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IVADAS

Dideli vaisty kiekiai, naudojami veterinarijoje ligy profilaktikai, ju
gydymui ir maistiniy gyviny augimo skatinimui neiSvengiamai susijg¢ ir su jy
liku¢iy bei metabolity patekimu | maisto produktus. Tokiomis medziagomis
uzterSty maisto produkty vartojimas gali sukelti visa eilg ligy, tarp kuriy
neabejotinai dominuoja véZziniai susirgimai. Pvz., sulfonamidy likuciai
pasizymi stipriu kancerogeniniu poveikiu bei labai padidina zmogaus
organizmo atsparuma antibiotikams. Veterinariniy vaisty ir augimo skatintojy
likuciai yra bene didziausia ir griezCiausiai kontroliuojama sritis. ES Sios
medziagos suskirstytos i dvi grupes: A grupé — visiSkai uzdrausti naudoti
vaistai (pvz., chloramfenikolis, nitroimidazolai ir kt.), ir B grupé¢ — vaistai
kuriems numatytos didziausios leistinos koncentracijos (DLK). Jei konkretus
vaistas neturi numatytos DLK vienoje ar kitoje matricoje, laikoma, kad jo
naudojimas yra draudziamas. Siekiant kontroliuoti veterinariniy vaisty
naudojima, bitina nuolatiné vaisty likuciy ir ju metabolity stebésena maisto
produktuose. Tam reikalingi efektyviis, jautriis ir patikimi analizés metodai.

Jau daugiau nei tris deSimtmecius dominuojanciu cheminés analizés
metodu yra chromatografija. Chromatografijos populiaruma lémé tai, kad Sis
metodas jungia dvi labai svarbias analizei procediiras: anali¢iy atskyrima ir ju
kiekybini nustatyma. Be to, chromatografijos metody pagalba galima
analizuoti labai platy junginiy spektra, pradedant paprastais neorganiniais
jonais ir baigiant sudétingais bioorganiniais junginiais. Nelakiy, daZzniausiai
ganétinai poliniy bei nepasizyminc¢iy dideliu terminiu stabilumu antibiotiky
nustatymui neabejotinai  tinkamiausias metodas - efektyvioji skyséiy
chromatografija (ESCh). Pastaraji deSimtmeti sékmingai apjungus ESCh su
masiy  spektrometriniu  (MS) detektoriumi, jis tapo nepakei¢iamu
identifikavimo ir kiekybinio nustatymo metodu maisto produkty analizéje. Sio
metodo svarba dar labiau iSaugo neseniai suktrus ir pritaikius ESCh
tandeminés masiy spektrometrijos (MS/MS) detektoriy, kuriame masiy analizé
atlickama dvieju nuosekliai sujungty per skaldymo cel¢ masiy spektrometry

pagalba. Pirmajame masiy spektrometre analités yra $velniai jonizuojamos,



»Iusiuojamos* ir ,,sveriamos®, po to konkreciai analitei budingas molekulinis
jonas fragmentuojamas skaldymo celéje, o pasirinktas fragmentas ar keli
fragmentai vél ,rGSiuojami ir ,sveriami‘ antrajame masiy spektrometre.
Tokioje sistemoje labai iSauga detektavimo jautris ir atrankumas bei smarkiai
sumaz¢ja méginio matricos jtaka, todél ESCh-MS/MS idealiai tinka sudétingos
matricos meéginiams tirti. Tobul¢jant detektavimo technikai limituojanciu
faktoriumi ESCh metode tapo chromatografinio atskyrimo etapas. Dél riboto
chromatografiniy sistemy efektyvumo sudétingesniy misiniy atskyrimas daznai
trunka 30 ir daugiau min. 2004 m. buvo komercializuota nauja ESCh sistema —
ultraefektyvioji skys€iy chromatografija (UESCh), sudaryta i§ naujos kartos
1000 bar maksimalaus slégio binarinio siurblio, dideliems slégiams pritaikytos
automatinés méginio jleidimo sistemos bei dideliems slégiams atsparaus,
poréto 1,7 pm daleliy dydzio etilsiloksano/silikagelio hibridinio sorbento. Tai
leido zenkliai pagerinti atskyrimo efektyvuma ir atrankuma bei pagreitinti
atskyrima. Tokiu biidu, UESCh metodas sujungtas su MS/MS detektoriumi
iSkelia naujus uzdavinius analitikams ir suteikia puikia proga istirti jo
galimybes bei pritaikomuma vienoje i$ sudétingiausiy analizés srifiy - vaisty
liku¢iy nustatymui biologiniuose objektuose.

Sioje daktaro disertacijoje apibendrinty moksliniy tyrimy tikslas —
nuodugniai iStirti ir pritaikyti efektyviosios ir/arba ultraefektyviosios skysciu
chromatografijos-tandeminés masiy spektrometrijos metodus kai kuriy
antibiotiky nustatymui maisto produktuose.

Disertacinio darbo uzdaviniai:

1. Optimizuoti chloramfenikolio, sulfonamidy ir nitroimidazoly bei ju
metabolity MS/MS detektavimo salygas bei atskyrimo efektyviosios ir/arba
ultraefektyviosios skysciy chromatografijos metodu salygas.

2. Istirti ir optimizuoti naujas chloramfenikolio, sulfonamidy, nitroimidazoly
bei ju metabolity ekstrakcijos i§ maisto produkty ir ekstrakty valymo
procediras.

3. Remiantis ES reikalavimais nuodugniai jvertinti metody analizines

charakteristikas.



. Iteisinti ir panaudoti naujus metodus maisto produkty kontrolei.

Ginamieji teiginiai:

. Tandeminé masiy spektrometrija — labai atrankus ir jautrus detektorius,
puikiai tinkantis sudétingos matricos biologiniy méginiy tyrimui.

. Ultraefektyviosios skyséiu chromatografijos metodas yra efektyvesnis,
atrankesnis,  greitesnis ir tikslesnis uz efektyviosios = skysCiy
chromatografijos metoda.

. Paruostos chloramfenikolio, sulfonamidy, nitroimidazoly bei ju metabolity
ekstrakcijos i§ maisto produkty ir ekstrakty valymo proceduros yra greitos
ir efektyvios.

. Optimizuoti ESCh/UESCh-MS/MS metodai tenkina ES reikalavimus vaisty

likué¢iy nustatymo metodams.



I. LITERATUROS APZVALGA
1.1. Efektyvioji skys¢iy chromatografija: pagrindinés vystymosi
tendencijos

Efektyvioji skysCiy chromatografija (ESCh) — vienas i§ placiausiai
Siuolaikinéje analizéje taikomy metody [1]. Vienas i§ pagrindiniy ESCh
metodo privalumy, salygojanciy §io metodo populiaruma, galimybé naudojant
ta paCia jranga nustatyti labai platy junginiu spektra, pradedant paprastais
neorganiniais jonais ir baigiant sudétingomis biomolekulémis. Principiné
Siuolaikinio skysciy chromatografo schema pavaizduota 1.1 pav. Norint pereiti
nuo vieno prie kito ESCh varianto, dazniausiai tereikia pakeisti koloné¢le

ir/arba judrig faze.

Judri fazé

Kompiuteris

1.1 pav. Efektyviosios skysc¢iy chromatografijos metodo principiné schema.

Nuo pat ESCh metodo atsiradimo (~1965 m.) vyko nuolatinis jo
tobulinimas siekiant pagerinti efektyvuma, atrankuma, pagreitinti atskyrima

bei padidinti detektavimo jautrj [2].

1.1.1. Ultraefektyvioji skysc¢iy chromatografija
Chromatografinés sistemos efektyvumo didinimas yra bene rySkiausia
ESCh vystymo kryptis, kadangi efektyvumo padidinimas ne tik pagerina
atskyrimo atrankuma, bet j{galina pagreitinti atskyrima bei padidina
detektavimo jautri. Kolonélés efektyvumas (teoriniy I€ksteliy skaicius N)

susijgs su sorbento daleliy skersmeniu (d,) [3]:



Noo b

P
Taigi, sumazinus sorbento daleliy dydj 2 kartus, efektyvumas taip pat padidés
dvigubai. Be to, sorbento daleliy dydzio sumazinimas ne tik pagerina
efektyvuma, bet ir leidzia didinti judrios fazés greiti ir taip pagreitinti
atskyrima be dideliy efektyvumo nuostoliy. Tai iliustruoja Van Deemter ‘io
lygtis, aprasanti teorinés lékstelés aukscio priklausomybe nuo judrios fazés

linijinio tekéjimo greicio:
B 2
H = A(dp)+—+C(dp )-u
u

H — teorinés 1ékstelés aukstis (cm, mm); u — linijinis judrios fazés tekéjimo
greitis (cm/s, mm/s); A, B ir C — dydziai, apraSantys skirtingy difuzijos procesuy
(suktirinés difuzijos, molekulinés difuzijos ir pasiprieSinimo masiy mainams

tarp faziy) itaka efektyvumui.

