
do povecane smrtnosti i neuspjesnog lijeCenja. Neregulirana upotreba antibiotika prilikom
uzgoja zivotinja jedan je od glavnih razloga Sirenja antibioticke rezistencije. Geneti¢ki markeri
koji su odgovorni za rezistenciju na lijekove prosirili su se medu razli¢itim bakterijskim vrstama
horizontalnim transferom gena. Zbog toga su regulacija upotrebe antibiotika tijekom uzgoja
zivotinja 1 odgovaraju¢e mjere sigurnosti na farmama neophodni za kontrolu bakterija
rezistentnih na antibiotike (Inbaraj i sur., 2019). Upotreba veterinarskih lijekova u zivotinjskoj
hrani, kao Sto su antibiotici, promotori rasta, nesteroidni protuupalni lijekovi, sredstva za
uspavljivanje itd., moze dovesti do zdravstvenih problema kod ljudi. Ostaci takvih lijekova
mogu biti prisutni u hrani zivotinjskog podrijetla, uklju¢uju¢i meso goveda, svinja i peradi,
mlijeko i1 mlije¢ne proizvode, jaja, ribu i plodove mora te med. Takoder, mogu dovesti do
toksicnosti kao Sto su alergijske reakcije ili dugotrajnih zdravstvenih problema kao §to su
maligne bolesti i poremecaji ravnoteze crijevne mikrobiote. Upotreba antibiotika u hrani
zivotinjskog podrijetla moze uzrokovati razvoj antibioticke rezistencije u bakterijama, Sto moze
dovesti do ozbiljnih, neizlje¢ivih infekcija kod ljudi. Prisutnost rezidua antibiotika u hrani
zivotinjskog podrijetla moze se pojaviti legalnom i zabranjenom upotrebom veterinarskih
lijekova te se moZe pojaviti izravnom primjenom antibiotika u hrani Zivotinjskog podrijetla ili
putem okolisa, sa razli¢itim razinama rezidua ovisno o uzgajanim zivotinjama i metodama
primjene antibiotika. Vecina zemalja su odredile dozvoljene koncentracije rezidua antibiotika
u hrani Zivotinjskog podrijetla, koje prate rutinskim i ciljanim nadzorom. lako se krSenje
dozvoljenih koncentracija rezidua pojavljuje u manje od 1% vecine uzoraka ispitanih u Europi

1 Americi, problem rezidua lijekova se javlja Sirom svijeta (Bedale, 2019).

2.2.1. Molekularni mehanizmi antibioticke rezistencije

Broj infekcija uzrokovanih patogenim bakterijama koje pokazuju visestruku rezistenciju
na antibiotike (MDR, multidrug-resistant) poveceva se Sirom svijeta, te je niz neljeCivih
infekcija postao stvarnost (Walker i Fowler, 2011; World Economic Forum, 2014). Osim
povecanja rezistencije na postojece lijekove, problem je i nedostatak novih antibiotika u

razvoju.
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Bakterije mogu imati urodenu rezistenciju na antibiotike ili ju mogu ste¢i mutacijama u
kromosomalnim genima i horizontalnim transferom gena. Urodena rezistencija bakterijskih
vrsta na odredene antibiotike je sposobnost bakterije da izbjegne djelovanje tog antibiotika kao
posljedica urodenih strukturnih ili funkcionalnih karakteristika (Blair i sur., 2015). Stecena
rezistencija na antibiotike moze biti posljedica nekoliko mehanizama, koji se mogu podijeliti u
tri glavne grupe: prva, mehanizmi koji smanjuju unutarstani¢nu koncentraciju antibiotika kao
posljedica slabog prodiranja antibiotika u bakteriju ili efluksa antibiotika, druga, mehanizmi
koji su ukljueni u modifikaciju ciljnih mjesta na koje djeluje antibiotik bilo geneti¢kim
mutacijama ili posttranslacijskim modifikacijama, i tre¢a, mehanizmi koji inaktiviraju
antibiotik hidrolizom ili modifikacijama (Wright, 2011).

Smanjena permeabilnost i povecani efluks antibiotika mehanizmi su rezistencije kod
bakterija kojima se sprjeCava pristup antibiotika mjestu djelovanja. Gram-negativne bakterije
urodeno imaju manju propusnost za mnoge antibiotike zbog njihove vanjske membrane koja
tvori nepropusnu barijeru (Kojima i Nikaido, 2013). Smanjenje permeabilnosti vanjske
membrane i ograniCavanje ulaska antibiotika u bakterijsku stanicu postize se Smanjenom
ekspresijom porina ili zamjenom postojecih porina selektivnijim kanalima (Wozniak i Waldor,
2010). S druge strane, bakterijske efluks pumpe aktivno transportiraju mnoge antibiotike iz
stanice ¢ime znacajno doprinose urodenoj rezistenciji Gram-negativnih bakterija na mnoge
antibiotike. PoviSena razina ekspresije gena koji kodiraju za efluks pumpe takoder doprinosi
povecanoj rezistenciji na antibiotike koji su prethodno bili u¢inkoviti. Neke efluks pumpe imaju
veliku specifi¢nost za supstrat (Tet pumpe kod tetraciklinskih antibiotika), ali mnoge pumpe
transportiraju Sirok spektar strukturno razli¢itih antibiotika (eng. multidrug-resistance (MDR)
efflux pumps) (Kim i sur., 2013). Neke bakterije imaju gene za te efluks pumpe na plazmidima
koji se mogu prenositi izmedu bakterija (Dolejska i sur., 2013). Ova spoznaja je zabrinjavajuca
zbog toga $to pokazuje da je mehanizam rezistencije prenosiv te da se mozZe ubrzano prenositi

na druge klinicki vazne patogene (Blair i sur., 2015).

Vecina antibiotika se specificno veZe na ciljna mjesta s visokim afinitetom, ¢ime
sprjeCava njihovu uobi¢ajenu aktivnost. Promjene u strukturi ciljnih mjesta za antibiotike koje
sprjecavaju uc¢inkovito vezanje antibiotika, pri ¢emu ciljno mjesto zadrzava svoju uobicajenu
funkciju, mogu uzrokovati rezistenciju (slika 5) (Leclercq, 2002). Zastita ciljnog mjesta
modifikacijom takoder moze predstavljati u¢inkovit mehanizam antibioticke rezistencije Koji

ne zahtijeva mutacije u genima koji kodiraju za ciljane molekule (slika 5) (Kumar i sur., 2014).
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Slika 5. Promjene ciljnog mjesta djelovanja antibiotika kao jedan od mehanizama antibiotike
rezistencije kod bakterija. a) Osjetljiv domacin kod kojeg se antibiotik moze specificno vezati
na svoje ciljno mjesto i pokazati inhibitorni u¢inak. b) Mutacija ciljnog mjesta ili rekombinacija
kojom se osigurava mozaicni alel rezultira funkcionalnim ciljnim mjestom sa smanjenim
afinitetom za antibiotik, koji se ne veze ué¢inkovito zbog ¢ega ima smanjen ili zanemariv u¢inak.
c) Modifikacija ciljnog mjesta adicijom kemijske grupe takoder moze sprjeciti vezanje
antibiotika bez promjene primarne proteinske strukture ciljnog mjesta, zbog cega zadrzava

svoju aktivnost (Blair i sur., 2014).

Osim sprjeavanja antibiotika da udu u stanicu i promjene njihovih ciljnih mjesta,
bakterije mogu razgraditi ili modificirati antibiotike, sprjeCavajuci tako njihovo djelovanje.
Adicija kemijske grupe na molekulu antibiotika pomoc¢u bakterijskih enzima uzrokuje
antibioticku rezistenciju tako Sto sprjecava vezanje antibiotika na njegovo ciljno mjesto

djelovanja kao posljedica sterickih modifikacija (slika 6) (Wright, 2005).
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b Inaktivacija bidrolizom

Antibiotik

w
a Osjetljiv domacin

Ciljani

protein
Ciljani
gen

Slika 6. Izravna modifikacija molekule antibiotika kao jedan od mehanizama antibioti¢ke
rezistencije kod bakterija. a) Osjetljiv domacin kojeg antibiotik u¢inkovito inhibira. b) Sinteza
enzima koji hidrolizira antibiotik, sprje¢ava njegovo vezanje na ciljno mjesto i uzrokuje
rezistenciju. ¢) Sinteza enzima koji modificira strukturu antibiotika, sprje€ava njegovo vezanje

na ciljno mjesto i uzrokuje rezistenciju (Blair i sur., 2014).

Kao rezultat Siroke upotrebe antibiotika u humanoj medicini, lije€enju Zivotinja,
hortikulturi, péelarstvu i laboratorijima za geneti¢ko inZenjerstvo, veliki je evolucijski pritisak

pojave antibioticke rezistencije (Blair i sur., 2015).

2.3. ODREDIVANJE REZIDUA TETRACIKLINSKIH ANTIBIOTIKA
2.3.1. Rezidui tetraciklinskih antibiotika u hrani zivotinjskog podrijetla

Ostatci tetraciklinskih antibiotika mogu zaostati u hrani Zivotinjskog podrijetla zbog
pogresnog lijeCenja odredene zivotinjske vrste, prevelike koli¢ine unesenog lijeka u odnosu na

dozvoljenu dozu ili zbog toga Sto je Zivotinja konzumirala hranu kontaminiranu antibioticima
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(Makovec i sur., 2014). U tablici 1 navedene su propisane NDK vrijednosti za tetraciklinske

antibiotike u hrani zivotinjskog podrijetla.

Tablica 1. Najvece dopustene koli¢ine (NDK) tetraciklinskih antibiotika u hrani zivotinjskog
podrijetla (Europska komisija, 2010)

Napomene (u skladu s

l:;:::;l;: ::__il: Marker rezidua | Vrsta Zivotinje Ciljno tkive (:gﬂ{];) ¢lankom 14 (7) Uredbe 1;;;?;‘;?;2
(EZ) br. 470/2009)
mifié 100 Ne primjenyue se kod
goveda jetra 300 Fivotinja &ije se mlijeko
bubreg 600 korist: za hranu. A
Doksiciklin doksiciklin misic 100 - protuupaine
. koZa 1 masno tkivo 300 . T\e_ Pruty e se kot_i tvari/antibiotict
svinje, perad - Zivotinga &ya se jaja koriste
Jetra 300 b
bubreg 600 = =
sve vrste misié 100 Za ribe kodtunjafe NDK za
zbroj izvornog | Zivotinja koje se jetra 300 migié se odnosi na “misic i aln
Klortetraciklin | spoja i njegovog koriste za bubreg 600 koZu u prirodnom omyeru™. hpr?Fm;pb' te' .
4-epimera proizvodnju mlyeko 100 NDK za jetru 1 bubreg ne aryantbiotict
hrane jaja 200 odnosi se na ribe kotumade.
sve vrste misié 100 Za ribe kodtunjace NDK za
zhbroj 1zvornog | Zivotinga koje se jetra 300 migic se odnosi na “mific 1 aln
Oksitetraciklin | spoja i njegovog koriste za bubreg 600 koZu u prirodnom omyeru”. prc_}.lrlmpb_ e
4-epimera proizvodnju mlijeko 100 NDK za jetru 1 bubreg ne fraryantibioticy
hrane jaja 200 odnosi se na ribe ko¥tunjade.
sve vrste midié 100 Za ribe kodtunjace NDK za
zhbroj 1zvornog | Zivotinga koje se jetra 300 migic se odnosi na “mific 1 aln
Tetraciklin spoja i njegovog koriste za bubreg 600 koZu u prirodnom omyeru”. prc_}.lrlmpb_ e
4-epimera proizvodnju mlijeko 100 NDK za jetru 1 bubreg ne fraryantibioticy
hrane jaja 200 odnosi se na ribe kodtunjade.

2.3.2. Metode za odredivanje rezidua tetraciklina u hrani zivotinjskog podrijetla

Odabir metode za odredivanje rezidua antibiotika u hrani zivotinjskog podrijetla temelji

se na odredivanju koncentracije rezidua, te se u tu svrhu koriste:

e kvantitativne metode kojima se odreduje je li koncentracija prisutnih antibiotika u
uzorcima iznad ili ispod dozvoljene (npr. HPLC, GC)
e metode za potvrdu (engl. confirmatory methods) kojima se identitet rezidua i njegova

koncentracija potvrduju s najve¢com moguéom precizno$éu i tocnoséu (spektrometrija

masa (MS): GC-MS, LC-MS, LC-MS/MS, GC-MS/MS) (Makovec i sur., 2014).

Orijentacijske metode (engl. screening methods) omoguéavaju obradu velikog broja
uzoraka u sto kracem vremenu te detekciju svih potencijalno pozitivnih uzoraka. Pozitivni
uzorci dalje se analiziraju kvantitativnom potvrdnom metodom koja omogucuje jasnu

identifikaciju i kvantifikaciju analita (Makovec i sur., 2014).
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2.3.2.1. Maseni spektrometar (MS)

Maseni spektometar (MS) je instrument koji generira ione u plinovitoj fazi te ih razdvaja
prema omjeru njihove mase i naboja (m/z) pod djelovanjem elektricnog polja u vakuumu.

Maseni spektrometar sastoji se od ionizatora, analizatora masa i detektora.

detektor
| Y’
ako je potrebno,

grijanje hlapivih laganije cestice u uzorku
uzoraka

nabijene Cestice

unos
uzorka teZe cestice u
uzorku
izvor magnetsko polje odvaja
elektrona Cestice po njihovom m/z omjeru

elektriéno polje ubrzivaca
cestica koje prethodi
magnetskoj regiji

magnet

Slika 7. Shematski prikaz masenog spektrometra (Barisi¢, 2016)

Princip rada masenog spektrometra: uzorak se podvrgava visokim energijama snopa
elektrona, nabijene Cestice se ubrzavaju u akceleratoru djelovanjem elektricnog polja, nastali
ioni se provode kroz analizator masa koji razdvaja ione u prostoru i/ili vremenu, razdvojeni ioni
odlaze na detektor gdje proizvode elektricni signal koji se moze detektirati na osciloskopu,

pisacu, ra¢unalu ili na nekom drugom uredaju (slika 7) (Barisi¢, 2016).