204 u
10um
157 5um
H

104 3,5um

1,7 um
] &

0 1 2 3 4 5 6 7
u, mm/s

1.2 pav. Teorinés lékstelés aukscio priklausomybés nuo linijinio judrios
fazés tekéjimo greicio skirtingo dydzio sorbento daleléms skysciu
chromatografijoje.

Pirmasis ir treciasis démenys pateiktoje lygtyje susije su sorbento daleliy
dydziu. Pvz., dvigubai sumazinus sorbento daleles, sukiirinés difuzijos itaka
efektyvumui sumazés 2 kartus, o pasiprie$inimo masiy mainams jtaka - net 4
kartus. ESCh metode didziausia jtaka efektyvumui turi masiy mainy tarp faziy
procesas, todél sumazinus sorbento daleles galima didinti judrios fazés
tekéjimo greitj (greitinti atskyrima) be Zzymesniy efektyvumo nuostoliy. Tai

iliustruoja 1.2 pav. pavaizduotos H priklausomybés nuo judrios fazés tekéjimo
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greicio skirtingo daleliy dydzio sorbentams. Matome, kad 10 um daleléms u
veréiy, duodan¢iy minimaly A (t.y. maksimaly efektyvuma), intervalas yra
labai siauras, todél net ir nedidelis judrios fazés greiCio padidinimas susijgs su
zenkliu efektyvumo praradimu. Tuo tarpu 1,7 um daleléms net ir 2-3-kartinis
judrios fazés grei¢io padidinimas efektyvumo beveik nejtakoja.

Akivaizdu, kad perspektyviausias biidas padidinti efektyvuma, o tuo paciu
ir atskyrimo atrankuma bei greiti — sorbento daleliy mazinimas. Tai ir buvo
viena i§ ryskiausiy ESCh metodo vystymosi tendencijy 1960-1985 m. Pvz., iki
1970 m. rinkoje dominavo 30-40 um, 1970-1985 m. — 10-20 pm, o nuo 1985 -
jau 3,5-5 pm daleliy dydzio sorbentai [4]. Taciau paskutinius 20 mety jokiuy
esminiy pokycCiy S$ioje srityje nebuvo. Kokios priezastys stabdé sorbenty
vystyma paskutinius 20 mety? Pagrindiné problema — smarkiai iSaugantis
slégis pries kolonéle. Slégis pries kolonéle (AP) susijgs su sorbento daleliy
dydziu [5]:

1

AP oc —
d,

Taigi, sumazinus sorbento daleles dvigubai, slégis iSaugs net 4 kartus.
Tradiciniai ESCh prietaisai leidzia dirbti slégyje iki 400 bary, tuo tarpu
naudojant 1,0-2,0 um daleliy skersmens sorbentus standartinése kolonélése
(10-20 cm ilgio ir 3-4,6 mm vidinio skersmens) slégis iSauga iki 800-2000
bary. Tokiy slégiy neatlaiko nei chromatografijos aparatiira (siurbliai, méginio
ileidimo sistemos), nei tradicinémis technologijomis sintetinami poréti
sorbentai. Pavieniai tyrimai naudojant nekomercing labai auksto slégio ESCh
iranga bei neporétus ir todél mechaniskai patvarius mazo daleliy dydzio
sorbentus buvo atlickami jau nuo 1995 m. Bene ryskiausia pédsaka paliko
amerikie¢iy mokslininko Jorgenson grupés darbai [6-8], kuriuose buvo
nuodugniai tyrin¢jamas atskyrimas siaurose kapiliarinése kolonélése (30-100
um skersmens), uzpildytose neporétu 1,5 pm daleliy dydzio sorbentu
silikagelio pagrindu. Autoriams pavyko pasiekti labai greitus (<5 min) ir
efektyvius (iki 300000 teoriniy lékSteliy) organiniy junginiy miSiniy
atskyrimus, taciau slégiai prie§ kolon¢lg sieké net 4000-7000 bar. Be to,
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neporéti sorbentai pasizymi nedidele talpa méginiui ir silpnu analiciy
sulaikymu, todél néra labai tinkami praktiniams tikslams. Tuo tarpu poréty
sorbenty mechaninis patvarumas nepakankamas net ir 600-1000 bar slégiams.

2003 m. Waters firma pasitilé [9] naujos kartos poréta ir mechaniskai labai
patvary etilsiloksano/silikagelio hibridinj sorbenta (BEH). Tyrimai parodé
[10], kad Sis sorbentas net ir 4500 bar slégyje puikiai iSlaiko savo savybes. Ir
jau 2004 m. [11] Waters firma pristaté komercing ultracfektyviosios skyséiy
chromatografijos (UESCh) sistema Acquity-UPLC, sudaryta i8:

- naujos kartos 1000 bar maksimalaus slégio binarinio siurblio;

- automatinés meéginio jleidimo sistemos, pritaikytos dideliems slégiams;

- sumazinto detektoriaus celés tiirio bei sistemos ,,tu$¢io* tiirio;

- dideliems slégiams atspariy, poréty 1,7 um daleliy dydzio BEH tipo sorbenty,
modifikuoty oktadecilo, oktilo arba fenilo ligandais.

Jei lyginsime UESCh ir ESCh metodus to paties ilgio koloné¢léms, sorbento
daleliy dydi sumazinus nuo 5 iki 1,7 pm, teoriskai efektyvumas turéty padidéti
3 kartus, atrankumas pageréti 1,7 karto ir detektavimo jautris padidéti 1,7
karto. Be to, padidinus judrios fazés tekéjimo greitj (tai padaryti leidzia 2,5
karto didesnis maksimalus darbinis slégis) atskyrimg UESCh metodu galime
pagreitinti iki 9 karty be didesniy efektyvumo nuostoliy [12].

Pirmieji darbai buvo skirti visapusiSkam naujos UESCh sistemos
tyrin€jimui siekiant jvertinti jos privalumus ir trikumus. Belgy ir brity
mokslininky darbe [13] buvo lyginamas modeliniy miSiniy atskyrimas UESCh
metodu su 1,7 um sorbentu ir ESCh metodu su 3,5 ir 5 pm sorbentais. Buvo
nustatyta, kad auks$¢iau iSvardintos charakteristikos UESCh metode realiai
pageréja maziau nei tai numato teorija. Pvz., lyginant su 5 pum sorbentu
atskyrimo trukmé sumazinama tik 4,5 kartus, o efektyvumas pageréja 2,6
karto. Tai siejama su efektyvuma mazinanCiy Siluminiy efekty (dél stipriau
pasireiskianciy trinties jégy) sustipréjimu mazesnémis dalelémis uZpildytose
kolonélése. Taciau kity autoriy darbuose [14-16] buvo parodyta, kad daugeliu
atveju, teisingai parinkus salygas UESCh metodu galima pagreitinti atskyrima

net iki 7-8 karty. Taip pat pazymimos dar ir Zymiai mazesnés (2-8 kartus)
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tirpikliy sanaudos UESCh metode. 1.3 pav. palygintas modelinio miSinio
atskyrimas ESCh ir UESCh metodais. Matome, kad trigubai trumpesné UESCh
kolonélé leidzia pilnai atskirti 8

2.1x100mm 4.8um . .. RO .
junginiy misini mazdaug 7,5

me— karto greiciau.
1.3 pav. Modelinio mi$inio
10

0.

e

0

AUFS

2.1%30mm 1.7um 0 atskyrimo ESCh ir UESCh
025 metodais palyginimas
o (Nepublikuoti Waters
2 duomenys).
0.0 (min} 16
Kai jau iprasta

chromatografinei analizei, pirmiausiai UESCh metodas buvo pradétas taikyti
problematiskiausiose srityse, biitent biocheminiams (proteomikos ir
metabolizmo) tyrimams, kuriuose tiriami labai sudétingi meéginiai ir todeél
reikalingas didelis efektyvumas bei auksta skiriamoji geba [17-20]. Véliau
pasirodé eilé darby skirty farmaciniams [15, 21, 22], aplinkosauginiams [23,
24], maisto kokybés [25-27] ir kt. tyrimams.

1.1 lentelé
Komerciniai mechaniskai patvariis mazo daleliy dydzio sorbentai

Firma Komercinis pavadinimas Daleliy
skersmuo, um

Agilent Zorbax Rapid Resolution 1,8
Bischoff TPP Ace 1,8
Eprogen Micra NPS ODS 1,5
Grace (Alltech) VisionHT, Rocket, and Expedite 1,5
Interchim TSKgel Super ODS 2,0
Sepax GP Series 1,8
Sepax ProteomixTM SCX 1,7
Shimadzu Pathfinder 1,5
Supelco Acentis Express 2,7
Thermo Electron Hypersil Gold 1,9
Waters Acquity BEH 1,7
YMC Ultra-Fast 2,0
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Apibendrinant galime konstatuoti, kad tiek ir paties UESCh metodo
ypatumuy, tiek ir jo taikymo galimybiy tyrimai dar tik jgauna pagreitj, todél
artimiausiu metu tikétinas ryskus proverzis Sioje srityje. Tai patvirtina ir toks
faktas, kad naujausiais duomenimis eilé firmy jau gamina mechaniskai
patvarius mazo daleliy dydzio sorbentus ultracfektyviajai skysciy

chromatografijai (1.1 lentel¢).

1.1.2. AukStatemperatiiré skys€¢iy chromatografija
Ilga laika atskyrimai ESCh metodu buvo atliekami 20-50 °C temperatiirose.
Pirmasis fundamentalus darbas apie temperatiiros itaka bei galimybes atlikti
atskyrimus ESCh metodu aukstesnése (100-200 °C) temperatirose buvo
publikuotas 1988 m. [28]. Slégis pries kolonélg apraSomas lygtimi:

Cia ¢ — kolonélés ,,pasipriesinimo* faktorius; # — judrios fazés klampa; L —
kolonélés ilgis; u — judrios fazés linijinis tekéjimo greitis.

Matome, kad slégis pries kolonélg priklauso ir nuo judrios fazés klampos, kuri,
savo ruoztu, zenkliai sumazéja auksStesnése temperatiirose. IS 1.4 pav. pateikty
triju tirpikliy santykiniy klampy (n/mpsec) priklausomybiy nuo temperatiiros
matyti, kad padidinus temperatiira nuo kambario iki 200 °C, juy klampa
sumazéja mazdaug 4-5 kartus. Tai leidzia naudoti mazesnio dydzio sorbentus
(padidinti efektyvuma) ir/arba didesni judrios fazés greiti (pagreitinti
atskyrima) iSvengiant Zenklaus slégio padidéjimo. Be to, aukStesnéje
temperatiiroje anali¢iy difuzija judrioje fazéje greitesné. Tai pagreitina masiy
mainus tarp faziy ir papildomai dar padidina efektyvuma bei pagreitina
atskyrima.

TaCiau dar pakankamai ilga laika aukStatemperatirés skyséiy
chromatografijos vystyma bei komercializacija stabd¢ kelios problemos [29,
30]. Visy pirma, tradiciniai modifikuoti sorbentai silikagelio pagrindu yra
termiSkai nestabiltis ir aukStesnése temperatiirose (>60 °C) labai pagreitéja

siloksaniniy (=Si-O-Si=) grupiy hidrolizé. Kita problema - papildomas smailiy
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iSsiplétimas aukStose temperatirose dél radialinio temperatiiros gradiento
kolonéléje, kadangi | termostatuojama kolonéle patekusi judri fazé greiciau
iSyla prie kolon¢lés sieneliy nei kolonélés centre. Galiausiai, zinodami, kad
daugelio anali¢iy stabilumas auksStesnése temperatlirose sumazéja, nemaza
dalis chromatografijos specialisty i§ anksto buvo nusiteike skeptiskai Sio
metodo atzvilgiu. Anali¢iy terminio nestabilumo mitas buvo galutinai
iSklaidytas Carr‘o ir bendraautoriy darbuose [31, 32], kuriuose atlikus
nuodugnius tyrimus jrodyta, kad net ir termiSkai nelabai stabiliis junginiai

biidami aukstoje temperatiiroje tik kelias minutes islieka nepakite.

|*Vanduo - Metanolis *Acetonitrilas|

Santykiné klampa
o o
(2] (-]
I I

o
IS
I

02 -

0 1 1 1 1 1 1 1 1
0 25 50 75 100 125 150 175 200

Temperatira,°C

1.4 pav. Tirpikliy santykiniy klampy priklausomybés nuo temperatiiros.

Pirmieji sorbentai darbui auksStose temperatiirose buvo sukurti pries 10
mety cirkonio pagrindu [33]. Siuo metu jau galima isigyti oktadecilu,
polibutadienu ir anglimi modifikuoty cirkonio sorbenty, pasizymin¢iy ypac
geru terminiu stabilumu. Agilent firma susintetino atspary hidrolizei silikagelio
sorbenta, kurio pavirSiuje prijungti atitinkami ligandai (C18, C8, CN ar kt.) su
dviem izobutilo funkcinémis grupémis (vietoje metilo) ligando Sonuose,
sferiskai apsaugojanciomis silikagelio matrica nuo hidrolizés [34]. Taciau
prieSingai cirkonio sorbentams, $is sorbentas gali buti eksploatuojamas tik
palyginti neaukstoje temperatiiroje (iki 90 °C). Siuo metu jau visa eilé firmy

parduoda sorbentus darbui aukstose temperatiirose (1.2 lentelé).
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1.2 lentelé

Komerciniai sorbentai auk$tatemperatiirei skysc¢iy chromatografijai [34]

Firma Sorbento matrica (funkcinés grupés) Maksimali
temperatira,

°C

Agilent Sferiskai apsaugotas silikagelis (C18, C8, 90
CN, fenilo)

Hamilton Stireno-divinilbenzeno kopolimeras 150

Jordi Poli-divinilbenzenas 150

Shimadzu Polimere jkapsuliuotas silikagelis (C18, 200
CN, fenilo)

Thermo Electron Poréta grafitiné anglis 200

ZirChrom Cirkonis (C18, polibutadienas) 150

Separations Cirkonio-anglies kompozitas (C18) 200

Waters Etilsiloksano-silikagelio hibridas (C18, 80

C8)

Iki 2007 m. pabaigos buvo komercializuotos tik dvi sistemos
aukstatemperatiirei skysC¢iu chromatografijai: Metaloxm 200C (ZirChrom
Separations) ir Polartherm™ 9000 (Selerity). Butina pazyméti, kad Sios
sistemos — tai tik papildomi jrengimai, suderinami su bet kokiu Siuolaikiniu
ESCh prietaisu. Nemazai pastangy buvo idéta siekiant iSvengti smailiy
i$siplétimo dél radialinio temperatiros gradiento kolonél¢je. Buvo nustatyta
[35], kad temperatiiros gradientas visisSkai eliminuojamas tik tuomet, kai i
kolonéle patenkancios judrios fazés temperatira yra ne daugiau kaip 5 °C
zemesné uz kolonélés temperatira. Tokiu biidu, dirbant auksStose temperatiirose
tarp méginio ileidimo ir kolonélés biitinas specialus judrios fazés pasildymo
(preheater) irenginys. Kita techniné problema — greitas judrios fazés
temperatiiros sumazinimas (<80 °C) prie§ jai patenkant { detektoriy (masiy
spektrometriniam detektoriui ausinimas nereikalingas). Paprasciausias buidas —
patalpinti kapiliaro dali tarp koloné¢lés ir detektoriaus i ledo vonia — buvo
naudojamas atliekant tyrimus su namy darbo jranga. Komercinése sistemose
auSinimui naudojama amerikie¢iy mokslininky patentuota sistema [36],
pagrista Silumos mainais tarp prieSinga kryptimi cirkuliuojanciy atSaldytos

judrios fazés kapiliaro iSoréje ir karStos kapiliaro viduje. Maksimali tokiy
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sistemy darbiné temperatiira — 200 °C. AukStesnés temperatiiros nenaudojamos
dél judrios fazés peréjimo i superkrizini buvi.

Kaip jau buvo minéta, dirbant auksStesnése temperatiirose su ta pacia
kolonéle pagreitéja atskyrimas, sumazéja slégis pries kolonélg, padidéja
efektyvumas ir pageréja atrankumas [37]. Tai iliustruoja 1.5 pav. palygintas
pesticidy miSinio atskyrimas identiskose (kolonélé, judri fazé, jos greitis)

salygose trijose skirtingose temperatairose.

2 3 45 40°C

=ed

1.5 pav. Pesticidy atskyrimo prie skirtingy temperattry palyginimas
(Dr. Pat Sandra nepublikuoti duomenys).

Be to, padidinus temperatiira, galima papildomai padidinti efektyvuma
mazinant sorbento daleliy dydi, tac¢iau iSvengiant zymaus slégio padidéjimo bei
papildomai pagreitinti atskyrima trumpinant/siaurinant kolonélg ir/arba
didinant judrios fazés greiti. Tai iliustruoja 1.6 pav. palygintos modelinio
misinio chromatogramos, gautos standartinése ESCh salygose 40 °C
temperatiiroje ir trigubai trumpesnéje ir siauresnéje kolonéléje su maZesnio
dydzio dalelémis ir dvigubai didesniu judrios fazés grei¢iu 95 °C
temperatiiroje. Pasicktas efektas - 27 karty greitesnis atskyrimas nevirsijant
ribinio (400 bar) slégio bei iSlaikant puiky atskyrimo atrankuma.