Kromatografske tehnike vezane na spektrometriju masa pruzaju veliku koli¢inu
informacija i omogucuju istodobno odvajanje, identifikaciju i kvantifikaciju rezidua razli¢itih

skupina antibiotika (Gentili i sur., 2005).
Tekuéinska kromatografija s tandemskom spektrometrijom masa (LC-MS/MS)

Kvadrupolni analizator masa sastoji se od Cetiri paralelne metalne Sipke s razlicitim
nabojima (dvije nasuprotne Sipke imaju primjenjljiv pozitivan potencijal, a druge dvije Sipke
imaju negativni potencijal). Primjenjeni naponi utjeu na putanju iona koji putuju niz putanju -

samo ioni omjera mase i naboja (m/z) koji odgovara vrijednostima primjenjenog elektri¢nog
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polja, prolaze kroz kvadrupolni filter, a svi drugi ioni su izbaceni sa svoje putanje (Barisic,
2016).

..- — l—*'_-':: _'-._-'.'_: e L L R =t
izvor [ | [ | detektor
mMS1 kolizijska M52
celija

Slika 8. Shema MS/MS uredaja (Henderson i Mclndoe, 2005)

Prvi kvadrupol (MS1) je postavljen tako da propusta ione odredene m/z vrijednosti u
kolizijsku ¢eliju koja sadrzi inertni plin kako bi se ioni dalje fragmentirali. Tre¢i kvadrupol
(MS2) skenira raspon masa od interesa i generira spektar produkt iona, koji su dobiveni od
prekursor iona u prvom kvadrupolu (MS1) (slika 8). Prednosti ovakve izvedbe masenog
spektrometra su jednostavnost, brzo skeniranje, ponovljivost, selektivnost i osjetljivost
(Henderson i Mclndoe, 2005).

Tekucinska koromatografija ultravisoke djelotvornosti sa spektrometrijom masa i analizatorom

vremena preleta (UHPLC/Q-TOF-MS)

Analizator vremena preleta (engl. Time of flight) jedan je od najjednostavnijih izvedbi
masenog analizatora - svi ioni su istodobno ubrzani istim elektri¢nim pulsom te putuju kroz
cijev bez utjecaja magnetskog polja. loni manjeg omjera m/z (manje molekulske mase) putuju
brze od iona veceg omjera m/z (ve¢e molekulske mase) Sto se prikazuje masenim spektrom

(Barisi¢, 2016).

detektor
[ L |

izvor IT.—.] l_ = =

iona o

mMs1 kolizijska celija

reflektor

Slika 9. Shema Q-TOF-MS uredaja (Henderson i Mclndoe, 2005)

Prvi maseni analizator (MS1) je kvadrupol koji propusta samo ione odredenog omjera

m/z u kolizijsku ¢eliju, gdje se dalje fragmentiraju. Drugi maseni analizator (MS2) je analizator
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vremena preleta koji se koristi za prikupljanje podataka produkt iona za izradu spektra (slika
9). Prednosti ovakve izvedbe masenog spektrometra su jednostavnost, velika brzina analize,

selektivnost, osjetljivost te visoka rezolucija odredivanja mase (Henderson i Mclndoe, 2005).
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3. EKSPERIMANTALNI DIO

3.1. KEMIKALIJE | OPREMA
3.1.1. Standardi

e Kilortetraciklin, Vetranal

e Epiklortetraciklin, Toronto Research Chemicals (TRC)
e Oksitetraciklin, Vetranal

e Epioksitetraciklin, Toronto Research Chemicals (TRC)
e Tetraciklin, Vetranal

e Epitetraciklin, Vetranal

e Doksiciklin, Vetranal

e Interni standard: Tetraciklin-d6, Toronto Research Chemicals (TRC)
3.1.2. Kemikalije

e Acetonitril, LC-MS ¢istoce

e Dimetilsulfoksid (DMSO)

e Metanol (MeOH), LC-MS ¢istoce

e Mravlja kiselina (HCOOH), LC-MS ¢istoce
e Ultracista voda

e Magnezijev sulfat (MgSOa)

e Amonijev acetat (CHsCOONHL,)

3.1.3. Oprema i materijali

e Uobicajeni laboratorijski materijal

e Homogenizator tipa stator/rotor (Polytron ili ekvivalentno)

e Tehnicka vaga (preciznost + 0,001 g)

e Vortex homogenizator

e Laboratorijsko posude (PP ¢aSice visoke €istoce, 1 ostalo stakleno posude)

e Automatske pipete (5-50 uL, 10-100 uL, 20-200 pL, 100-1000 uL, 500-5000 pL)
e Centrifuga do 4500 o/min

e Centrifuga do 15200 o/min

e Ultrazvucna kupelj

e Hladnjak +2 do +8°C
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Zamrzivac s najnizom temperaturom od -18°C

Digestor

Tamne plasti¢ne viale od 2 mL

Tamne plasti¢ne viale s insertom od 300 pL

PTFE c¢epovi sa silikonskom septom

Sustav evaporacije teku¢im dusikom sa kupelji

Dusik 99,999%

Kupka za degaziranje

Kromatografska kolona: Acquity UPLC HSS T3 1,8 um, 2,1x150 mm, Waters
Predkolona: Acquity HSS T3 1.8 uM vanguardPre-Col, Waters

LC-Q-TOF: HPLC uredaj Agilent Technologies 1290 Infinity s Analizatorom vremena
preleta TOF (engl. Time of flight) Q-TOF G6550A

LC-MS/MS: HPLC Agilent Tech. 1290 i Triple Quad LC/MS 6470 opremljen sa ESI
sustavom za ionizaciju, sa uredajem za samouzorkovanje povezani sa raCunalom sa
softverom za upravljanje instrumentima, prikupljanje i obradu podataka (ili ekvivalent)
- Agilent Technologies 6470 Triple Quad

3.2. METODE RADA

3.2.1. Cuvanje uzoraka

Prilikom zaprimanja uzoraka jaja radi se homogena mjeSavina Zumanjka i bjelanjka od

viSe od 6 cijelih jaja i rasporeduje u poduzorke u skladu sa postupkom uredenim unutar

laboratorija.

3.2.2. Priprema otopina

Mobilna faza A: 0,1% mravlja kiselina (u tikvicu od 1000 mL dodati 1 mL mravlje
kiseline, nadopuniti do oznake ultra¢istom vodom), valjanost mobilne faze A je 4 dana
cuvana na sobnoj temperaturi U zatamnjenom posudu

Mobilna faza B: MeOH (LC-MS ¢istoce)

0,5% mravlje kiseline u acetonitrilu: pipetirati 2,5 ml mravlje kiseline u tikvicu od
500 mL, nadopuniti do oznake acetonitrilom

5M amonijev acetat: 38,5 g amonijevog acetata otopiti u 100 mL ultradiste vode

5 mM amonijevog acetata: pipetirati 200 uL. SM amonijevog acetata u tikvicu od 200

mL, nadopuniti do oznake ultracistom vodom
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3.2.3. Priprema standardnih otopina veterinarskih lijekova

Bazne otopine standarda pripremaju se zasebno nakon ¢ega se pripremaju mjesavine
zasebnih grupa analita. Radne otopine veterinarskih lijekova sluze za obogacéivanje kontrolnih
uzoraka, odnosno za pripremu matriks kalibracijske krivulje i za izradu standardne krivulje.
Bazne otopine svih tetraciklina pripremljene su u koncentraciji 1 mg mL™. One sluze za
pripremu radne otopine mjesavine tetraciklina koja se onda koristi za pripremu kalibracijske
krivulje. Standardne radne otopine pripremaju se ovisno 0 njihovim NDK vrijednostima
(najve¢im dozvoljenim koli¢inama) koje su propisane Uredbom komisije (EZ) br. 37/2010.
Najveéa dozvoljena koli¢ina tetraciklina u jajima iznosi 100 pg kgt za klortetraciklin,
epiklortetraciklin, oksitetraciklin, epioksitetraciklin, tetraciklin i epitetraciklin, odnosno zbroj
NDK izvornog spoja i njegovog 4-epimera iznosi 200 ug kg?, dok je prisutnost doksiciklina u
jajima zabranjena. Priprema standardne radne otopine veterinarskih lijekova opisana je u tablici
2.

Tablica 2. Priprema standardnih radnih otopina veterinarskih lijekova (Hrvatski veterinarski
institut, 2018)

POLAZNA Polazni Ciljana Ciljani stgnzc;]:rzie
ANALIT OTOPINA volumen koncentracija volumen mieSavine
4 1 o
(ngmL?) Vi (mL) C2(ngmL7) | Vz (ML) -tikvica o o1 e
Klortetraciklin,
Epiklortetraciklin,
Oksitetraciklin
S R 0,5 20000
Ep|0kS|tetra9|kI|n, 1000000 25 S1
Tetraciklin,
Epitetraciklin
Doksiciklin 0,1 4000
Oznaka polaznog POLAZNA Polazni Ciljana Ciljani stgnzc;]:rlt(j?we
standarda MIX S1-| OTOPINA volumen koncentracija volumen mjesavine
TTC 1 1 il
(ng mL?) Vi (mL) Co(ngmL™) Vo (mb) -tikvica |\ oo 3a3A
Klortetraciklin,
Epiklortetraciklin,
Oksitetraciklin
L oo 20000 1 2000
Eplok5|tet_ra(_:|klm, 10 32
Tetraciklin,
Epitetraciklin
Doksiciklin 4000 1 400
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3.2.4. Priprema internog standarda

U uzorke za kalibraciju te u ispitne uzorke dodaje se otopina internog standarda MIX-
Q-TOF-IS2 pri koncentraciji koja je priblizno jednaka MRL (engl. maximum residue level)
koncentraciji odgovaraju¢eg analita. Tetraciklin-d6 koristio se kao interni standard za
odredivanje tetraciklinskih antibiotika. U tablici 3 prikazan je postupak pripreme otopine
internog standarda.

Tablica 3. Priprema otopine internog standarda za tetraciklinske antibiotike (Hrvatski
veterinarski institut, 2018)

POLAZNA Polazni Ciljana Ciljani Oznaka
OTOPINA volumen koncentracija volumen standardne
ANALIT ! mijesavine
-1 -1 i .
(ngmL™) V1 (mL) c2 (ngmL?) | Vo (mL) - tikvica MIX-Q-TOF-IS1
Tetraciklin-d6 1000000 0,5 20000 10 I1S1
. - R Oznaka
Oznaka polaznog POLAZNA Polazni Ciljana ) Ciljani standardne
standarda M1X- OTOPINA volumen koncentracija volumen mjesavine
Q-TOF-1S1 a1 1 i
(ngmL™) V1 (mL) c2 (ngmL?) | V2 (mL) - tikvica MIX-Q-TOF-1S2
I1S1 20000 5 4000 25 1S2

Bazne otopine standarda i internih standarda su stabilne 6 mjeseci skladiStene u
zamrzivacu na -20°C. Radne otopine S1 i IS1 stabilne su 6 mjeseci pohranjene u zamrzivacu
na -20°C. Radne otopine S2 te 1S2 stabilne su 2 mjeseca pohranjene u hladnjaku na +2 do
+8°C.

3.2.5. Priprema uzoraka

Kontrolni uzorak stanja instrumenta je standard pripremljen pri koncentraciji koji

odgovara L3 koncentracijskoj razini.

Slijepi kontrolni uzorak (engl. Blank) predstavlja mjesavinu acetonitrila i vode (200 uL
+ 800 pL).

Slijepi kontrolni uzorak otapala (engl. Solvent blank) predstavlja uzorak proveden kroz
ekstrakciju bez prisustva matriksa, kako bi se lako detektirala moguca kontaminacija otapala

koristenih u ekstrakciji - negativni kontrolni uzorak otapala.
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Negativni kontrolni uzorak matriksa (engl. Matrix blank) predstavlja uzorak jaja koji ne

sadrzi analite koji se pretrazuju ovom metodom.
Obogaceni kontrolni uzorak — matriks kalibracijska krivulja

Negativni uzorci jaja obogaéuju se standardnom radnom otopinom u skladu s MRL
vrijednostima (1/5 MRL, 1/2 MRL, MRL, 1,5 MRL i 2 MRL).

Priprema standardne krivulje na otapalu

Za kontrolu linearnosti odziva instrumenta te stabilnosti standardnih otopina priprema
se kalibracijska krivulja na otapalu. Postupak pripreme standardne krivulje na otapalu za jaja

opisan je u tablici 4.

Tablica 4. Standardna krivulja na otapalu za jaja (Hrvatski veterinarski institut, 2018)

L1 L2 L3 L4 L5 Slijepa proba
(nL) (nL) (nL) (nL) (nL) (nL)
H.0 800 800 800 800 800 800
MeOH 140 125 100 75 50 200
MIX S2-JAJA 10 25 50 75 100 -
MIX-Q-TOF-1S2 50 50 50 50 50 -

Koncentracijska razina koja odgovora koncentraciji u uzorku L3= MRL

Slika 10. Viale s otopinama za pripremu standarnde krivulje na otapalu (vlastita fotografija)
Priprema matriks kalibracijske krivulje

U svakoj analizi priprema se matriks kalibracijska krivulja na nacin da se odredeni
matriks, u ovom slucaju jaja, obogati na 5 koncentracijskih razina ovisno o postavljenom MRL-

u ili najnizoj koncentraciji ispitanoj u validacijskom postupku. U uzorke jaja dodaje se
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standardna radna otopina tetraciklina M1X S2-JAJA i otopina internog standarda MI1X-Q-TOF-

IS2 prema tablici 5.

Tablica 5. Matriks kalibracijska krivulja na jajima (Hrvatski veterinarski institut, 2018)

M1 M2 M3 M4 M5 Slijepa proba

MATRIKS
(L) (L) (@L) (L) (@D (nL)
. MIX S2-JAJA 20 50 100 150 200 -
Jajazg
MIX-Q-TOF-1S2 100 100 100 100 100 -
. MIX S2-JAJA 50 125 250 375 500 -
Jajasg

MIX-Q-TOF-1S2 250 250 250 250 250 -

Redoslijed injektiranja uzoraka na LC-MS/MS i UHPLC/Q-TOF-MS uredaje:

Slijepi kontrolni uzorak (engl. Blank)

Uzorci (razine L1-L5) za pripremu standardne kalibracijske krivulje na otapalu
Slijepi kontrolni uzorak (engl. Blank)

Negativni kontrolni uzorak matriksa (engl. Matrix blank)

Uzorci (razine M1-M5) za pripremu matriks kalibracijske krivulje

Slijepi kontrolni uzorak (engl. Blank)

Kontrolni uzorak stanja instrumenta (L3 koncentracijska razina)

Slijepi kontrolni uzorak (engl. Blank)

3.2.6. Procis¢avanje uzoraka

3.2.6.1. QUECHERS (engl. quick, easy, cheap, effective, rugged and safe) ekstrakcija

odvagati 5 + 0,05 g homogeniziranog jajeta u epruvetu od 50 mL s cepom

obogatiti uzorke dodatkom internog standarda 250 pL MIX-Q-TOF-1S2 te uzorke za
kalibraciju mjesavinom standarda MIX S2-JAJA kako je opisano u tablici 5

dodati 10 mL 0,5% mravlje kiseline u acetonitrilu, nakon dodatka odmah vorteksirati
mijesati na mehani¢koj mjesalici/vorteksu kroz 10 minuta (2000 o/min)

centrifugirati 4000 okretaja/min kroz 10 minuta pri 4°C

EMR aktivacija praska: dodati 3 mL 5 mM amonijevog acetata u epruvetu s EMR
praskom te odmah vorteksirati kroz 20 sekundi, dodavati pufer dok je epruveta s

praskom na vorteksu, pazec¢i da se stvorila jednolika emulzija

24



e prebaciti 7 mL supernatanta od uzorka jaja (0,5% mravlja u ACN) u aktiviranu emulziju
s praskom

e odmah vorteksirati tijekom 5 minuta

e centrifugirati 4000 okretaja/min kroz 10 minuta pri 4°C

e supernatant dekantirati u novu epruvetu od 50 mL s ¢epom

e dodati sadrzaj soli MgSOs iz vreéice | snazno muckati dok se ne razbiju stvrdnuti
komadi soli, zatim odmah vorteksirati ru¢no

e dodatno vorteksirati na mehanic¢koj mjesalici kroz 2 minute

e centrifugirati 4000 okretaja/min kroz 10 minuta pri 4°C

e prebaciti 2 mL supernatanta u staklenu epruvetu od 12-15 mL

e dodati 50 uL DMSO

e odpariti u struji dusika pri 40°C dok ne zaostane volumen od ~50 pL

e otopiti uzorke dodatkom 100 uLL MeOH, vorteksirati i zatim dodati 850 uLL H.O

e otopiti kroz 5 minuta u ultrazvu¢noj kupelji

e prebaciti otopinu u epruvetu od 2 mL za ultracentrifugu te centrifugirati pri 15000
okretaja/min, kroz 5 minuta pri 4°C

e Dbistru otopinu uzorka (400 uL) prebaciti u vialu s insertom

e napomena: faktor razrijedenja 1

Slika 11. Priprema uzoraka (vlastita fotografija)
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3.2.6.2. Ekstrakcija organskim otapalom

e o0dvagati 2 + 0,02 g uzorka jaja u plasti¢nu epruvetu od 50 mL

e U uzorke dodati 100 uL. mjesavine internog standarda MI1X-Q-TOF-1S2

e U uzorke za matriks kalibracijsku krivulju dodati otopinu mjesavine standarda MIX S2-
JAJA kako je opisano u tablici 5

e dodati 8 mL 0,5% mravlje kiseline u acetonitrilu (hladnog, ¢uvanog na temp 2-8°C) te
vorteksirati kratko pojedinac¢no

e 10 minuta vorteksirati na vrtloZznoj mjesalici

e centrifugirati na 4600 o/min na 4°C

e prebaciti supernatant u epruvetu od 15 mL

e dodati 50 uLL DMSO u svaku epruvetu sa supernatantom

e Upariti do priblizno 50 pL pri 40°C pomocu duSika

e Otopiti uzorak na na¢in da se doda 150 pL vode, vorteksira i 5 minuta otapa u
ultrazvucnoj kupelji

e prebaciti uzorke u pasteurove epruvetice od 2 mL i centrifugirati na 15000 o/min pri
4°C, 5 minuta

e prebaciti bistri supernatant u viale (ne filtrirati)

e napomena: faktor razrijedenja f = 1/8

Slika 12. Priprema uzoraka (vlastita fotografija)
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3.2.7. Mjerenje na LC-MS/MS uredaju

Slika 13. Uredaj HPLC Agilent Technologies 1290 i Triple Quad LC/MS 6470 (vlastita
fotografija)

Instrumentalna analiza obavlja se na instrumentu LC-MS/MS: HPLC Agilent Tech.
1290 i Triple Quad LC/MS 6470. Odvajanje se izvodi na kromatografskoj koloni: Acquity
UPLC HSS T3 1,8 um, 2,1x150 mm, Waters s predkolonom: Acquity HSS T3 1.8 uM
vanguardPre-Col, Waters. Kormatografski uvjeti prikazani su u tablicama 6 i 7. Instrumentalni
parametri dani u tablici 8 pokazali su se optimalnim za provodenje analize te su prikazane i

ionske tranzicije za svaki od analita pri razli¢itim kolizijskim energijama.

Tablica 6. Kromatografski uvjeti

Kromatografska kolona Acquity UPLC HSS T3 1,8um, 2,1x150 mm
Predkolona Acquity UPLC HSS T3 1,8 um, 2,1x5 mm
VanGuard Pre-Column
Protok 0,4 mL min?
Temperatura odjeljka kolone 40°C
Sustav za uzorkovanje Volumen injektiranja 10 pL
Temperatura 10°C

Injektiranje s ispiranjem igle 15 s
(MeOH/ACN/PropOH 5:2,5:2,5)
Mobilna faza Otopina A: 0,1 % mravlja kiselina
Otopina B: MeOH LC-MS ¢istoce
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Tablica 7. Gradijentna kromatografija

Vrijeme Otopina A Otopina B Protok Tlak
1 |3 min 100% 0% 0,400 mL min* | 1000 bar
2 | 10 min 5% 95% 0,400 mL min* | 1000 bar
3 | 13 min 5% 95% 0,400 mL min* | 1000 bar
4 13,5 min 100% 0% 0,400 mL min*t | 1000 bar
5 |17 min 100% 0% 0,400 mL min*t | 1000 bar

Uvjeti MS/MS spektrometra:

Parametri instrumenta: Temperatura plina 150°C

Protok plina 13 L min™

Nebulizacija 35 psig

Temperatura plina (sheath) 300°C

Protok plina (sheath) 11 L min'*

Napon kapilare 4000V
Volumen injektiranja je 10 pL te se injektiranje provodi uz ispiranje igle u polozaju za pranje
(engl. Flush Port) kroz 10 sekundi, otopinom 25% ACN, 25% MeOH, 50% ultraciste vode i

0,01% mravlje Kiseline.

3.2.8. Mjerenje na UHPLC/Q-TOF-MS uredaju

Slika 14. HPLC uredaj 1290 Infinity udruZzen s masenim analizatorom s vremenom preleta (MS

Q-TOF) Agilent 6550 Quadrupole Time of Flight Mass Spectrometer (vlastita fotografija)
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Za provodenje analize koristi se HPLC uredaj 1290 Infinity udruzen s masenim
analizatorom s vremenom preleta (MS Q-TOF) Agilent 6550 Quadrupole Time of Flight Mass
Spectrometer G6550A s Dual AJS ESI sustavom za elektrosprej ionizaciju. Kromatografski
uvjeti isti su kao i kod LC-MS/MS uredaja te su prikazani u tablicama 6 i 7. Instrumentalni
parametri dani u tablici 9 pokazali su se optimalnim za provodenje analize te su prikazane i
ionske tranzicije za svaki od analita pri Cetiri razlicite kolizijske energije (0, 10, 20, 40 eV).
Analiti se ioniziraju u pozitivnom nacinu rada. Vrijednosti m/z iona prekursora i iona produkata

navedeni su u tablici 9.

Uvjeti O-TOF spektrometra:

Nacin rada snimanja: Acquisition Mode MS1 u rasponu od m/z 50-1500
Stupanj skeniranja: 4 spektra sec™
Parametri instrumenta: Temperatura plina 150 °C

Protok plina 18 L min™
Nebulizacija 30 psig

Temperatura plina (sheath) 400°C
Protok plina (sheath) 12 L min™*
Funnel Exit DC 50

Funnel RF HP 150

Funnel RF LP 60

Segmenti skeniranja: Kolizijske energije 0; 10; 20; 40 eV
Parametri po segmentima: Napon kapilare VVcap 3500 V
Nozzle 0 V
Fragmentor 350
Skimmer1 45

Octopole RFPeak 750

Referentne mase (m/z):

Pozitivni Negativni
121,05087 112,98558
922,00979 1033,98811
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3.2.9. Kvalitativna i kvantitativna procjena rezultata

Rezultati analize prikazuju se pomo¢u Mass Hunter Qualitative i Quantitative Analysis

racunalnih programa.

Potvrdna analiza supstancija provodi se u MS nacdinu rada Q-TOF masenog
spektrometra, All lon skeniranjem analita, te MRM detekcijom (engl. Multiple Reaction
Monitoring) MS/MS spektrometra. Potvrda analita prilikom potvrdne metode zasniva se na
nekoliko uvjeta:

e Retencijsko vrijeme, odstupanje £+ 0,5 min

e Prisutnost iona prekursora analita, S/N >10

e Tocnost odredivanja mase prekursora <5 ppm (eng. Mass accuracy)

e Prisutnost minimalno 2 produkt iona, S/N >10

e Odstupanje ionskog odnosa prekursora i produkta mora biti manji od 20-30% u odnosu
na kalibracijsku krivulju
Kvantitativna procjena provodi se na osnovu kalibracijske krivulje pripremljene na

matriksu izradom grafikona s povr§inom pika prekursora u ovisnosti o teoretskoj koncentraciji

analita.
Izrazavanje rezultata i korekcija iskoristenja

Koncentracija analita izrazava se u ng g* ili pg kg koriste¢i 3 znacajne decimale.
Korekcija iskoristenja uracunata je u rezultat jer se kvantitativno odredivanje vrSi pomocu
matriks kalibracijske krivulje te se koristi interni standard. IskoriStenja moraju odgovarati
propisanim limitima odredenim u Odluci komisije 2002/657/EC (Pravilnik, 2005). Vrijednosti
trebaju odgovarati onim utvrdenim u validacijskom postupku te su dio kontrole kvalitete u

obliku kontrolne karte iskoristenja.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Tehnike analiticke detekcije rezidua antibiotika ukljucuju imunoloske metode kao Sto
su ELISA (engl. enzyme-linked immunosorbent assay), radioimuno ispitivanje (engl.
radioimmunoassay) i biosenzori, dok najrasireniju primjenu imaju kromatografske metode kao
Sto su plinska kromatografija (GC), tekuéinska kromatografija (LC) ili tankoslojna
kromatografija visoke djelotvornosti (HPTLC - high-pressure thinlayer chromatography),
zajedno s razli¢itim sustavima detekcije. Od svih navedenih metoda, tekucéinska kromatografija
se koristi u viSe od 80% objavljenih rezultata odredivanja rezidua veterinarskih lijekova u
uzorcima hrane. Prednosti primjene tekuéinske kromatografije su velika osjetljivost i
selektivnost ¢ak 1u uzorcima koji sadrze slozeni matriks. Najcesce se tekucinska kromatografija
primjenjuje sa spektrometrijom masa, pri ¢emu se koriste razli€iti ionizatori kao S§to su npr.
MALDI (eng. Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization — matricom potpomognuta laserska
desorpcija/ionizacija) i ESI (engl. ElectroSpray lonization), te se primjenjuju razliiti
analizatori mase kao $to je kvadrupolni analizator mase i analizator vremena preleta (engl. Time
of Flight). Tri glavna podruéja na koja se treba usredotociti kako bi se postigla maksimalna
ucinkovitost analitiCke metode su razvoj, optimizacija i validacija metoda s ciljem poboljSanja
ucinkovitosti analiticke metode pri ¢emu je vazan i odabir tehnika ekstrakcije i pro¢is¢avanja

uzoraka (Manimekalai i sur. 2019).
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4.1. OPTIMIZACIJA LC-MS/MS i UHPLC/Q-TOF-MS SUSTAVA ZA
ODREDIVANJE REZIDUA TETRACIKLINA

Kako bi se postigla maksimalna osjetljivost i selektivnost instrumenta, potrebno je
provesti optimizaciju instrumentalnih parametara s§to ukljucuje definiranje ionskih oblika
tetraciklinskih antibiotika. Fragmentacija tetraciklina potaknuta je kolizijom s inertnim plinom
dusikom. Kako bi se postigao najbolji prinos produkt iona ispitivani su razli¢iti naponi
fragmentora. Zatim su se ispitivale razli¢ite kolizijske energije te su se za kvantifikaciju (prvi
produkt ion) 1 kvalitativno odredivanje (drugi produkt ion) odabrale one s najjacim
intenzitetom. Optimalni napon fragmentora odreden je koriStenjem razli¢itih napona
fragmentora u SIM (engl. Selected lon Monitoring) na¢inu rada, a optimalne kolizijske energije
odredene su u MRM (engl. Multiple Reaction Monitoring) nacinu rada. Tablica 8 prikazuje
ionske tranzicije dobivene optimizacijom LC-MS/MS sustava, a tablica 9 prikazuje ionske
tranzicije dobivene optimizacijom UHPLC/Q-TOF-MS sustava.