Reikéty pabrézti, kad didinant temperatiira mazéja vandens dielektriné
konstanta (nuo 80,1 prie 20 °C iki 34,5 prie 200 °C), t.y. vandens poliSkumas
aukStesnése temperatiirose sumazéja [38]. Jei normaliomis salygomis grynas

vanduo nenaudojamas judria faze dél labai nedidelés iSstimimo jégos, tai

17



aukStesnése temperatirose jo iSstimimo jéga iSauga (pvz., 150 °C
temperatiiroje vandens i$stimimo jéga prilygsta 50:50 v/v H,O-MeOH misinio
iSstimimo jégai kambario temperatiiroje [39]) ir grynas vanduo jau puikiai
tinka judria faze. Tokiu biidu iSvengiama brangiy ir toksisky organiniy tirpikliy
(metanolio, acetonitrilo) panaudojimo bei atveriama galimybé detektavimui
naudoti puikiai uzsirekomendavusi duju chromatografijoje (DCh) nejautry

vandeniui liepsnos jonizacinj detektoriy [40].

4.6 x 150 mm, 5 pm
1.20 mL/min, 40 °C
Analizés laikas: 11 min

0 2 4 8 8 10 min
2.1 mm x 50 mm 1.8 pm
2.40 mL/min, 95 °C
Analizés laikas: 0.4 min

0 0.2 0.4 min

1.6 pav. Modelinio misinio chromatogramos, gautos standartinése
ESCh salygose 40 °C temperatiroje ir trigubai trumpesnéje ir
siauresnéje kolonéléje su maZesnio dydzio dalelémis ir dvigubai
didesniu judrios fazés grei¢iu 95 °C temperatiiroje (Nepublikuoti
Agilent duomenys).

Galiausiai, greta jau paminéty privalumy bitina pazyméti, kad
aukstatemperatiiréje skys¢iu chromatografijoje atsiranda papildoma galimybé
itakoti sudétingy misiniy atskyrima naudojant temperatiros gradienta [41]. Tai
ypac aktualu atskiriant didelés molekulinés masés junginius, kuriy atskyrimas
tradiciniais ESCh variantais daznai labai komplikuotas dél smarkiai
sulétéjanciy masiy mainy tarp faziy. 1.7 pav. pavaizduotas polietilenglikoliy
atskyrimas naudojant unikaly (iprastai atskyrimo metu temperatiira didinama)
temperatiiros mazéjimo gradienta [42].

Kadangi aukstatemperatiré skysciy chromatografija dar tik pirmojoje
savo vystymosi stadijoje (metodo ypatumy ir galimybiy tyrimas), kalbéti apie
metodo taikyma konkre¢ioms analizinéms problemoms spresti dar anksti.

Keleta pavyzdziy galime rasti neseniai publikuotoje apzvalgoje [37].
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1.7 pav. Polietilenglikoliy atskyrimas naudojant linijini temperatiiros
mazéjimo gradienta nuo 90 iki 25 °C [42].

Lyginant UESCh ir auksStatemperatiirés skysciy chromatografijos sistemas
susidaro ispudis (beje teisingas), kad aukStatemperatiré skysciy
chromatografija yra lankstesnis ir tode¢l pranasesnis metodas. Tac¢iau UESCh
sistema papildZius atitinkamais priedais (kolonélés termostatu, judrios fazés
Sildymo  jrenginiu ir auSinimo  sistema) ji  tampa  hibridine
ultraefektyviosiostaukstatemperatiirés skysciuy chromatografijos sistema su dar
platesnémis galimybémis. Tuo tarpu tradicing aukStatemperatiirg¢ skysciy
chromatografijos sistema transformuoti i ultraefektyviajat+aukstatemperattre

néra techniniy galimybiy.

1.1.3. Masiy spektrometrinis detektavimas

Nuo pat pirmyjy komerciniy chromatografy atsiradimo viena i§ didziausiy
analitiky svajoniy buvo chromatografijos apjungimas su MS detektoriumi.
Galime i8skirti bent kelias tokio susidoméjimo priezastis. MS detektoriumi
iSmatuojama analités molekuliné masé ir tai labai supaprastina junginiy
identifikavima. Be to, unikalus MS detektoriaus atrankumas daznai jgalina
identifikuoti ir nustatyti chromatografiSkai nevisiskai atskiriamus arba net
neatskiriamus junginius. Galiausiai, naudojant MS detektoriy vidiniu standartu
galime naudoti izotopais Zymétus (pvz., deuteruotus) anali¢iy analogus ir tokiu
btdu labai pagerinti kiekybinio nustatymo tiksluma. DCh-MS sistemos buvo
komercializuotos jau 1967 m., o mazdaug nuo 1975-1980 m. DCh-MS tapo

rutininiu metodu be kurio neapsi¢jo nei viena rimtesné¢ analizés laboratorija
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[43]. Tuo tarpu ESCh metodo apjungimas su MS buvo Zymiai
problematiskesnis, todél ESCh-MS isitvirtino analizéje tik praéjusio
desimtmecio pabaigoje [44]. ESCh metodo apjungima su MS apsunkino du
pagrindiniai dalykai. Siame metode naudojamos skystos, daZniausiai turin¢ios
vandens judrios fazés, pumpuojamos per kolonélg 0,5 -1,5 ml/min greiéiais.
Tuo tarpu MS detektoriui buvo biitina dujiné fazé giliame vakuume (~1,33-10'4
Pa). Akivaizdu, kad labai greitai ir efektyviai iSgarinti ar pasalinti i$ sistemos
tokius skysCio srautus techniskai sudétinga. Kita problema — didzioji dalis
anali¢iy, tiriamy ESCh metodu yra mazai lakios ir/arba termiskai labilios, tad
ju jonizacijai netiko DCh-MS metoduose naudojami elektrony smigio bei
cheminés jonizacijos Saltiniai. Plac¢iau su ESCh-MS metodo istorija galima
susipazinti apzvalgoje [45]. Nedetalizuodami tik paminésime, kad pagrindinis
luzis metodo komercializavimo kelyje ivyko mazdaug 1988-1990 m., atsiradus
atmosferos slégio cheminés jonizacijos (APCI) ir elektrosrauto jonizacijos
(ESI) saltiniams.

Masiy spektrometras susideda i$ trijuy pagrindiniy daliy: jonizacijos $altinio,
masiy analizatoriaus ir detektoriaus. Kadangi tick DCh-MS, tiek ir ESCh-MS
naudojamuose  detektoriuose  (elektrony daugintuvai, fotodaugintuvai)
principiniy naujoviy néra, trumpai apzvelgsime tik Siuo metu ESCh metode
naudojamy MS detektoriy jonizacijos $altinius bei masiy analizatorius.

Jonizacijos Saltiniai. Kaip jau buvo minéta, didelis skysCio srautas
iStekantis i§ koloné¢lés negali biti tiesiogiai ileidziamas i vakuumo zona, kuri
butina daugeliui MS jonizacijos Saltiniy [46]. Todel po kelis deSimtmecius
trukusio eiSkojimuy ir bandymuy laikotarpio Siuo metu ESCh-MS metode
naudojami du pagrindiniai jonizacijos Saltiniai - APCI ir ESI. Ju principinés
schemos pavaizduotos 1.8 pav. Abiejy jonizacijos Saltiniy konstrukcija jgalina
jonizuoti analites atmosferos slégyje [47, 48]. APCI (1.8 a pav.) Saltinyje
iStekanti i$ kapiliaro judri fazé yra sumaiSoma su lygiagreciu duju srautu,
susidarg purslai yra iSgarinami leidZiant juos per kaitinimo elementa. Susidare
garai nukreipiami link vainikinio iSlydzio adatos kuriai suteiktas keliy kV

potencialas. Cia elektrony veikiamos judrios fazés tirpiklio molekulés S
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protonizuojamos/deprotonizuojamos  susidarant teigiamiems [S+H]™ arba
neigiamiems [S-H] jonams, kurie reaguoja su analités molekulémis M ir jas
protonizuoja arba deprotonizuoja:

Teigiama jonizacija [S+H] +M — S + [M+H]"

Neigiama jonizacija [S-H]'+M — S + [M-H]

Priesingg kruvi turintis elektrodas nukreipia jonizuotas analites { tarpinio
vakuumo zona, i$ kur jos toliau patenka | masiy analizatoriaus sektoriy.

Labai panasus ir ESI $altinio veikimo principas (1.8 b pav). IS kolonélés
iSeinantis judrios fazés srautas nukreipiamas i plienini kapiliara kuriam
suteikiama auksta jtampa. Lygiagretus dujy srautas iSpurskia judria faze su joje
iStirpusiomis jonizuotomis analitémis laseliy pavidalu. Priklausomai nuo
kapiliaro jtampos poliSkumo, laSeliy pavirSius igyja teigiama arba neigiama
kriivi. Toliau veikiamas dujy tirpiklis laseliuose garuoja ir laSeliai traukiasi.
Kruvio tankis laSelyje palaipsniui didéja, o stimos jégos tarp kriiviy auga, kol
galiausiai lasas sprogsta (vyksta taip vadinamas ,,Kulono sprogimas‘)
susidarant mazesniems laSeliams. Sis procesas kartojasi kol analité pilnai
pereina | dujini bavi. [prastai ESI jonizacijos metu susidaro poliprotoniniai
[M+nH]"" bei monoprotoniniai [M+H]" arba [M-H] jonai. Tolesné proceso

eiga analogiska APCI metodui.

e
\

ﬂ,

»
¥ .