Prilikom optimizacije masenih tranzicija pretpostavljeno je da dolazi do gubitka H.O

praceno gubitkom NHs (slika 15). Mehanizam nastajanja produkata potvrden je sa znanstvenim

radom Kamel i sur. (2002).

(D (D)

H Hy "
':L o /O

-H20 (-0,0)

H(D)
—n

- ' \ >

OH Ho) 1,2 hydride shift
oy

H

(D)

426(430)

461 (470)

Slika 15. PredloZene reakcije i mehanizmi CID (engl. collisionally induced decompositions)

fragmentacije protoniranog oksitetraciklina i njegovih produkt iona (Kamel i sur., 2002)

CID spektar protoniranih tetraciklinskih antibiotika dobiven pri viSim kolizijskim
energijama (25 eV) sadrzi brojne produkt ione koji se mogu upotrijebiti za potvrdu strukture.
Medutim, spektar je mnogo jednostavniji pri nizim kolizijskim energijama. Slika 16 prikazuje
CID maseni spektar oksitetraciklina, klortetraciklina i tetraciklina pri niskoj kolizijskoj energiji
od 5 eV iz koje se vidi da su njihovi spektri sli¢ni te da sadrze [M + H - H20]*, [M + H - NHs]*
i [M+ H - H20 - NH3]" ione (Kamel i sur., 2002).
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Slika 16. Spektri CID (engl. collisionally induced decompositions) produkata iona protoniranih

oksitetraciklina, klortetraciklina i tetraciklina pri kolizijskim energijama od 5 eV (Kamel i sur.,

2002)

Tablica 8. lonske tranzicije dobivene optimizacijom LC-MS/MS sustava za odredivanje

rezidua tetraciklina

o Retencijsko | Prekursor | Produkt | Fragmentor | Kolizijska -
Tetraciklini lonizacija
vrijeme (min) ion ion V) energija (eV)

462 20

Klortetraciklin 8,17 479,1 444 140 20 Pozitivna
154,1 40
428,1 16

Doksiciklin 8,69 445,2 410 135 24 Pozitivna
321,1 28

Epiklortetraciklin 7,8 479,1 jﬁii 120 18 Pozitivna
4441 6

Epioksitetraciklin 7,27 461,2 426,1 135 14 Pozitivna
381,1 20
427,1 10

Epitetraciklin 7,04 445,1 410,1 135 20 Pozitivna
154 40
443,1 6

Oksitetraciklin 7,46 461,2 426,1 135 14 Pozitivna
201,1 48
427,1 10

Tetraciklin 7,38 445,2 410,1 135 20 Pozitivna
154 40
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Tablica 9. lonske tranzicije dobivene optimizacijom UHPLC/Q-TOF-MS sustava za

odredivanje rezidua tetraciklina

o Retencijsko ) Produkt L
Tetraciklini . _ Prekursor ion ) Formula lonizacija
vrijeme (min) ion

462,095
Klortetraciklin 7,9 479,1264 444,0841 C22H23CIN2Os Pozitivha
461,111
428,134
410,1234
462,095
Epiklortetraciklin 7,6 479,1264 444,0841 C22H23CIN2Og Pozitivna
461,111
426,1183
Epioksitetraciklin 7,3 461,1555 444,1289 C22H24N20g Pozitivna
381,0605
427,15
Epitetraciklin 7,1 445,1606 410,1234 C22H24N20g Pozitivna
154,0499
443,1449
Oksitetraciklin 7,5 461,1594 426,1183 C22H24N20g Pozitivna
408,1078
427,15
Tetraciklin 7,4 445,1606 410,1234 C22H24N20g Pozitivna
428,134

Doksiciklin 8,7 445,1606

C22H24N20g Pozitivna

4.2. KROMATOGRAMI REZIDUA TETRACIKLINA 1Z UZORAKA JAJA

Negativni uzorci matriksa provedeni su kroz LC-MS/MS i UHPLC/Q-TOF-MS uredaje
kako bi se potvrdilo da su negativni (ne sadrze ispitivane tetracikline) i da su pogodni za
testiranje metode. Na slikama 17 — 23 su prikazani kromatogrami uzoraka jaja analiziranih na
LC-MS/MS uredaju za svaki analit — prikazani su kromatogrami standardnih uzoraka
koncentracijske razine L3 (@), negativnih kontrolnih uzoraka matriksa (b), uzoraka jaja
obogacenih na M3 razinu dobivenih Quechers ekstrakcijom (c) i uzoraka jaja obogacenih na

M3 razinu dobivenih ekstrakcijom organskim otapalom (d).
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Slika 17. Kromatogrami produkata iona tetraciklina dobivenih na LC-MS/MS uredaju: a)

standard (L3 koncetracijska razina), b) negativni kontrolni uzorak (engl. Matrix blank), c)

obogaceni uzorak (koncentracijska razina M3) — Quechers ekstrakcija, d) obogaceni uzorak

(koncentracijska razina M3) — ekstrakcija organskim otapalom
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Slika 18. Kromatogrami produkata iona epitetraciklina dobivenih na LC-MS/MS uredaju: a)

standard (L3 koncetracijska razina), b) negativni kontrolni uzorak (engl. Matrix blank), c)

obogaceni uzorak (koncentracijska razina M3) — Quechers ekstrakcija, d) obogaceni uzorak

(koncentracijska razina M3) — ekstrakcija organskim otapalom
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Slika 19. Kromatogrami produkata iona oksitetraciklina dobivenih na LC-MS/MS uredaju: a)

standard (L3 koncetracijska razina), b) negativni kontrolni uzorak (engl. Matrix blank), c)

obogaceni uzorak (koncentracijska razina M3) — Quechers ekstrakcija, d) obogaceni uzorak

(koncentracijska razina M3) — ekstrakcija organskim otapalom
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Slika 20. Kromatogrami produkata iona epioksitetraciklina dobivenih na LC-MS/MS uredaju:

a) standard (L3 koncetracijska razina), b) negativni kontrolni

i uzorak (engl. Matrix blank), c)

obogaceni uzorak (koncentracijska razina M3) — Quechers ekstrakcija, d) obogaceni uzorak

(koncentracijska razina M3) — ekstrakcija organskim otapalom
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Slika 21. Kromatogrami produkata iona klortetraciklina dobivenih na LC-MS/MS uredaju: a)

standard (L3 koncetracijska razina), b) negativni kontrolni uzorak (engl. Matrix blank), c)

obogaceni uzorak (koncentracijska razina M3) — Quechers ekstrakcija, d) obogaceni uzorak

(koncentracijska razina M3) — ekstrakcija organskim otapalom
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Slika 22. Kromatogrami produkata iona epiklortetraciklina dobivenih na LC-MS/MS uredaju:

a) standard (L3 koncetracijska razina), b) negativni kontrolni uzorak (engl. Matrix blank), c)

obogaceni uzorak (koncentracijska razina M3) — Quechers ekstrakcija, d) obogaceni uzorak

(koncentracijska razina M3) — ekstrakcija organskim
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Slika 23. Kromatogrami produkata iona doksiciklina dobivenih na LC-MS/MS uredaju: a)

standard (L3 koncetracijska razina), b) negativni kontrolni uzorak (engl. Matrix blank), c)

obogaceni uzorak (koncentracijska razina M3) — Quechers ekstrakcija, d) obogaceni uzorak

(koncentracijska razina M3) — ekstrakcija organskim otapalom

41



Na slikama 24 — 30 su prikazani kromatogrami uzoraka jaja analiziranih na UHPLC/Q-

TOF-MS uredaju za svaki analit — prikazani su kromatogrami standardnih uzoraka

koncentracijske razine L3 (a), negativnih kontrolnih uzoraka matriksa (b) te uzoraka jaja

obogacenih na M3 razinu dobivenih Quechers ekstrakcijom.
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Slika 24. Kromatogrami produkata iona tetraciklina dobivenih na UHPLC/Q-TOF-MS uredaju:

a) standard (L3 koncetracijska razina), b) negativni kontrolni uzorak (engl. Matrix blank), c)

obogaceni uzorak (koncentracijska razina M3)
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Slika 25. Kromatogrami produkata iona epitetraciklina dobivenih na UHPLC/Q-TOF-MS

uredaju: a) standard (L3 koncetracijska razina), b) negativni kontrolni uzorak (engl. Matrix

blank), c¢) obogaceni uzorak (koncentracijska razina M3)
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Slika 26. Kromatogrami produkata iona oksitetraciklina dobivenih na UHPLC/Q-TOF-MS

uredaju: a) standard (L3 koncetracijska razina), b) negativni kontrolni uzorak (engl. Matrix

blank), c¢) obogaceni uzorak (koncentracijska razina M3)
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Slika 27. Kromatogrami produkata iona epioksitetraciklina dobivenih na UHPLC/Q-TOF-MS

uredaju: a) standard (L3 koncetracijska razina), b) negativni kontrolni uzorak (engl. Matrix

blank), c¢) obogaceni uzorak (koncentracijska razina M3)
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Slika 28. Kromatogrami produkata iona klortetraciklina dobivenih na UHPLC/Q-TOF-MS

uredaju: a) standard (L3 koncetracijska razina), b) negativni kontrolni uzorak (engl. Matrix

blank), c¢) obogaceni uzorak (koncentracijska razina M3)
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Slika 29. Kromatogrami produkata iona epiklortetraciklina dobivenih na UHPLC/Q-TOF-MS

uredaju: a) standard (L3 koncetracijska razina), b) negativni kontrolni uzorak (engl. Matrix

blank), c¢) obogaceni uzorak (koncentracijska razina M3)
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Slika 30. Kromatogrami produkata iona doksiciklina dobivenih na UHPLC/Q-TOF-MS
uredaju: a) standard (L3 koncetracijska razina), b) negativni kontrolni uzorak (engl. Matrix

blank), ¢) obogaceni uzorak (koncentracijska razina M3)

Usporedbom kromatograma negativnog uzorka (engl. Matrix blank) i uzoraka
tetraciklina u jajima na slikama 17 — 30 moze se vidjeti da u slijepom uzorku jaja na
retencijskom vremenu gdje se pojavljuju tetraciklinski antibiotici nema nikakvih odziva od
matriksa koji bi mogli interferirati sa pikom. 1z toga se moze zakljuciti da su obje metode, LC-
MS/MS i UHPLC/Q-TOF-MS, specifi¢ne zato $to u negativnom uzorku nema pikova koji

mogu interferirati s analitom.

4.3. ODREDIVANJE UTJECAJA MATRIKSA NA ODREDIVANJE REZIDUA
TETRACIKLINA

Odredivanje utjecaja matriksa (engl. matrix effect) provodi se usporedbom nagiba

standardne kalibracijske krivulje (STD) i nagiba matriks kalibracijske krivulje uzoraka. Uzorci
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analizirani na LC-MS/MS uredaju dobiveni su Quechers ekstrakcijom (Quechers) i
ekstrakcijom organskim otapalom (acetonitril, ACN), pa su dobivene dvije matriks
kalibracijske krivulje. Slike 31 — 37 graficki prikazuju utjecaj matriksa na uzorke analizirane
na LC-MS/MS uredaju — prikaz ovisnosti koli¢ine standarda (pg injektirano) o omjeru povrsine

analita i povr$ine internog standarda (An/AnlS).

Kalibracijska krivulja

0,3
y =0,0003x-0,0098
R? =0,9885
0,25
0,2 vy =9E-05x-0,0142
R?=0,9616
Quechers
w 0,15
é y = 7E-05x-0,0043 ACN
S R? =0,8665
I 01 STD
0,05
0
0 500 1000 1500 2000 2500
-0,05

pg injektirano

Slika 31. Usporedba standardne (STD) i matriks (Quechers, ACN) kalibracijske krivulje za
tetraciklin na LC-MS/MS uredaju
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Kalibracijska krivulja
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Slika 32. Usporedba standardne (STD) i matriks (Quechers, ACN) kalibracijske krivulje za
epitetraciklin na LC-MS/MS uredaju

Kalibracijska krivulja
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Slika 33. Usporedba standardne (STD) i matriks (Quechers, ACN) kalibracijske krivulje za
oksitetraciklin na LC-MS/MS uredaju
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Kalibracijska krivulja
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Slika 34. Usporedba standardne (STD) i matriks (Quechers, ACN) kalibracijske krivulje za

epioksitetraciklin na LC-MS/MS uredaju

Kalibracijska krivulja
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Slika 35. Usporedba standardne (STD) i matriks (Quechers, ACN) kalibracijske krivulje za

klortetraciklin na LC-MS/MS uredaju
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Slika 36. Usporedba standardne (STD) i matriks (Quechers, ACN) kalibracijske krivulje za
epiklortetraciklin na LC-MS/MS uredaju
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Slika 37. Usporedba standardne (STD) i matriks (Quechers, ACN) kalibracijske krivulje za
doksiciklin na LC-MS/MS uredaju
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Uzorci analizirani na UHPLC/Q-TOF-MS uredaju dobiveni su Quechers ekstrakcijom,
te su rezultati prikazani graficki na slikama 38 — 44, grafovi prikazuju ovisnosti koli¢ine

standarda (pg injektirano) o povrsini analita (Area Anl).

Kalibracijska krivulja
1600000

1400000

1200000

y=917,71x y=651,92x-80807
1000000 R*=0,8846 R* =0,9866

800000 ©® Matriks

Area Anl

STD
600000

400000

200000

0 500 o0 1500 2000 2500
pg injektirano

Slika 38. Usporedba standardne (STD) i matriks (Matriks) kalibracijske krivulje za tetraciklin
na UHPLC/Q-TOF-MS uredaju
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Kalibracijska krivulja
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Slika 39. Usporedba standardne (STD) i matriks (Matriks) kalibracijske krivulje za
epitetraciklin na UHPLC/Q-TOF-MS uredaju
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Slika 40. Usporedba standardne (STD) i matriks (Matriks) Kalibracijske krivulje za
oksitetraciklin na UHPLC/Q-TOF-MS uredaju
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Kalibracijska krivulja
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Slika 41. Usporedba standardne (STD) i matriks (Matriks) kalibracijske krivulje za
epioksitetraciklin na UHPLC/Q-TOF-MS uredaju
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Slika 42. Usporedba standardne (STD) i matriks kalibracijske (Matriks) krivulje za
klortetraciklin na UHPLC/Q-TOF-MS uredaju
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Kalibracijska krivulja
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Slika 43. Usporedba standardne (STD) i matriks (Matriks) kalibracijske krivulje za
epiklortetraciklin na UHPLC/Q-TOF-MS uredaju
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Slika 44. Usporedba standardne (STD) i matriks (Matriks) kalibracijske krivulje za doksiciklin
na UHPLC/Q-TOF-MS uredaju
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S ciljem odredivanja matriks efekta na analite kod LC-MS/MS uredaja izracunat je
omjer nagiba pravca na matriksu (mQ — za uzorke dobivene Quechers ekstrakcijom) i nagiba
pravca na otapalu (S) te omjer nagiba pravca na matriksu (MACN — za uzorke dobivene
ekstrakcijom s ACN) i nagiba pravca na otapalu (s). U tablici 10 prikazane su brojéane
vrijednosti nagiba pravca kalibracijskih krivulja (STD, Quechers, ACN) te omjeri mQ/s i
MACN/s.

Tablica 10. Vrijednosti nagiba kalibracije na otapalu (s) i na matriksu (mQ i mMACN) te njihovi

omijeri za razlicite ispitivane tetraciklinske antibiotike primjenom LC-MS/MS uredaja

AL Nagib pravca mQ/s MACN/s
S mQ mMACN (%) (%)
Tetraciklin 0,0003 6,6279*10° 9,4451*10° 23,41 33,36
Epitetraciklin 0,0002 6,3725*10° 0,0001 28,53 58,21
Oksitetraciklin 0,0002 3,3371*10° 5,9525*10°° 19,37 34,55
Epioksitetraciklin | 4,3188*10° | 1,4303*10° | 1,5419*10° 33,12 35,7
Klortetraciklin 0,0002 5,2619*10° | 4,1882*10° 25,74 20,49
Epiklortetracilin | 5,0193*10° | 1,4545*10° | 2,4158*10° 28,98 48,13
Doksiciklin 0,0001 3,4119*10° 2,9865*10° 22,86 20,01

Iz omjera mQ/s i mMACNY/s prikazanih u tablici 10 vidljivo je da je manji utjecaj matriksa
na analite kod uzoraka dobivenih ekstrakcijom organskim otapalom — ve¢i je postotak omjera

MACN/s za tetraciklin, epitetraciklin, oskitetraciklin, epioksitetraciklin i epiklortetraciklin.

Takoder, kako bi se odredio matriks efekt na analite za uzorke ispitivane na UHPLC/Q-
TOF-MS uredaju prikazane su vrijednosti nagiba pravca kalibracijske krivulje na otapalu (s) i

i matriksu (m) te je izratunat omjer m/s (tablica 11).
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Tablica 11. Vrijednosti nagiba kalibracije na otapalu (s) i na matriksu (s) te njihovi omjeri za
razlicite ispitivane tetraciklinske antibiotike primjenom UHPLC/Q-TOF-MS uredaja

ANALIT Nagib pravca m/s
S m (%)

Tetraciklin 917,7147 651,9175 71,04
Epitetraciklin 909,155 201,3901 22,15
Oksitetraciklin 610,534 127,8978 20,95
Epioksitetraciklin 922,7367 244,9485 26,55
Klortetraciklin 1062,515 669,8238 63,04
Epiklortetracilin 640,934 191,4008 29,86
Doksiciklin 788,9447 5,0906 0,64

Iz omjera m/s prikazanih u tablici 11 moze se zakljuciti da matriks ima najveci utjecaj
na doksiciklin (0,64%), a najmanji na tetraciklin (71,04%) i klortetraciklin (63,04%).

Usporedbom uzoraka dobivenih Quechers ekstrakcijom analiziranih na LC-MS/MS
uredaju (mQ/s vrijednosti u tablici 10) i na UHPLC/Q-TOF-MS uredaju (m/s vrijednosti u
tablici 11) moze se zakljuciti da je matriks efekt na tetraciklin i klortetraciklin puno manji kod
analize na UHPLC/Q-TOF-MS uredaju, dok je za doksiciklin manji matriks efekt na uredaju
LC-MS/MS. Kod ostalih analita (epitetraciklin, oksitetraciklin, epioksitetraciklin,

epiklortetraciklin) vrijednosti su pribliZzne.

4.4, PONOVLJIVOST PRIMIJENJENIH METODA ODREDIVANJA REZIDUA
TETRACIKLINA

Ponovljivost oznac¢ava sposobnost da isti analiticar, koristeci se istom opremom u istom
laboratoriju, dobije neovisne rezultate ispitivanja primjenjujuéi istu metodu na istovjetnim
ispitivanim jedinicama (Pravilnik, 2005). Postotak koeficijenta varijacije (CV) predstavlja

omijer standardne devijacije i srednje vrijednosti izmjerenih koncentracija analita u uzorku.

STDEV

AVERAGE 100

CV (%) =

Tablice 12 i 13 prikazuju izracunate vrijednosti standardne devijacije (STDEV) i
koeficijent varijacije (CV) za svaku koncentracijsku razinu za uzorke analizirane LC-MS/MS i
UHPLC/Q-TOF-MS uredajem.

58



Tablica 12. Proracun standardne devijacije (STDEV) i koeficijenta varijacije (CV) za svaku
koncentracijsku razinu (M1-M5) kod uzoraka dobivenih Quechers ekstrakcijom (Q) i

ekstrakcijom s acetonitrilom (ANC), koji su bili analizirani na LC-MS/MS uredaju

M1 M2 M3 M4
ANALIT
Q ACN Q ACN Q ACN Q ACN Q ACN
- i STDEV | 1,844 | 2,482 3,424 1,408 7,22 15,986 | 7,632 | 21,717 | 30,251 | 58,309
etraciklin
CV (%) | 9,04 10,86 6,78 3,49 7,15 15,46 5,33 13,44 14,79 19,32
STDEV | 1,152 | 8,306 | 14,425 | 27,389 | 10,889 | 27,838 | 14,881 | 27,409 | 20,587 27,8
Epitetraciklin
CV (%) | 6,85 31,23 32,52 35,52 9,74 17,1 9,47 10,45 10,81 6,83
STDEV | 2,181 | 5,428 8,362 34,93 | 11,397 | 12,794 | 22,597 | 27,548 | 11,37 | 33,877
Oksitetraciklin
CV (%) | 12,14 | 14,11 16,11 36,97 11,65 6,04 14,45 9,45 5,8 7,59
STDEV | 1,744 | 2,185 4,965 | 10,306 | 11,951 | 13,678 | 14,143 | 40,881 | 14,878 | 8,397
Epioksitetraciklin
CV (%) | 8,98 9,8 10,44 21,42 12,11 11,89 8,78 28,81 7,71 3,86
STDEV | 1,673 | 9,338 7,687 8,986 7,172 1,786 5,403 7,132 | 12,236 | 4,119
Klortetraciklin
CV (%) | 8,05 64,73 14,35 23,61 7,62 2,09 3,67 5,67 6,08 2,13
] o STDEV | 3,688 | 1,612 6,993 3,115 6,778 0,893 4,966 | 18,531 | 4,217 4,941
Epiklortetraciklin
CV (%) | 18,29 6,18 14,43 5,3 6,8 0,87 3,32 11,47 2,1 2,62
Doksicikli STDEV | 0,367 | 0,132 1,281 1,397 2,57 1,182 3,567 0,964 3,238 5,156
oksiciklin
CV (%) | 12,39 8,87 12,49 21,95 12,34 9,78 11,14 4,25 8,49 14,38

Prema Pravilniku (2005) koeficijent varijacije (CV) obnovljivosti za kvantitativne
metode odredivanje tetraciklina u jajima ne bi smio biti ve¢i od 23%. 1z rezultata prikazanih u
tablici 12 mozemo zakljuciti da je ponovljivost metode odredivanja tetraciklinskih antibiotika
u jajima dobivenih Quechers ekstrakcijom, primjenom LC-MS/MS uredaja, zadovoljavajuca —
sve vrijednosti koeficijenta varijacije (CV) ispod su dozvoljene razine, osim kod uzorka
obogacenog na M2 koncentracijsku razinu kod kojeg se odredivala prisutnost epitetraciklina.
Usporedbom razli¢itih metoda ekstrakcije uzoraka analiziranih na LC-MS/MS uredaju moze se
vidjeti da su bolji rezultati dobiveni Quechers ekstrakcijom, osim u sluéajevima
koncentracijskih razina M2 za tetraciklin, M5 za epitetraciklin, M3 i M4 za oksitetraciklin, M3
i M5 za epioksitetraciklin, M3 i M5 za klortetraciklin, M1-M3 za epiklortetraciklin te M1, M3

i M4 za doksiciklin kada su bolji rezultati dobiveni ekstrakcijom organskim otapalom.
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Tablica 13. Proracun standardne devijacije (STDEV) i koeficijenta varijacije (CV) za svaku
koncentracijsku razinu (M1-M5) kod uzoraka koji su bili analizirani na UHPLC/Q-TOF-MS

uredaju
ANALIT M1 M2 M3 M4 M5
STDEV 0,99 2,926 3,837 5,782 9,358
Tetraciklin
CV (%) 4,99 6,12 3,72 3,78 4,78
STDEV 1,03 1,819 8,155 11,356 4,908
Epitetraciklin
CV (%) 5,39 4,02 7,57 7,58 2,514
STDEV 1,081 1,658 5,143 4,989 9,247
Oksitetraciklin
CV (%) 4,83 3,79 5,1 3,32 4,6
STDEV 0,402 1,132 6,039 6,766 8,107
Epioksitetraciklin
CV (%) 1,83 2,54 5,95 4,49 4,06
STDEV 0,631 2,42 8,867 12,849 12,091
Klortetraciklin
CV (%) 3,38 4,5 9,26 8,49 6,03
STDEV 1,396 2,282 7,841 25,07 17,8
Epiklortetraciklin
CV (%) 8,43 4,74 7,11 16,8 9,25
STDEV 1,054 1,545 3,834 0,708 1,522
Doksiciklin
CV (%) 19,59 25,92 30,28 5,48 7,61

Uvjet da koeficijent varijacije (CV) obnovljivosti za kvantitativne metode odredivanja
tetraciklina u jajima ne bude veci od 23% nije bio zadovoljen samo kod koncentracijskih razina
M2 i M3 doksiciklina u uzorcima jaja analiziranin na UHPLC/Q-TOF-MS uredaju. Medutim,
ponovljivost je prihvatljiva, buduc¢i da je koncentracija doksiciklina, pri kojoj je odredivana

ponovljivost, niska.

Usporedbom rezultata ponovljivosti analiziranih uzoraka jaja dobivenih Quechers
ekstrakcijom, ali ispitivanih na razli¢itim uredajima, vidljivo je da su se bolji rezultati dobili na
UHPLC/Q-TOF-MS uredaju — ve¢ina CV vrijednosti nize su nego kod LC-MS/MS uredaja
(osim za koncentracijske razine M3-M5 za epiklortetraciklin, M3 i M4 za klortetraciklin te M1-
M3 za doksiciklin).
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5. ZAKLJUCCI

1. U ovom radu razvijene su metode za odredivanje rezidua tetraciklinskih antibiotika u
uzorcima jaja primjenom tekuéinske kromatografije s tandemskom spektrometrijom
masa (LC-MS/MS) i tekucéinske kromatografije ultravisoke djelotvornosti sa
spektrometrijom masa i analizatorom vremena preleta (UHPLC/Q-TOF-MS).

2. U kontrolnim uzorcima jaja nije bilo rezidua tetraciklinskih antibiotika $to je
ustanovljeno primjenom LC-MS/MS i UHPLC/Q-TOF-MS metoda.

3. Provedena je optimizacija LC-MS/MS i UHPLC/Q-TOF-MS metoda u svrhu postizanja
maksimalne osjetljivosti 1 selektivnosti instrumenata za odredivanje rezidua
tetraciklinskih antibiotika u oboga¢enim uzorcima jaja, pri ¢emu je veca osjetljivost
UHPLC/Q-TOF-MS metode.

4. Usporedbom rezultata odredivanja rezidua tetraciklinskih antibiotika u uzorcima jaja
obogacenih tetraciklinskim antibioticima, pokazalo se da su obje metode ekstrakcije
analita, otapalom i Quechers ekstrakcijom, uspjesno primjenjene.

5. U uzorcima dobivenim Quechers ekstrakcijom, postignuta je bolja ponovljivost LC-

MS/MS metode, nego u uzorcima dobivenim ekstrakcijom organskim otapalom.
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7. PRILOZI

U tablicama 14 - 20 prikazani su podaci LC-MS/MS mjerenja dobiveni Mass Hunter

racunalnim programom, ispitivani uzorci dobiveni su Quechers ekstrakcijom.