1.8 pav. APCI jonizacijos Saltinio principiné schema (a): 1 — judri fazé
1§ ESCh; 2 — kaitinimo elementas; 3 — iSpurSkimo dujos; 4 — vainikinio
i8lydzio adata; 5 — duju uzsklanda; 6 — jonus pritraukiantis elektrodas; 7
— tarpinio vakuumo zona; 8 — analizatoriaus sektorius. ESI jonizacijos
Saltinio principiné schema (b): 1 — judri fazé¢ i§ ESCh; 2 -
jonizacijos/iSpurSkimo kapiliaras; 3 — iSpurSkimo dujos; 4 — jonus
pritraukiantis elektrodas; 5 — duju uzsklanda; 6 — tarpinio vakuumo
zona; 7 — analizatoriaus sektorius.
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Abu jonizacijos Saltiniai puikiai papildo vienas kita. ESI geriau tinka
jonizuotoms bei labai polinéms neutralioms analitéms, kuriy molekulinés
masés virsija 1000, o optimaliis judrios fazés srautai - 0,01-1 ml/min. Tuo
tarpu APCI labiau tinkama mazos ir vidutinés molekulinés masés, nepolinéms
arba vidutiniSskai polinéms analitéms, o optimaliis judrios fazés srautai - 1-2
ml/min.

Masiy analizatoriai. Kvadrupolinis masiy analizatorius yra vienas i§
paprasciausiy ir seniausiai naudojamy MS analizatoriy, sukurtas 6-ajame XX a.
desimtmetyje [49]. Jis sudarytas i$ keturiy vienody, lygiagreciai vienas kitam
iSdéstyty metaliniy strypy (1.9 pav.). Strypai prijungti prie kintamos (daznis
artimas radiobangy dazniams) bei nuolatinés itampos generatoriaus. Strypams,
esantiems vienas prieSais kita suteikiama vienodo zenklo jtampa. Tokiu biidu
sudaromas auksto daznio kintamas elektrinis laukas. Jonas, patekes i §i lauka
pradeda virpéti ploks§tumoje, statmenoje jo judéjimo krypciai. Jei elektrinio
lauko stipris atitinka jono energija, kuri priklauso nuo jo m/z santykio, toks
jonas praskrenda tarp strypu ir gali biiti uzregistruotas. PrieSingu atveju jis
atsitrenkia | kazkuri i§ strypu ir neregistruojamas. Taigi, keiCiant elektrinio

lauko amplitudg yra atlickamas m/z skenavimas [46].

1.9 pav. Kvadrupolinio masiy analizatoriaus principiné schema. 1 -
jonu kelias per analizatoriy, 2 - kintamos bei nuolatinés itampos
generatoriai.

Kvadrupoliniai masiy analizatoriai nepasizymi itin didele skiriamaja geba
bei masiy skenavimo tikslumu. Skenuojant per analizatoriy tam tikru laiko
momentu praleidziami tiktai tam tikro m/z diapazono jonai, o siaurinant §i

diapazona (didinant skiriamaja geba) nustatymo jautris krenta. [prastas m/z
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diapazonas - 25-2000, o pasiekiamas skenavimo greitis iki 4000 (m/z)/s. D¢l
nesudétingos konstrukcijos tai vieni pigiausiy spektrometry.

Kvadrupoliné jonuy gaudyklé (QIT) veikia panaSiu principu kaip ir
auksCiau aptartas kvadrupolinis masiy analizatorius [49]. Pagrindinis skirtumas
yra prietaiso geometrijoje ir skenavimo principe (1.10 pav.). QIT sudaro
ziedinis elektrodas ir du vertikalieji elektrodai, i§déstyti vir§ ziedinio elektrodo
ir po juo. Pateke | analizatoriaus sektoriy, jonai yra kaupiami elektriniame
lauke. Derinant kintamos bei nuolatinés itampos vertes ant ziedinio ir
vertikaliyjy elektrody pasiekiama, kad visi jonai igyty stabilias skriejimo
elektriniame lauke trajektorijas. Helio dujos, uZpildancios gaudyklés vidy,
padeda jonams iSsklaidyti pertekling energija ir taip papildomai juos
stabilizuoja. Po to, keiciant elektrinio lauko stipri, jonai yra emituojami jy m/z
did¢jimo tvarka. Panaudojus papildoma radiodazniy itampa ant vertikaliyjy
elektrody atlieckamas osciliacinis skenavimas, kai skirtingo m/z jonai osciliuoja
skirtinga amplitude, taip palikdami gaudyklés modulj. Osciliacinio skenavimo
principas gali biiti panaudotas specifinei m/z frakcijai izoliuoti gaudykléje, o
suderinus ji su elektrinio lauko kitimu specifini jona galima fragmentuoti.
Kintant elektriniam laukui, kinta ir jony greitis, o dideliu greiCiu skriejantys
jonai susidiire su dujy atomais fragmentuojasi. Sis reiskinys vadinamas
susidiirimu indukuota disocijacija. Taip izoliavus konkrety jona ir ji
fragmentavus, pasiekiamos MS" (tandeminé masiy spektrometrija, n -

fragmentacijy skaicius) salygos.
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1.10 pav. Kvadrupolinés jony gaudyklés principiné schema. 1 — Ziedinis
elektrodas, 2 — vertikalieji elektrodai, 3 — supaprastintas katijony kelias
gaudykléje, kai a) ziedinis elektrodas ijkrautas neigiamai, b) ziedinis
elektrodas ikrautas teigiamai; 4 — kintamos bei nuolatinés jtampos
generatorius
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D¢l ,.kvantuoto® jony skenavimo mechanizmo QIT yra pakankamai jautrus
analizatorius. Taciau jo dinaminis diapazonas néra labai platus: maksimalus
sulaikomy gaudykléje jonuy skaidius siekia mazdaug 10° ir dirbant su
sudétingesnés matricos méginiais nemaza jos talpos dali uzima matricos jonai.
Dél Sios priezasties jony gaudyklé labiau tinkama kokybiniams matavimams.
Be to, gaudyklés savybé atlikti keliy etapy fragmentavima suteikia daug
papildomos informacijos apie anali¢iy struktiira. Jonuy gaudyklés skiriamoji
geba ir m/z matavimo tikslumas priklauso nuo skenavimo greicio: skenuojat
itin létai galima pasiekti labai gera skiriamaja geba, taCiau tai ne visada
suderinama su chromatografija, kuriai reikalingas greitis. [prastas
chromatografijai QIT analizatoriaus m/z diapazonas - 15-3000, o pasickiamas
skenavimo greitis iki 5000 (m/z)/s.

Vienas paprasciausiy lékio trukmés masiy analizatorius (TOF) sukurtas
1946 m., taCiau tik apie 1990 m., pritaikius ortogonalaus greitinimo
technologija (1.11 pav.), pasirodé pirmieji TOF tipo masiy spektrometrai su

nuolatinio veikimo jony $altiniais [50, 51].
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1.11 pav. Ortogonalus 1ékio trukmés masiy analizatorius. 1 — jonai
ateinatys 1§ jonizacijos Saltinio, 2 — fokusuojanti optika, 3 -
nukreipiantis elektrodas, 4 — greitintuvas, 5 — reflektorius, 6 —

detektorius.

Pradiniu laiko momentu visi vienodo kriivio jonai i$skride i§ greitintuvo
turés ta pacia kineting energija, taciau dél skirtingos masés skries skirtingais
greiciais. Todél jiems skriejant vakuume be elektrinio lauko, detektoriy jie
pasieks skirtingu laiku, kuris priklausys nuo jono m/z vertés. Tokio

spektrometro skiriamoji geba yra tiesiog proporcinga jony skriejimo kelio
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ilgiui. Siekiant prailginti jony kelia, sukurti prietaisai reflektoriais atspindintys
jony srauta. TOF masiy spektrometrai yra vieni greiCiausiy prietaisy — jie
neturi teorinés greiCio ir masiy skenavimo diapazono ribos. Tai aukstos
skiriamosios gebos masiy analizatoriai, pasiZymintis geru m/z matavimo
tikslumu bei dideliu jautriu. Taciau, kadangi visi (analités ir pasaliniai) jonai
patenka i detektoriy, detektoriai greitai persipildo ir tai labai susiaurina
dinaminj m/z matavimo diapazona.

Jony ciklotroninio rezonanso ir ,,Orbitrap“ technologijomis pagristi
masiy analizatoriai pasizymi didziausia skiriamaja geba ir geriausiu m/z
matavimo tikslumu [52]. Abi technologijos yra labai panaSios, tik Furje
transformuotojo jony ciklotroninio rezonanso (FTICR) analizatoriaus
pagrindas yra stiprus magnetas, o ,,Orbitrap® prietaise - elektrinis laukas.
Trumpai aptarsime tik pati naujausia (2000 m.) ,,Orbitrap* tipo analizatoriy
[53]. Pateke 1 ,,Orbitrap® modulj (1.12 pav.) jonai orientuojami elektriniu lauku
taip, kad pradéty suktis aplink centrini elektroda. Centrinis elektrodas néra
cilindrinis, todél jo potencialas néra vienodas kiekviename jo taske. Tai sukelia
jony rezonavima z-aSyje. Lauka sukuriantys elektrodai dél Sio rezonanso
registruoja srovés atsiradimus. Taip gaunamas ivairiy dazniy srovés stipriy
atvaizdas. Srovés stipriy daznis yra atvirk§ciai proporcingas m/z, o amplitudé
priklauso nuo jony skaiciaus. Taigi papildomai transformavus gautus duomenis
Furje eilute gaunamas spektras. Kadangi jonai pagaunami ne vienkartiniam
pamatavimui, o sumuojami juy virpesiai uzduotame laiko intervale, tokiu
principu paremtas masiy analizatorius yra pakankamai jautrus bei pasizymi
labai didele skiriamaja geba ir puikiu masiy matavimo tikslumu. Taciau norint
pasiekti didele skiriamaja geba bei m/z tiksluma, reikalinga ilga skenavimo
trukmé, o tai ne visada tenkina chromatografinés sistemos reikalavimus.

1.3 lenteléje palygintos ESCh-MS metode naudojamy masiy analizatoriy

charakteristikos.
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"y
1.12 pav. ,,Orbitrap” analizatoriaus principiné schema: 1 — jonai,
patenkantys i analizatoriy, 2 — centrinis elektrodas, 3 — lauka
sukuriantys ir osciliacijas registruojantys elektrodai, 4 — jonai
besisukantys aplink centrinj elektroda.

1.3 lentelé
Masiy analizatoriy charakteristiky palyginimas [46]

Parametras Vertinimas
TOF Kvadrupolis QIT Orbitrap FTICR
Skiriamoji maza- maza- maza- l. didel¢ | didZiausia
geba didelé vidutiné didelé
m/z geras prastas blogas- 1. geras 1. geras
tikslumas vidutinis
Jautris didelis didelis didelis | vidutinis | vidutinis
Dinaminis | vidutinis platus siauras- | vidutinis | vidutinis
diapazonas vidutinis
Kiekybinés | vidutinés- 1. geros blogos | vidutinés | vidutinés
analizes geros
galimybés
Greitis greitas vidutinis- | vidutinis- létas- létas-
greitas greitas | vidutinis | vidutinis
Naudojimas | paprastas- paprastas paprastas | vidutinis | sudétingas
vidutinis

Tandeminé masiy spektrometrija. Su ESCh komplektuojamuose MS
detektoriuose naudojami anali¢iy jonizacijos budai yra palyginti ,,$velniis®, t.y.
juose analités nefragmentuojamos arba fragmentuojamos minimaliai. Tokiu
atveju patikimai nustatoma tik analités molekuliné mase, taciau jos strukttiros
nustatymas komplikuotas arba apskritai nejmanomas. Siekiant gauti patikimos
informacijos ir apie analiiy struktiira buvo pasitlyta tandeminé masiy
spektrometrija (MS/MS arba MS") [54, 55]. MS/MS procese struktiring
informacija yra surenkama panaudojant keleta nuosekliy operaciju su

konkreciais jonais: jono izoliavimas, jo fragmentavimas, fragmento
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izoliavimas, tolesnis jo fragmentavimas, skenavimas. Galime iSskirti du
pagrindinius MS/MS  variantus: MS/MS laike ir MS/MS erdvéje.
Paprasciausias MS/MS laike pavyzdys — auksCiau aptartas QIT masiy
analizatorius. Analogiskas galimybes teoriSkai turi ir Orbitrap bei FTICR tipo
masiy analizatoriai, tafiau juose, siekiant maksimalios skiriamosios gebos ir
norint sufragmentuoti turimus jonus, gali pasireiksti jony nestabilumo efektas
[53]. MS/MS erdvéje atlickama su keliais tarpusavyje sujungtais masiy
analizatoriais [56]. PaprasCiausias to pavyzdys - trigubo kvadrupolio masiy
spektrometras (QqQ). Pirmasis ir treciasis (Q1 ir Q3) kvadrupoliai yra aktyvus,
galintys dirbti tiek statiniu, tiek ir skenuojanciu rezimais, o antras kvadrupolis
(q) yra pasyvus. Jis pripildytas inertiniy dujy, o jo paskirtis pagreitinti jonus
taip, kad jie, susidirg su inertinémis dujomis, fragmentuotusi. MS/MS ervéje
sistema néra apribota tik fragmenty skenavimu, operuojant skirtingais Q1 ir Q3

darbo rezimais gaunama skirtinga informacija (1.4 lentelé).

1.4 lentelé
MS/MS erve¢je skenavimo rezimai naudojant QqQ tipo masiy spektrometra
Rezimas Tikslas Eksperimento eiga
Produkto skenavimas Nustatyti kokie QI filtruoja tik
fragmentai susidaro i pasirinkta jona, Q3
pasirinkto jono skenuoja fragmentus
Prekursoriaus Nustatyti i§ kokiy jony QI skenuoja visus
skenavimas susidaro jiems bendras leinancius jonus, Q3
fragmentas filtruoja tik reikiama
fragmentg
Neutralaus atskilimo Nustatyti jonus i kuriy QI ir Q3 skenuoja su
skenavimas galéty atskilti neutraliai masei lygiu
dominantis neutralus masiy skirtumu
fragmentas
Pasirinktos reakcijos Stebéti numatyta QI filtruoja tik pradini
stebéjimas (SRM) arba skilima laike jona, Q3 - tik fragmenta
daugialypiy reakciju
stebéjimas (MRM)

Kiekybiniams matavimams svarbiausias yra SRM skenavimas. Tai susijg¢ su
kvadrupolinio prietaiso konstrukciniais ypatumais. Skenuojaniame rezime
kvadrupolis néra toks jautrus kaip statiniame. Be to, toks darbo rezimas yra

labai greitas ir galima uzregistruoti be galo daug reakcijy per labai trumpa
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laiko tarpa. Kadangi kvadrupolinis masiy filtras nepasizymi didele skiriamaja
geba, Sis trikumas sukompensuojamas pasitelkiant pagrindinio jono ir tik jam

budingo fragmento filtravimus [46].

1.2. Maisto sauga Europos Sgjungoje

ES, kaip ir kitose pasaulio Salyse maisto sauga igauna vis didesng
reikSme. Siekiant uztikrinti saugaus maisto mainus (prekyba), pasauliné
prekybos organizacija inicijavo tarptautini sanitariniy ir fitosanitariniy
priemoniy susitarima, kuris leidzia kiekvienos $alies vyriausybei nusistatyti
moksliskai pagristus reikalavimus maisto saugai savo Salyje, atsizvelgiant i
kity tarptautiniy organizaciju sitlymus/rekomendacijas. Susitarimas jgalioja
kiekviena ji pasiraSiusia Salj, uztikrinti, kad maistas jos rinkoje yra saugus,
nepriklausomai nuo to, ar jis pagamintas Salies viduje, ar importuotas i$
tre¢iyjy Saliu [57]. ES vadovaudamasi Siuo susitarimu taip pat privalo vykdyti
viding ir importuojamo maisto kontrol¢ veterinariniy vaisty likuciy ir augimo
skatintoju atzvilgiu. Kontrolés pagrindu yra laikomos tarybos direktyvos
96/22/EC [58] ir 96/23/EC [59], reglamentuojancios oficialios kontrolés
principus, ir reikalavimus. Direktyva [58] nustato augimo endrogenini ar
tireostatini poveiki turin¢iy medziagy kontrolg, o direktyva [59] apibrézia
bendra likuciy stebésenos politika suskirstydama farmakologiSkai aktyvias
medziagas | dvi grupes: A grupé — direktyvoje [58] iSvardintos medziagos
iskaitant ES tarybos reglamento 2377/90/EEC IV priede [60] iSvardintas
medZziagas, B grupé — veterinariniai vaistai ir kiti tersalai (1.5 lentel¢).