Tablica 14. Rezultati analize uzoraka jaja, dobivenih Quechers ekstrakcijom, za tetraciklin

pomoc¢u LC-MS/MS uredaja

_ Povré_ina Povrsina 0g RT Konaéna_ _
UZORAK | Razina analita standarda | Anl/An IS injektirano |  (min) koncentricua

(Anl) (AnlS) (ng kg™)
la M1 0 48927 0 200 7,575 21,550
1b M1 379 46800 0,008 200 7,566 22,966
2a M1 674 51986 0,013 200 7,541 20,563
2b M1 435 53484 0,008 200 7,55 20,110
3a M1 341 47650 0,007 200 7,558 17,507
3b M1 411 47800 0,009 200 7,533 19,620
4a M2 1418 48987 0,029 500 7,541 45,631
4b M2 1335 46343 0,029 500 7,558 47,267
5a M2 967 46239 0,021 500 7,566 51,468
5b M2 1828 45198 0,040 500 7,566 53,625
6a M2 632 38720 0,016 500 7,558 54,197
6b M2 781 39659 0,020 500 7,558 50,815
7a M3 3345 44830 0,075 1000 7,55 102,267
7b M3 2814 42844 0,066 1000 7,566 105,212
8a M3 2817 50868 0,055 1000 7,558 91,707
8b M3 3258 50305 0,065 1000 7,55 92,248
%9a M3 3899 47999 0,081 1000 7,566 107,222
9b M3 3191 43828 0,073 1000 7,558 107,293
10a M4 4352 43135 0,101 1500 7,558 154,248
10b M4 5694 42884 0,133 1500 7,558 150,151
1la M4 3590 41687 0,086 1500 7,566 134,031
11b M4 4204 37413 0,112 1500 7,558 140,559
12a M4 2223 32202 0,069 1500 7,566 142,047
12b M4 2223 32693 0,068 1500 7,558 137,863
13a M5 6136 45095 0,136 2000 7,566 217,428
13b M5 6823 43306 0,158 2000 7,558 208,543
1l4a M5 6973 51708 0,135 2000 7,558 179,736
14b M5 6698 52390 0,128 2000 7,583 179,689
15a M5 3532 49204 0,072 2000 7,566 257,041
15b M5 6370 50481 0,126 2000 7,566 184,435




Tablica 15. Rezultati analize uzoraka jaja, dobivenih Quechers ekstrakcijom, za epitetraciklin
pomoc¢u LC-MS/MS uredaja

_ Povré_ina Povrsina 0g RT Konaéna_ _
UZORAK | Razina | analita standarda | Anl/An IS injektirano (min) koncentricua

(Anl) (AnlS) (ng kg™)
la M1 712 48927 0,015 200 7,115 18,171
1b M1 699 46800 0,015 200 7,123 18,321
2a M1 818 51986 0,016 200 7,123 15,888
2b M1 533 53484 0,010 200 7,132 16,710
3a M1 561 47650 0,012 200 7,132 15,720
3b M1 543 47800 0,011 200 7,132 16,138
4a M2 1564 48987 0,032 500 7,132 44,965
4b M2 1670 46343 0,036 500 7,132 51,129
5a M2 1436 46239 0,031 500 7,132 59,976
5b M2 1760 45198 0,039 500 7,132 56,261
6a M2 1073 38720 0,028 500 7,123 26,903
6b M2 329 39659 0,008 500 7,123 26,927
7a M3 3244 44830 0,072 1000 7,132 106,942
7b M3 2961 42844 0,069 1000 7,132 120,654
8a M3 3247 50868 0,064 1000 7,132 109,591
8b M3 3286 50305 0,065 1000 7,132 94,566
%9a M3 3364 47999 0,070 1000 7,132 113,922
9b M3 3296 43828 0,075 1000 7,132 125,382
10a M4 3954 43135 0,092 1500 7,132 169,830
10b M4 4394 42884 0,102 1500 7,132 173,243
1lla M4 4707 41687 0,113 1500 7,132 144,731
11b M4 3831 37413 0,102 1500 7,132 168,805
12a M4 3388 32202 0,105 1500 7,132 145,539
12b M4 3323 32693 0,102 1500 7,132 140,946
13a M5 5915 45095 0,131 2000 7,132 225,877
13b M5 5651 43306 0,130 2000 7,132 204,938
1l4a M5 6319 51708 0,122 2000 7,132 179,955
14b M5 6418 52390 0,123 2000 7,132 180,691
15a M5 5912 49204 0,120 2000 7,132 174,202
15b M5 5605 50481 0,111 2000 7,132 176,856




Tablica 16. Rezultati analize uzoraka jaja, dobivenih Quechers ekstrakcijom, za oksitetraciklin
pomoc¢u LC-MS/MS uredaja

_ Povré_ina Povrsina ng RT Konaéna_ _
UZORAK | Razina analita standarda | Anl/An IS injektirano (min) koncentricua

(Anl) (AnlS) (ng kg™)
la M1 88 48927 0,002 200 7,613 15,075
1b M1 254 46800 0,005 200 7,613 19,368
2a M1 202 51986 0,004 200 7,588 20,107
2b M1 318 53484 0,006 200 7,588 19,835
3a M1 217 47650 0,005 200 7,613 15,657
3b M1 167 47800 0,003 200 7,605 17,757
4a M2 484 48987 0,010 500 7,597 45,002
4b M2 564 46343 0,012 500 7,605 43,310
5a M2 678 46239 0,015 500 7,597 45,122
5b M2 518 45198 0,011 500 7,613 62,682
6a M2 476 38720 0,012 500 7,597 58,023
6b M2 687 39659 0,017 500 7,605 57,242
7a M3 967 44830 0,022 1000 7,597 91,647
7b M3 1196 42844 0,028 1000 7,613 94,241
8a M3 1499 50868 0,029 1000 7,622 92,323
8b M3 1552 50305 0,031 1000 7,597 84,953
%9a M3 1386 47999 0,029 1000 7,605 113,261
9b M3 1772 43828 0,040 1000 7,605 110,637
10a M4 1939 43135 0,045 1500 7,622 164,760
10b M4 1910 42884 0,045 1500 7,597 142,621
1lla M4 1677 41687 0,040 1500 7,613 125,254
11b M4 1853 37413 0,050 1500 7,605 144,631
12a M4 1512 32202 0,047 1500 7,63 175,575
12b M4 1733 32693 0,053 1500 7,622 184,917
13a M5 3496 45095 0,078 2000 7,638 200,439
13b M5 2693 43306 0,062 2000 7,638 216,373
1l4a M5 2917 51708 0,056 2000 7,638 190,472
14b M5 3625 52390 0,069 2000 7,638 193,593
15a M5 2875 49204 0,058 2000 7,63 192,386
15b M5 3045 50481 0,060 2000 7,646 183,264




Tablica 17. Rezultati
epioksitetraciklin pomoc¢u LC-MS/MS uredaja

analize uzoraka jaja, dobivenih Quechers ekstrakcijom, za

_ Povré_ina Povrsina ng RT Konaéna_ _
UZORAK | Razina analita standarda | Anl/An IS injektirano | (min) koncentricua

(Anl) (AnlS) (ng kg™)
la M1 104 48927 0,002 200 7,335 22,127
1b M1 106 46800 0,002 200 7,344 20,213
2a M1 122 51986 0,002 200 7,344 17,601
2b M1 123 53484 0,002 200 7,344 17,679
3a M1 125 47650 0,003 200 7,344 18,760
3b M1 96 47800 0,002 200 7,344 20,109
4a M2 343 48987 0,007 500 7,344 51,468
4b M2 254 46343 0,005 500 7,344 41,049
5a M2 345 46239 0,007 500 7,344 47,966
5b M2 341 45198 0,008 500 7,344 54,309
6a M2 301 38720 0,008 500 7,344 47,479
6b M2 259 39659 0,007 500 7,336 43,105
7a M3 560 44830 0,012 1000 7,344 86,637
7b M3 720 42844 0,017 1000 7,344 103,868
8a M3 778 50868 0,015 1000 7,352 91,779
8b M3 759 50305 0,015 1000 7,352 91,403
9a M3 661 47999 0,014 1000 7,344 98,852
9b M3 669 43828 0,015 1000 7,352 119,695
10a M4 987 43135 0,023 1500 7,352 167,228
10b M4 906 42884 0,021 1500 7,352 164,133
1lla M4 788 41687 0,019 1500 7,352 148,288
11b M4 818 37413 0,022 1500 7,352 139,984
12a M4 828 32202 0,026 1500 7,344 169,792
12b M4 700 32693 0,021 1500 7,352 177,466
13a M5 1412 45095 0,031 2000 7,352 211,597
13b M5 1389 43306 0,032 2000 7,352 198,175
l4a M5 1383 51708 0,027 2000 7,344 189,145
14b M5 1187 52390 0,023 2000 7,352 179,640
15a M5 1358 49204 0,028 2000 7,352 205,670
15b M5 1321 50481 0,026 2000 7,352 173,499




Tablica 18. Rezultati analize uzoraka jaja, dobivenih Quechers ekstrakcijom, za klortetraciklin
pomoc¢u LC-MS/MS uredaja

_ Povré_ina Povrsina 0g RT Konaéna_ _
UZORAK | Razina analita | standarda | An1/An IS injektirano | (min) koncentricua

(Anl) (AnlS) (ng kg™)
la M1 580 48927 0,012 20 8,311 23,083
1b M1 648 46800 0,014 20 8,320 21,698
2a M1 452 51986 0,009 20 8,311 18,339
2b M1 301 53484 0,006 20 8,328 19,783
3a M1 487 47650 0,010 20 8,328 20,204
3b M1 644 47800 0,013 20 8,361 21,529
4a M2 1063 48987 0,022 50 8,303 47,900
4b M2 1299 46343 0,028 50 8,336 62,739
5a M2 1146 46239 0,025 50 8,311 50,431
5b M2 1146 45198 0,025 50 8,345 58,827
6a M2 1071 38720 0,028 50 8,336 42,853
6b M2 1110 39659 0,028 50 8,311 58,753
7a M3 1876 44830 0,042 100 8,320 94,062
7b M3 2098 42844 0,049 100 8,336 84,246
8a M3 2471 50868 0,049 100 8,311 86,692
8b M3 2500 50305 0,050 100 8,320 101,052
9a M3 2736 47999 0,057 100 8,345 98,446
9b M3 2338 43828 0,053 100 8,328 100,266
10a M4 3075 43135 0,071 150 8,328 141,239
10b M4 2834 42884 0,066 150 8,328 145,399
1lla M4 3261 41687 0,078 150 8,328 144,660
11b M4 3045 37413 0,081 150 8,336 144,892
12a M4 2784 32202 0,086 150 8,336 149,359
12b M4 2285 32693 0,070 150 8,361 156,733
13a M5 4885 45095 0,108 200 8,345 216,111
13b M5 5093 43306 0,118 200 8,320 193,345
l4a M5 5089 51708 0,098 200 8,345 189,248
14b M5 5405 52390 0,103 200 8,345 189,248
15a M5 5453 49204 0,111 200 8,345 205,077
15b M5 5113 50481 0,101 200 8,336 214,001




Tablica 19. Rezultati

epiklortetraciklin pomo¢u LC-MS/MS uredaja

analize uzoraka jaja, dobivenih Quechers ekstrakcijom, za

_ Povré_ina Povrsina 0g RT Konaéna_ _
UZORAK | Razina | analita standarda | Anl/An IS injektirano | (min) koncentricua

(Anl) (AnlS) (ng kg™)
la M1 181 48927 0,004 200 7,885 17,584
1b M1 125 46800 0,003 200 7,91 25,922
2a M1 108 51986 0,002 200 7,885 21,201
2b M1 94 53484 0,002 200 7,877 19,388
3a M1 125 47650 0,003 200 7,894 21,629
3b M1 87 47800 0,002 200 7,885 15,228
4a M2 322 48987 0,007 500 7,91 55,924
4b M2 358 46343 0,008 500 7,885 46,147
5a M2 445 46239 0,010 500 7,885 43,418
5b M2 438 45198 0,010 500 7,894 58,224
6a M2 237 38720 0,006 500 7,894 46,170
6b M2 321 39659 0,008 500 7,86 40,880
7a M3 640 44830 0,014 1000 7,902 95,018
7b M3 629 42844 0,015 1000 7,894 101,970
8a M3 672 50868 0,013 1000 7,894 104,623
8b M3 756 50305 0,015 1000 7,902 90,274
9a M3 813 47999 0,017 1000 7,902 97,273
9b M3 812 43828 0,019 1000 7,902 108,846
10a M4 817 43135 0,019 1500 7,902 143,551
10b M4 969 42884 0,023 1500 7,894 147,982
1lla M4 786 41687 0,019 1500 7,894 147,486
11b M4 900 37413 0,024 1500 7,902 152,410
12a M4 804 32202 0,025 1500 7,902 158,022
12b M4 873 32693 0,027 1500 7,894 148,673
13a M5 1260 45095 0,028 2000 7,902 204,354
13b M5 1260 43306 0,029 2000 7,894 203,772
l4a M5 1658 51708 0,032 2000 7,902 194,780
14b M5 1530 52390 0,029 2000 7,902 204,969
15a M5 1391 49204 0,028 2000 7,91 197,589
15b M5 1292 50481 0,026 2000 7,902 198,916




Tablica 20. Rezultati analize uzoraka jaja, dobivenih Quechers ekstrakcijom, za doksiciklin
pomoc¢u LC-MS/MS uredaja

_ Povré_ina Povrsina ng RT Konaéna_ _
UZORAK | Razina | analita standarda | Anl/An IS injektirano | (min) koncentr_a}cua

(Anl) (AnlS) (ng kg™)
la M1 306 48927 0,006 200 8,845 2,942
1b M1 275 46800 0,006 200 8,845 3,442
2a M1 368 51986 0,007 200 8,845 3,166
2b M1 371 53484 0,007 200 8,837 3,111
3a M1 435 47650 0,009 200 8,845 2,673
3b M1 311 47800 0,007 200 8,845 2,420
4a M2 799 48987 0,016 500 8,845 8,524
4b M2 791 46343 0,017 500 8,845 9,617
5a M2 820 46239 0,018 500 8,845 9,922
5b M2 950 45198 0,021 500 8,845 9,938
6a M2 796 38720 0,021 500 8,845 11,977
6b M2 957 39659 0,024 500 8,845 11,527
7a M3 1258 44830 0,028 1000 8,845 17,774
7b M3 1563 42844 0,036 1000 8,854 20,189
8a M3 1626 50868 0,032 1000 8,845 18,364
8b M3 1688 50305 0,034 1000 8,845 21,762
9a M3 1838 47999 0,038 1000 8,845 22,246
9b M3 1830 43828 0,042 1000 8,854 24,614
10a M4 2251 43135 0,052 1500 8,854 29,917
10b M4 2474 42884 0,058 1500 8,854 31,663
1lla M4 1905 41687 0,046 1500 8,854 26,984
11b M4 2122 37413 0,057 1500 8,854 31,327
12a M4 2207 32202 0,069 1500 8,854 35,716
12b M4 2000 32693 0,061 1500 8,854 36,443
13a M5 2888 45095 0,064 2000 8,854 38,747
13b M5 3320 43306 0,077 2000 8,854 43,460
l4a M5 3287 51708 0,064 2000 8,854 35,016
14b M5 3079 52390 0,059 2000 8,854 34,463
15a M5 3576 49204 0,073 2000 8,854 38,218
15b M5 3335 50481 0,066 2000 8,854 38,831




U tablicama 21 - 27 prikazani su podaci LC-MS/MS mjerenja dobiveni Mass Hunter

raCunalnim programom, ispitivani uzorci dobiveni su ekstrakcijom s organskim otapalom

acetonitrilom.