Pagal $i suskirstyma yra sudaromi kiekvienos valstybés kenksmingu
likuciy stebésenos planai kiekvienai analiCiy grupei priskiriant atitinkama kieki
méginiy. Kartu su vidinés produkcijos stebésenos planais sudaromos ir
importuojamo maisto kontrolés taisyklés. Direktyvoje nurodoma, kokios
liku¢iy grupés, kokiose gyvinuy rusyse privalo biti nustatytos, taip pat
privaloma tikrinti ir paSarus, kuriais tie gyviinai yra Seriami. Siekiant uztikrinti
lengvesni nesankcionuoto medziagy pavartojimo atvejo radima arba vaisto

vartojimo pazeidima (po gydymo neislauktas vaisto pasiSalinimo periodas)
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pradétas vykdyti tiksliniy ir jtariamy méginiy émimas. Inspektorius veterinaras
privalo vadovaudamasis savo praktika ir ziniomis, vertindamas potencialia
rizika imti méginius taip, kad bty sudaroma kuo didesné tikimybé surasti
vieng ar kita medziaga. Tikslinis méginys - toks i§ gyvulio paimtas méginys,
kai pagal iSorinius pozymius (ligotas, neproporcingai pagal amziy iSsivystes
gyvulys ir pan.) galima spéti, kad buvo vartoti kazkokie preparatai. [tariamas
méginys - méginys, imamas i§ 0kio, kuriame jau buvo nustatytas neleistinas
pavartojimas arba kai yra kitas pagrindas sugrieztinti kontrole [61]. Sie
méginiai imami tiek i§ gyvy, tiek ir i§ paskersty gyviny. Paimti méginiai
keliauja i paskirtas, atsakingas laboratorijas, kurios privalo kompetentingai
ivykdyti tyrimus. Siekiant uztikrinti vienoda kompetencijos lygi visose Salyse,
ES komisijos sprendimu [62] buvo sukonkretinti reikalavimai laboratorijoms
atlieckan¢ioms tyrimus. Vadovaujantis $iuo sprendimu visos laboratorijos
atliekancios oficialiag gyvuninés kilmés kontrolg savo Salyje privalo:

Turéti idiegta kokybés sistema pagal ISO 17025 ir biti akredituotos pagal ta
pati standarta tarptautiniu mastu pripazistamy akreditacijos tarnybuy.

Sékmingai dalyvauti tiek komercinése, tieck ES referentiniy laboratoriju
organizuojamose palyginamuyjy tarplaboratoriniy tyrimy programose.

Vykdyti tyrimus tik metodais tenkinanciais Zemiau aprasytus komisijos
sprendimo reikalavimus.

Sekti ir koordinuoti likuciy stebésena, taip pagelbstint kitoms su $ia uzduotimi
susijusioms tarnyboms.

Jei stebésenos metu meéginiuose yra aptinkama medZiaga, kurios
koncentracija virSija DLK (arba bet kokio kiekio radimas uzdraustai naudoti
medziagai), o medziagos identifikavimas yra negincijamas, tuomet méginys,
kartu su visa maisto partija i§ kurios jis paimtas, yra laikomas neatitinkanciu
saugos reikalavimy. Jei toks atvejis pasitaiko ir aptinkamas kaltininkas
taikomos sankcijos: piniginés baudos, galimybés naudotis ES parama
netekimas 12-kai ménesiy, tkininko licencijos atémimas, sankcijos prie§
veterinarijos gydytoja, kriminaliné byla prie§ atsakinga asmeni, iskaitant

galima laisvés suvarzyma.

29



1.5 lentelé

Kontroliuojamy medziagy skirstymas 96/23/EC direktyvoje [59].

Grupé

Pagrindinés medziagos

Al - stilbenai

Dieetlsilbestrolis, dienoestrolis, heksaestrolis

A2 — tireostatikai

5-metil-2-tiouracilas, tapazolas, 2-tiouracilas

A3 — steroidai

Trembolonas, testosteronas, 17-B-oestradiolis,
stanozololas, 16-OH-stanozololas,
medroksiprogesteronas, prednizolonas

A4 — rezorcininés riigsties
laktonai

Zeranolis, taleranolis

A5 — B-agonistai

Klenbuterolis, salbutamolis, terbutalinas, raktopaminas

A6 — medziagos nurodytos
reglamento 2377/90/EEC IV
priede

Chloramfenikolis, nitrofuranai, nitroimidazolai,
dapsonas

B1 — antibakterinés
medziagos

Kvinolonai, sulfonamidai, tetraciklinai,
aminoglikozidai, B-laktamai

B2
1. Antihelmintikai
2. Kokcidiostatikai
3. Karbamatai, peritroidai
4. Raminantieji
5. Nesteriodiniai

Kiti veterinariniai vaistai
Tiabendazolas, Abamektinas, moksidektinas,
Salinomicinas, diklazurilis, nikarbazinas
Permetrinas, aldikarbas, karbarilis
Azaperonas, karazololas, ksilazinas
Fluniksinas, paracetamolis, aspirinas, fenilbutazonas

priesuzdegiminiai | ketoprofenas, ibuprofenas, diklofenakas,
6. Kitos
farmakologiskai
aktyvios medZziagos
B3 Kitos medziagos, ir aplinkos terSalai
1. Chloro organiniai | DDT, HCB, PCDD, PCDF
junginiai
2. Fosforo organiniai | Metidadionas, pirazofosas, diazinonas
junginiai

3. Cheminiai elementai
4. Mikotoksinai

5. Dazikliai

6. Kiti

Svinas, kadmis
Ochratoksinas A, aflatoksinas M1
Malachito zaliasis, leukomalachito Zaliasis

Vaisty patekimas | maisto produktus. Pirmasis vaistiniy medziagy

patekimo { maista kelias — paSarai. Daugelis paSary ir ju priedy gaminami

specialiai | juos dedant vaisty ar kity farmakologiskai aktyviy medZziagu, nes tai

pats paprasCiausias biidas gydyti gyviinus. Jei vaista galima naudoti gydymui

arba prevenciniais tikslais, tuomet po gydymo bitina iSlaukti visa vaisto

pasisalinimo i§ organizmo perioda. PrieSingu atveju yra didelé tikimybé, kad

jis liks organizme ir jo koncentracija virSys DLK. Neretai paSary gamintojai

naudoja tuos pacius malinus gaminti tieck gydymui skirtus, tiek paprastus
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pasarus, taip uzterSdami pastaruosius. Pvz., gaminant paSara kuriame turi biti
125 mg/kg sulfadiazino, kitoje, jau paprasto pasaro partijoje buvo randamos iki
2 mg/kg sulfadiazino koncentracijos. Si problema dar aktualesné
nitroimidazoly grupés vaistams, kadangi jie priskirti uzdraustoms naudoti
medziagoms. McEvoy [63] pateikia daug atveju, kai netgi mazesnés nei
terapinés veikliosios medziagos koncentracijos paSaruose pereina i
apc¢iuopiamus likucius kiauSiniuose ir raumenyje.

Kitas vaisty patekimo { maista kelias - aplinkos tarSa [64]. Tai ypa¢ opi
problema Zzuvy ikiams, kadangi gydant Zzuvis vaisty likuciai gali kauptis
dumble ir taip pereiti | sveiky Zuvy organizma, arba, pakeitus tvenkiniuose
vandeni, uzkrésti laukines Zuvis. Neretai gyvulininkystés atlickos yra
naudojamos laukams tre$ti (méSlas, girdykly nuotékos ir pan.) taip
uzterSdamos laukuose auginamas kultiiras.

Gydyti gyvuliai taip pat gali pernesti veterinariniy vaisty likucius kitiems
gyvuliams. Kennedy su bendraautoriais [64] savo apzvalgoje pateikia keleta tai
irodanciy tyrimy. Aprasomi tyrimai buvo atlikti tiek su vaistais, turin¢iais DLK
(sulfametazinas, chlortetraciklinas), tiek su draudZiamais naudoti vaistais
(furazolidonas, klenbuterolis). Pagrindinis pernaSos Saltinis - nepakankamai
iSvalomi gardai. Sveiky gyviiny kontaktas su gydytu gyviiny méslo ir §lapimo
likuciais gali per labai trumpa laika (624 val.) sukaupti vaisto koncentracija,
vir§ijanciag DLK.

Tyrimy metodams keliami reikalavimai. Pagrindiniai
reikalavimai/kriterijai vaisty likuCiy nustatymo metodams yra suraSyti ES
komisijos leidinyje [62]. Tyrimu metodai skirstomi | apZvalginius metodus ir
patvirtinamuosius:

Apzvalginiais (angl. screening) laikomi tokie metodai, kurie nesuteikia jokios
strukttrinés informacijos apie analite, taciau yra labai greiti (pvz., biosensoriai,
imunofermentiniai metodai). Naudojami atrinkti teigiamus (uzkréstus)
méginius, kurie po to analizuojami patvirtinamaisiais metodais.

Patvirtinamieji (angl. confirmatory) metodai suteikia pilng arba papildoma

informacija apie nustatomos medZziagos struktiira ir uZztikrina vienareikSmi
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analités identifikavima. Tai metodai paremti spektriniy medziagy savybiy

matavimu (IR, UV-matomos §viesos, masiy spektrometrija).