Tablica 21. Rezultati analize uzoraka jaja, dobivenih ekstrakcijom organskim otapalom, za

tetraciklin pomoc¢u LC-MS/MS uredaja

_ Povré_ina Povrsina 0g RT Konaéna_ _
UZORAK | Razina analita | standarda | Anl/AnlS injektirano (min) koncentricua

(Anl) (AnlS) (ng kg™)
16a M1 2725 296358 0,009 200 7,575 21,102
16b M1 3904 228728 0,017 200 7,558 24,613
17a M2 1620 61932 0,026 500 7,566 41,371
17b M2 2745 69820 0,039 500 7,575 39,379
18a M3 18459 219333 0,084 1000 7,558 114,739
18b M3 25084 274650 0,091 1000 7,55 92,132
19a M4 4837 37115 0,130 1500 7,55 146,265
19b M4 3800 28934 0,131 1500 7,558 176,978
20a M5 5907 35130 0,168 2000 7,558 260,610
20b M5 5954 31150 0,191 2000 7,558 343,071
2la M3 18398 294350 0,063 1000 7,558 86,176
21b M3 17043 245412 0,069 1000 7,541 100,979
22a M3 2878 46832 0,061 1000 7,55 93,956

Tablica 22. Rezultati analize uzoraka jaja, dobivenih ekstrakcijom organskim otapalom, za

epitetraciklin pomoc¢u LC-MS/MS uredaja

Povrsina Povrsina Konaé¢na
UZORAK | Razina analita | standarda | Anv/Anis | .. P9 R.T koncentracija

(An1) (AnIS) injektirano (min) (g kg™)
16a M1 4795 296358 0,016 200 7,132 20,723
16b M1 5164 228728 0,023 200 7,132 32,470
17a M2 2497 61932 0,040 500 7,14 57,751
17b M2 4239 69820 0,061 500 7,132 96,484
18a M3 26677 219333 0,122 1000 7,132 182,508
18b M3 27092 274650 0,099 1000 7,132 143,139
19a M4 5027 37115 0,135 1500 7,132 242,968
19b M4 5507 28934 0,190 1500 7,14 281,730
20a M5 8497 35130 0,242 2000 7,132 387,233
20b M5 8624 31150 0,277 2000 7,132 426,548
21a M3 23138 294350 0,079 1000 7,132 128,169
21b M3 24146 245412 0,098 1000 7,132 136,333
22a M3 4335 46832 0,093 1000 7,132 128,275




Tablica 23. Rezultati analize uzoraka jaja, dobivenih ekstrakcijom organskim otapalom, za

oksitetraciklin pomoc¢u LC-MS/MS uredaja

_ Povré_ina Povrsina ng RT Konaéna_ _
UZORAK | Razina analita standarda | Anl/AnlS injektirano | (min) koncentr_a}cua

(Anl) (AnlS) (ng kg™)
16a M1 2170 296358 0,007 200 7,605 34,645
16b M1 3223 228728 0,014 200 7,605 42,322
17a M2 1400 61932 0,023 500 7,605 69,778
17b M2 2545 69820 0,036 500 7,613 119,177
18a M3 14767 219333 0,067 1000 7,597 220,925
18b M3 15594 274650 0,057 1000 7,597 202,832
19a M4 2763 37115 0,074 1500 7,597 272,120
19b M4 2642 28934 0,091 1500 7,605 311,078
20a M5 4172 35130 0,119 2000 7,605 422,277
20b M5 3821 31150 0,123 2000 7,597 470,186
21a M3 13985 294350 0,048 1000 7,597 157,731
21b M3 14579 245412 0,059 1000 7,597 220,195
22a M3 2274 46832 0,049 1000 7,588 154,334

Tablica 24. Rezultati analize uzoraka jaja, dobivenih ekstrakcijom organskim otapalom, za

epioksitetraciklin pomoc¢u LC-MS/MS uredaja

_ Povr§_ina Povrsina 0g RT Konaénau
UZORAK | Razina analita standarda | Anl/AnlIS injektirano | (min) koncentrfalcua

(Anl) (AnlS) (ng kg™)
16a M1 733 296358 0,002 200 7,352 20,758
16b M1 885 228728 0,004 200 7,352 23,848
17a M2 321 61932 0,005 500 7,352 40,833
17b M2 518 69820 0,007 500 7,352 55,408
18a M3 3681 219333 0,017 1000 7,344 124,728
18b M3 3506 274650 0,013 1000 7,344 105,385
19a M4 659 37115 0,018 1500 7,352 112,978
19b M4 649 28934 0,022 1500 7,352 170,793
20a M5 1058 35130 0,030 2000 7,352 223,434
20b M5 1020 31150 0,033 2000 7,344 211,558
21a M3 3227 294350 0,011 1000 7,344 87,736
21b M3 3664 245412 0,015 1000 7,344 109,305
22a M3 481 46832 0,010 1000 7,352 73,384




Tablica 25. Rezultati analize uzoraka jaja,
klortetraciklin pomo¢u LC-MS/MS uredaja

dobivenih ekstrakcijom organskim otapalom, za

_ Povré_ina Povrsina ng RT Konaéna_ _
UZORAK | Razina analita standarda | Anl/AnlS injektirano | (min) koncentr_a}cua

(Anl) (AnlS) (ng kg™)
16a M1 2353 296358 0,008 200 8,328 7,823
16b M1 2385 228728 0,010 200 8,328 21,028
17a M2 961 61932 0,016 500 8,336 44,412
17b M2 1639 69820 0,023 500 8,336 31,704
18a M3 11896 219333 0,054 1000 8,328 86,871
18b M3 11844 274650 0,043 1000 8,328 84,345
19a M4 2066 37115 0,056 1500 8,336 130,900
19b M4 1805 28934 0,062 1500 8,336 120,814
20a M5 2825 35130 0,080 2000 8,336 190,479
20b M5 2819 31150 0,090 2000 8,320 196,304
21a M3 8939 294350 0,030 1000 8,311 77,045
21b M3 9316 245412 0,038 1000 8,320 95,446
22a M3 1905 46832 0,041 1000 8,328 98,132

Tablica 26. Rezultati analize uzoraka jaja, dobivenih ekstrakcijom organskim otapalom, za

epiklortetraciklin pomo¢u LC-MS/MS uredaja

_ Povr§_ina Povrsina 0g RT Konaéna"
UZORAK | Razina analita standarda | Anl/AnlS injektirano | (min) koncentrgcua

(Anl) (AnlS) (ng kg™)
16a M1 1012 296358 0,003 200 7,927 24,969
16b M1 729 228728 0,003 200 7,919 27,249
17a M2 529 61932 0,009 500 7,894 56,605
17b M2 943 69820 0,014 500 7,902 61,010
18a M3 4959 219333 0,023 1000 7,919 102,999
18b M3 5310 274650 0,019 1000 7,91 101,736
19a M4 1088 37115 0,029 1500 7,894 148,519
19b M4 887 28934 0,031 1500 7,902 174,726
20a M5 1766 35130 0,050 2000 7,894 214,901
20b M5 1483 31150 0,048 2000 7,894 221,889
21a M3 4002 294350 0,014 1000 7,869 99,262
21b M3 4033 245412 0,016 1000 7,91 98,707
22a M3 772 46832 0,016 1000 7,894 107,783




Tablica 27. Rezultati analize uzoraka jaja, dobivenih ekstrakcijom organskim otapalom, za
doksiciklin pomo¢u LC-MS/MS uredaja

_ Povré_ina Povrsina ng RT Konaéna_ _
UZORAK Razina analita | standarda | Anl/AnlIS injektirano (min) koncentr_a}cua
(Anl) (AnlS) (ng kg™)
16a M1 1028 296358 0,003 200 8,854 1,396
16b M1 627 228728 0,003 200 8,862 1,582
17a M2 659 61932 0,011 500 8,845 5,309
17b M2 647 69820 0,009 500 8,854 7,259
18a M3 3649 219333 0,017 1000 8,854 12,922
18b M3 5594 274650 0,020 1000 8,845 11,250
19a M4 1213 37115 0,033 1500 8,845 23,376
19b M4 955 28934 0,033 1500 8,845 22,013
20a M5 2037 35130 0,058 2000 8,845 32,205
20b M5 1896 31150 0,061 2000 8,854 39,496
21a M3 5337 294350 0,018 1000 8,845 9,158
21b M3 3786 245412 0,015 1000 8,845 11,448
22a M3 1015 46832 0,022 1000 8,845 14,716




U tablicama 28 - 34 prikazani su podaci UHPLC/Q-TOF-MS mjerenja dobiveni Mass

Hunter racunalnim programom, ispitivani uzorci dobiveni su Quechers ekstrakcijom.

Tablica 28. Rezultati analize uzoraka jaja za tetraciklin pomo¢u UHPLC/Q-TOF-MS uredaja

_ Povré_ina Povrsina 0g RT Konaéna_ _
UZORAK | Razina analita standarda | Anl/An IS injektirano (min) koncentr_a}cua

(Anl) (AnlS) (ng kg™)
la M1 55971 2071510 0,027 200 7,46 20,409
1b M1 74875 2066993 0,036 200 7,457 20,220
2a M1 62375 2306818 0,027 200 7,459 19,698
2b M1 65785 2312195 0,028 200 7,46 20,639
3a M1 81309 2138623 0,038 200 7,453 18,270
3b M1 47951 2126631 0,023 200 7,455 18,289
4a M1 70508 2462760 0,029 200 7,452 20,419
4b M1 65791 2451763 0,027 200 7,451 20,569
5a M2 232666 2291318 0,102 500 7,454 49,727
5b M2 217917 2323535 0,094 500 7,455 48,990
6a M2 191470 2158116 0,089 500 7,451 50,201
6b M2 231314 2190599 0,106 500 7,464 50,978
7a M2 223378 2654987 0,084 500 7,449 47,320
7b M2 239451 2632772 0,091 500 7,463 48,454
8a M2 235731 2728800 0,086 500 7,447 43,602
8b M2 253378 2753919 0,092 500 7,465 43,254
9a M3 595541 2476690 0,240 1000 7,467 103,618
9b M3 590956 2534277 0,233 1000 7,454 102,618
10a M3 580995 2626739 0,221 1000 7,46 102,280
10b M3 609511 2630327 0,232 1000 7,461 103,103
1lla M3 577990 2667949 0,217 1000 7,455 104,101
11b M3 595717 2668662 0,223 1000 7,454 103,769
12a M3 581880 2800934 0,208 1000 7,455 95,490
12b M3 586193 2827564 0,207 1000 7,454 94,657
13a M4 853482 2630700 0,324 1500 7,455 148,259
13b M4 869421 2659395 0,327 1500 7,45 147,181
l4a M4 826214 2365859 0,349 1500 7,452 160,210
14b M4 831273 2352740 0,353 1500 7,452 162,343
15a M4 820720 2513649 0,327 1500 7,461 148,699
15b M4 829322 2526032 0,328 1500 7,447 149,284
16a M4 869364 2563081 0,339 1500 7,465 154,923
16b M4 924035 2614568 0,353 1500 7,449 151,339
17a M5 1186300 2776824 0,427 2000 7,453 186,273
17b M5 1195885 2763185 0,433 2000 7,463 189,237
18a M5 1350868 2928223 0,461 2000 7,452 202,702
18b M5 1369829 2956732 0,463 2000 7,445 204,814




Tablica 29. Rezultati analize uzoraka jaja za epitetraciklin pomo¢u UHPLC/Q-TOF-MS

uredaja
_ Povré_ina Povrsina 0g RT Konaéna_ _
UZORAK | Razina analita standarda | Anl/An IS injektirano (min) koncentricua

(Anl) (AnlS) (ng kg™)
la M1 22609 2071510 0,011 200 7,130 20,729
1b M1 20304 2066993 0,010 200 7,144 20,406
2a M1 26764 2306818 0,012 200 7,147 18,907
2b M1 19939 2312195 0,009 200 7,130 19,514
3a M1 25684 2138623 0,012 200 7,140 18,901
3b M1 25327 2126631 0,012 200 7,143 17,806
da M1 28637 2462760 0,012 200 7,139 18,149
4b M1 22486 2451763 0,009 200 7,139 18,606
5a M2 67978 2291318 0,030 500 7,141 46,980
5b M2 75409 2323535 0,032 500 7,142 45,101
6a M2 54160 2158116 0,025 500 7,138 47,636
6b M2 68302 2190599 0,031 500 7,134 44,763
7a M2 79960 2654987 0,030 500 7,136 45,546
7b M2 72082 2632772 0,027 500 7,151 46,305
8a M2 68366 2728800 0,025 500 7,135 42,926
8b M2 73067 2753919 0,027 500 7,135 42,491
9a M3 217812 2476690 0,088 1000 7,137 122,390
9b M3 210154 2534277 0,083 1000 7,142 117,735
10a M3 180710 2626739 0,069 1000 7,130 98,963
10b M3 183094 2630327 0,070 1000 7,131 100,282
1lla M3 194045 2667949 0,073 1000 7,143 105,186
11b M3 187108 2668662 0,070 1000 7,142 106,693
12a M3 197714 2800934 0,071 1000 7,142 105,446
12b M3 212956 2827564 0,075 1000 7,142 105,402
13a M4 269408 2630700 0,102 1500 7,142 146,162
13b M4 281039 2659395 0,106 1500 7,138 147,932
1l4a M4 267927 2365859 0,113 1500 7,139 162,822
14b M4 265287 2352740 0,113 1500 7,140 164,314
15a M4 216925 2513649 0,086 1500 7,131 134,763
15b M4 239481 2526032 0,095 1500 7,134 134,535
16a M4 282990 2563081 0,110 1500 7,135 156,556
16b M4 275105 2614568 0,105 1500 7,137 150,777
17a M5 396758 2776824 0,143 2000 7,140 190,030
17b M5 371492 2763185 0,134 2000 7,150 192,094
18a M5 415764 2928223 0,142 2000 7,139 198,490
18b M5 408306 2956732 0,138 2000 7,132 200,207




Tablica 30. Rezultati analize uzoraka jaja za oksitetraciklin pomo¢u UHPLC/Q-TOF-MS

uredaja
_ Povré_ina Povrsina 0g RT Konaéna_ _
UZORAK | Razina analita standarda | An1l/An IS injektirano (min) koncentricua

(Anl) (AnlS) (ng kg™)
la M1 7601 2071510 0,004 200 7,547 23,148
1b M1 9940 2066993 0,005 200 7,561 22,377
2a M1 11951 2306818 0,005 200 7,563 23,186
2b M1 10591 2312195 0,005 200 7,564 23,745
3a M1 10591 2138623 0,005 200 7,557 20,207
3b M1 10591 2126631 0,005 200 7,559 21,779
4a M1 11378 2462760 0,005 200 7,556 22,386
4b M1 11813 2451763 0,005 200 7,555 22,411
5a M2 32827 2291318 0,014 500 7,558 43,655
5b M2 33228 2323535 0,014 500 7,559 44,543
6a M2 29326 2158116 0,014 500 7,555 46,155
6b M2 34312 2190599 0,016 500 7,551 45,760
7a M2 40195 2654987 0,015 500 7,553 44,732
7b M2 42745 2632772 0,016 500 7,550 46,186
8a M2 41556 2728800 0,015 500 7,551 43,011
8b M2 36466 2753919 0,013 500 7,551 41,374
%9a M3 99807 2476690 0,040 1000 7,553 100,712
9b M3 102080 2534277 0,040 1000 7,559 105,395
10a M3 100069 2626739 0,038 1000 7,547 104,686
10b M3 101608 2630327 0,039 1000 7,548 103,644
1lla M3 100824 2667949 0,038 1000 7,559 99,603
11b M3 111684 2668662 0,042 1000 7,558 105,531
12a M3 101048 2800934 0,036 1000 7,559 92,228
12b M3 105954 2827564 0,037 1000 7,558 94,199
13a M4 160267 2630700 0,061 1500 7,559 146,535
13b M4 160598 2659395 0,060 1500 7,555 146,121
l4a M4 157889 2365859 0,067 1500 7,556 155,624
14b M4 156443 2352740 0,066 1500 7,557 158,133
15a M4 160920 2513649 0,064 1500 7,565 145,962
15b M4 160192 2526032 0,063 1500 7,551 151,421
16a M4 159821 2563081 0,062 1500 7,551 152,871
16b M4 161974 2614568 0,062 1500 7,553 145,175
17a M5 232901 2776824 0,084 2000 7,557 192,294
17b M5 231860 2763185 0,084 2000 7,549 194,289
18a M5 269355 2928223 0,092 2000 7,556 207,786
18b M5 265550 2956732 0,090 2000 7,549 210,477




Tablica 31. Rezultati analize uzoraka jaja za epioksitetraciklin pomo¢u UHPLC/Q-TOF-MS

uredaja
_ Povré_ina Povrsina 0g RT Konaéna_ _
UZORAK | Razina analita standarda | Anl/An IS injektirano (min) koncentr_a}cua

(Anl) (AnlS) (ng kg™)
la M1 26668 2071510 0,013 200 7,356 22,009
1b M1 27031 2066993 0,013 200 7,370 21,864
2a M1 36172 2306818 0,016 200 7,355 22,254
2b M1 28565 2312195 0,012 200 7,356 22,686
3a M1 27193 2138623 0,013 200 7,366 21,755
3b M1 25519 2126631 0,012 200 7,368 21,646
4a M1 31685 2462760 0,013 200 7,348 21,417
4b M1 37525 2451763 0,015 200 7,364 21,664
5a M2 70526 2291318 0,031 500 7,367 44,083
5b M2 73662 2323535 0,032 500 7,368 43,744
6a M2 73124 2158116 0,034 500 7,364 45,842
6b M2 70585 2190599 0,032 500 7,360 44,323
7a M2 93629 2654987 0,035 500 7,362 44,769
b M2 95342 2632772 0,036 500 7,359 46,823
8a M2 83729 2728800 0,031 500 7,360 44,204
8b M2 114301 2753919 0,042 500 7,360 43,478
9a M3 228442 2476690 0,092 1000 7,363 111,460
9b M3 229980 2534277 0,091 1000 7,368 110,220
10a M3 197693 2626739 0,075 1000 7,356 96,294
10b M3 203415 2630327 0,077 1000 7,357 96,372
1la M3 220741 2667949 0,083 1000 7,351 101,423
11b M3 221662 2668662 0,083 1000 7,367 99,775
12a M3 227680 2800934 0,081 1000 7,368 98,559
12b M3 227543 2827564 0,080 1000 7,367 97,621
13a M4 309997 2630700 0,118 1500 7,351 147,868
13b M4 337619 2659395 0,127 1500 7,364 151,373
1l4a M4 299459 2365859 0,127 1500 7,365 159,058
14b M4 301846 2352740 0,128 1500 7,366 163,102
15a M4 302024 2513649 0,120 1500 7,357 144,976
15b M4 320516 2526032 0,127 1500 7,360 147,089
16a M4 315535 2563081 0,123 1500 7,361 146,492
16b M4 323193 2614568 0,124 1500 7,362 145,718
17a M5 464892 2776824 0,167 2000 7,366 191,681
17b M5 460974 2763185 0,167 2000 7,358 194,403
18a M5 533737 2928223 0,182 2000 7,365 209,021
18b M5 512585 2956732 0,173 2000 7,358 203,936




Tablica 32. Rezultati analize uzoraka jaja za klortetraciklin pomo¢u UHPLC/Q-TOF-MS

uredaja
_ Povré_ina Povrsina 0g RT Konaéna_ _
UZORAK | Razina analita standarda | An1l/An IS injektirano (min) koncentricua

(Anl) (AnlS) (ng kg™)
la M1 89954 2071510 0,043 200 8,207 19,457
1b M1 86456 2066993 0,042 200 8,203 19,204
2a M1 90120 2306818 0,039 200 8,206 18,255
2b M1 96274 2312195 0,042 200 8,207 18,198
3a M1 90263 2138623 0,042 200 8,216 19,162
3b M1 93218 2126631 0,044 200 8,202 18,996
4a M1 100681 2462760 0,041 200 8,216 18,054
4b M1 101759 2451763 0,042 200 8,215 17,795
5a M2 274554 2291318 0,120 500 8,218 51,645
5b M2 280114 2323535 0,121 500 8,219 51,202
6a M2 249676 2158116 0,116 500 8,215 53,823
6b M2 259396 2190599 0,118 500 8,211 51,767
7a M2 326181 2654987 0,123 500 8,212 53,894
7b M2 310968 2632772 0,118 500 8,210 54,239
8a M2 379808 2728800 0,139 500 8,211 58,468
8b M2 372227 2753919 0,135 500 8,211 55,669
%9a M3 484435 2476690 0,196 1000 8,213 82,920
9b M3 488424 2534277 0,193 1000 8,218 82,104
10a M3 628916 2626739 0,239 1000 8,206 99,912
10b M3 610881 2630327 0,232 1000 8,208 99,202
1lla M3 582052 2667949 0,218 1000 8,202 96,828
11b M3 613592 2668662 0,230 1000 8,218 95,887
12a M3 716146 2800934 0,256 1000 8,201 106,798
12b M3 684787 2827564 0,242 1000 8,218 102,610
13a M4 867616 2630700 0,330 1500 8,201 145,072
13b M4 924416 2659395 0,348 1500 8,214 144,352
1l4a M4 838479 2365859 0,354 1500 8,216 153,406
14b M4 897499 2352740 0,381 1500 8,216 158,804
15a M4 1016060 2513649 0,404 1500 8,208 168,655
15b M4 1021841 2526032 0,405 1500 8,211 167,837
16a M4 853155 2563081 0,333 1500 8,211 137,577
16b M4 845222 2614568 0,323 1500 8,213 135,646
17a M5 1260971 2776824 0,454 2000 8,217 189,300
17b M5 1266497 2763185 0,458 2000 8,209 191,049
18a M5 1483739 2928223 0,507 2000 8,198 213,473
18b M5 1478671 2956732 0,500 2000 8,209 207,951




Tablica 33. Rezultati analize uzoraka jaja za epiklortetraciklin pomo¢u UHPLC/Q-TOF-MS

uredaja
_ Povré_ina Povrsina 0g RT Konaéna_ _
UZORAK | Razina | analita | standarda | Anl/An IS injektirano | (min) koncentricua

(Anl) (AnlS) (ng kg™)
la M1 27754 2071510 0,013 200 7,877 19,250
1b M1 29008 2066993 0,014 200 7,873 15,472
2a M1 27537 2306818 0,012 200 7,876 17,493
2b M1 30317 2312195 0,013 200 7,877 15,584
3a M1 26182 2138623 0,012 200 7,887 15,398
3b M1 30421 2126631 0,014 200 7,872 17,259
4a M1 28040 2462760 0,011 200 7,869 16,731
4b M1 29319 2451763 0,012 200 7,885 15,320
5a M2 65543 2291318 0,029 500 7,871 46,524
5b M2 72359 2323535 0,031 500 7,889 46,476
6a M2 77609 2158116 0,036 500 7,868 48,331
6b M2 68458 2190599 0,031 500 7,881 48,695
7a M2 84308 2654987 0,032 500 7,865 46,987
7b M2 81104 2632772 0,031 500 7,880 45,868
8a M2 98834 2728800 0,036 500 7,864 52,815
8b M2 102991 2753919 0,037 500 7,881 49,684
%9a M3 218583 2476690 0,088 1000 7,866 124,980
9b M3 201276 2534277 0,079 1000 7,871 120,059
10a M3 176424 2626739 0,067 1000 7,876 104,962
10b M3 181793 2630327 0,069 1000 7,878 105,723
1lla M3 194068 2667949 0,073 1000 7,872 109,700
11b M3 181271 2668662 0,068 1000 7,871 106,823
12a M3 214844 2800934 0,077 1000 7,871 104,496
12b M3 187355 2827564 0,066 1000 7,871 105,390
13a M4 204132 2630700 0,078 1500 7,872 160,286
13b M4 304656 2659395 0,115 1500 7,867 153,108
1l4a M4 266324 2365859 0,113 1500 7,869 176,113
14b M4 266324 2352740 0,113 1500 7,661 91,427
15a M4 252170 2513649 0,100 1500 7,878 157,878
15b M4 271139 2526032 0,107 1500 7,881 159,877
16a M4 296513 2563081 0,116 1500 7,864 146,023
16b M4 257180 2614568 0,098 1500 7,866 149,464
17a M5 340696 2776824 0,123 2000 7,869 182,712
17b M5 371522 2763185 0,134 2000 7,879 172,518
18a M5 421245 2928223 0,144 2000 7,868 210,469
18b M5 391111 2956732 0,132 2000 7,861 204,012




Tablica 34. Rezultati analize uzoraka jaja za doksiciklin pomo¢u UHPLC/Q-TOF-MS uredaja

_ Povré_ina Povrsina 0g RT Konaéna_ _
UZORAK | Razina analita standarda | Anl/An IS injektirano (min) koncentricua

(Anl) (AnlS) (ng kg™)
la M1 10589 2071510 0,005 200 8,658 6,903
1b M1 8606 2066993 0,004 200 8,672 6,612
2a M1 12515 2306818 0,005 200 8,657 5,842
2b M1 11894 2312195 0,005 200 8,676 5,646
3a M1 9413 2138623 0,004 200 8,668 4,167
3b M1 8647 2126631 0,004 200 8,671 4,510
4a M1 8209 2462760 0,003 200 8,667 4,198
4b M1 11058 2451763 0,005 200 8,684 5,186
5a M2 12535 2291318 0,005 500 8,669 7,015
5b M2 11857 2323535 0,005 500 8,670 6,733
6a M2 10134 2158116 0,005 500 8,666 8,109
6b M2 8140 2190599 0,004 500 8,662 7,396
Ta M2 10781 2654987 0,004 500 8,664 5,235
b M2 9099 2632772 0,003 500 8,661 4,851
8a M2 9929 2728800 0,004 500 8,662 4,484
8b M2 11246 2753919 0,004 500 8,663 3,865
9a M3 12021 2476690 0,005 1000 8,682 16,692
9b M3 11378 2534277 0,004 1000 8,670 9,932
10a M3 12600 2626739 0,005 1000 8,675 18,755
10b M3 10822 2630327 0,004 1000 8,677 11,451
1la M3 15384 2667949 0,006 1000 8,670 10,608
11b M3 14711 2668662 0,006 1000 8,669 10,432
12a M3 14477 2800934 0,005 1000 8,670 15,566
12b M3 15513 2827564 0,005 1000 8,687 7,865
13a M4 13224 2630700 0,005 1500 8,687 12,378
13b M4 15546 2659395 0,006 1500 8,666 12,215
1l4a M4 16498 2365859 0,007 1500 8,685 14,492
14b M4 18186 2352740 0,008 1500 8,685 13,213
15a M4 18054 2513649 0,007 1500 8,694 12,644
15b M4 15738 2526032 0,006 1500 8,680 12,789
16a M4 16833 2563081 0,007 1500 8,663 12,871
16b M4 22166 2614568 0,008 1500 8,682 12,669
17a M5 21842 2776824 0,008 2000 8,685 21,100
17b M5 18334 2763185 0,007 2000 8,678 21,508
18a M5 16655 2928223 0,006 2000 8,667 18,667
18b M5 15610 2956732 0,005 2000 8,677 18,700
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