1.6 lentelé
Oficialiis patvirtinamieji metodai maisto produkty kontrolei [62]
Metodas 1.5 lenteléje Reikalavimai
iSvardintos
medziagos
ESCh, DCh su MS A ir B grupés Tiktai kartu su
detektoriumi chromatografiniu atskyrimu;
Tik jei naudojama pilno
spektro skenavimo technika; jei
ne, B grupei privalomi 3
identifikavimo taskai, A grupei
- 4.
ESCh, DCh su IR A ir B grupés Tik jei atitinka specifinius IR
detektoriumi absorbcijai taikomus
reikalavimus
ESCh su pilno B grupé Tik jei atitinka specifinius UV
skenavimo diodinés absorbcijai taikomus
matricos detektoriumi reikalavimus
ESCh su fuorescensiniu B grupé Tinka tik molekuléms kurios
detektoriumi natiiraliai fluorescuoja, arba
fluorescuoja po derivatizavimo
Dvimaté plonasluoksné B grupé Dvimaté efektyvioji
chromatografija su pilnu plonasluoksné chromatografija
UV/Vis skenavimu ir kochromatografija yra
privalomos
DCh su elektrony B grupé Biitina naudoti dvi skirtingo
gaudymo detektoriumi poliskumo kolonéles
ESCh - imunograma B grupé Biitina naudoti dvi skirtingas
chromatografines sistemas arba
papildoma detektavimo metoda
ESCh-UV/Vis (vieno B grupé Bitina naudoti dvi skirtingas
bangos ilgio) detektorius chromatografines sistemas arba
papildoma detektavimo metoda

Patvirtinamieji metodai ir jiems keliami reikalavimai iSvardinti 1.6
lentelé¢je. Matome, kad patvirtinamaisiais gali biiti naudojami tik
chromatografiniai metodai su atitinkamais detektoriais. Be to, tyrimy metodo
jautriui buvo jvestas kriterijus — minimali reikalaujama efektyvumo riba (angl.
minimum required perfomance limif). Remiantis $iuo kriterijumi, analizés

metodas konkreciai analitei privalo uztikrinti ne mazesnj uz apibrézta jautri, o
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medziagoms turin¢ioms DLK - 0,5 DLK. Pvz., chloramfenikoliui minimali

reikalaujama efektyvumo riba - 0,3 png/kg.

1.3. Antibiotiky savybés ir nustatymas
Siame skyriuje trumpai apzvelgsime tik disertaciniame darbe tirtus

antibiotikus bei ju nustatymo metodus.

1.3.1. Chloramfenikolis
Chloramfenikolis (CAP) dar zinomas kaip levomicetinas arba
chloromicetimas (sisteminis pavadinimas - 2,2-dichlor-N-[(1R,2R)-1-hidroksi-
2-hidroksimetil-1-(4-nitrofenetil) Jacetamidas) (1.13 pav.). Tai balta kristaline
medziaga, gerai tirpstanti alkoholiuose (metanolis, etanolis), etilacetate,

acetone, bet netirpi benzene ir petrolio eteryje.
OH

OH
O_\N" HN\"/CHCI2
4 5
1.13 pav. Chloramfenikolio strukttriné formulé.

CAP yra plataus spektro antibakteriné medziaga, efektyviai veikianti tiek
prie§ gram-teigiamas, tiek ir prie§ gram-neigiamas bakterijas. Si vaista
sintetina bakterijos Streptomyces venezuelae, taiau pastaruoju metu gaunamas
sintetinant pramoniniu biidu. Vaistas yra labai stiprus antibiotikas ir taikomas
gydant sunkius bakterinius susirgimus: salmonelioz¢, bakterini meningita ir
pan. Klinikingje praktikoje naudojamas nuo 1942 m. CAP pasizymi ir stipriu
Salutiniu poveikiu: gali sukelti plasting anemija, kauly ciulpu disfunkcija,
kepeny ir Sirdies darbo sutrikimus naujagimiams [66]. Remdamasi
toksikologiniy CAP tyrimy duomenimis [67], 1994 m. ES uzdraudé naudoti $i
vaista veterinarijoje maistui auginamy gyviinu gydymui. ES komisijos

sprendimu 2003/191/EC [66] CAP nustatymo metodams maiste buvo nustatyta
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minimali reikalaujama efektyvumo riba — 0,3 pg/kg, galiojanti visoms
matricoms.

Apzvalginiai CAP nustatymo metodai. Yra dvi pagrindinés CAP
apzvalginiy metody grupés: imunofermentiniai [69-73] ir chromatografiniai
[68, 70, 73-77]. Sie metodai taikomi [vairioms matricoms: pienui, raumeniui,
jiiros gérybéms, medui ir kt.

Imunofermentiniai metodai yra pagristi konkurentinémis reakcijomis tarp
analités ir peroksidaze arba radioaktyviais izotopais Zzymétos analités bei
specialiai analitei ir jos analogams i§vesty imunoglobuliny. Metodo analizinis
signalas gaunamas tiesiogiai matuojant radioskilimus (RAI) arba fotometriskai
matuojant oksiduoto tetrametilbenzidino viesos absorbcija (ELISA). Siuo
metu kelios firmos parduoda specialius ELISA rinkinius (pvz., “R-Biopharm”,
“FEurodiagnostica” ir kt.) CAP nustatymui ivairiose matricose. Standartinés
méginio paruo$imo procediiros - ekstrakcija/koncentravimas organininiais
tirpikliais (dazniausiai acetonitrilu arba etilacetatu) ir nuriebalinimas heksanu
[70-72]. Taciau darbe [73] buvo parodyta, kad nustatant mazesnes CAP
koncentracijas butinas papildomas ekstrakty valymas. Autoriai pasitlé
kietafazg ekstrakcija oktadecisilikagelio sorbentu.

Kita apzvalginiy CAP nustatymo metody grupé — dujy [70, 75-77] arba
skysc¢iy [68, 70, 73, 74] chromatografija. Méginio paruoSimas iprastai apima
tris etapus: skys¢iy-skyséiy ekstrakcija, nuriebalinimas ir ekstrakty valymas
kietafazés arba skysciy-skysCiy ekstrakcijos biidais. [domesnis méginio
paruoSimas aprasytas darbe [78], kuriame CAP ekstrakcijai i§ raumens
panaudota kietafazé disperguojamoji ekstrakcija. Sio metodo privalumas -
greitas ir daug tirpikliy nereikalaujantis procesas, taCiau tokiai ekstrakcijai
butinas didelis méginio kiekis. Kitame darbe [76] mésos ir Slapimo méginiy
valymui panaudotas imunoafininés kietafazés ekstrakcijos metodas. Nors tai
itin atrankus valymo biidas, taciau dél labai brangiy kolonéliy jis néra tinkamas
rutininiams tyrimams. Biitina pazyméti, kad nustatant CAP DCh metodu d¢l
menko lakumo analité papildomai derivatizuojama blokuojant hidroksi grupes

trimetilsilileteriais [70, 75, 76]. Kadangi jprastai naudojamas elektrony
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gaudymo detektorius néra labai atrankus, analizés atrankumas iSgaunamas
chromatografiskai (kapiliarinés kolonélés) kartu su méginio paruoSimu.
Apibendrinant galima konstatuoti, kad naudojant DCh maZesnes nei 1 pg/kg
CAP nustatymo ribos pasiekiamos paprastesnéms matricoms (kiauSiniai,
raumuo) ir 1-10 ug/kg - sudétingesnéms matricoms (Slapimas, kepenys).

ESCh apzvalginiuose metoduose [68, 70, 73, 74], kaip taisykle,
naudojamas UV detektavimas prie 270-290 nm bangos ilgiy. Atskyrimas
atliekamas atvirksciy faziy chromatografijos rezime naudojant C18 kolonéles ir
vandens/acetonitrilo arba vandens/metanolio judrias fazes. Deklaruojamos
CAP nustatymo ribos svyruoja nuo 0,1 pg/kg [73] iki 10 pg/kg [68, 70, 74].
Skirtingas jautris susij¢s su skirtingomis meéginio paruoSimo procediiromis.
Daugelio darby autoriai pripazista, kad dél riboto UV detektoriaus atrankumo
meéginio paruosSimas reikalauja ypac¢ kruopsStaus valymo taip apsunkindamas
analize.

Nors chromatografiniai metodai yra atrankesni, taCiau jie neprilygsta
analizés grei¢iu imunofermentiniams metodams, kadangi pastaruosiuose
dazniausiai nereikalingas papildomas méginiy valymas bei greitesné pati
analizé.

Patvirtinamieji CAP nustatymo metodai. Patvirtinamaisiais metodais
CAP nustatymui naudoti dujy arba skysCiy chromatografijos metodai su MS
detektavimu [79].

Nors nustatant CAP DCh-MS metodu jis yra derivatizuojamas [70, 71, 75,
80, 81], tai netrukdo pilnai ji identifikuoti. CAP derivatizacija atlickama
sudarant silileterius. Literatiiroje nurodomi jvairts sililinimo reagentai:
trimetilchlorsilanas [70, 75], O‘N-bis-trimetilsilil-trifluoracetamidas [80, 81],
heksametildisilazanas [70], N-metil-N-trimetilsilil-trifluoracetamidas [71].
Shen ir Jiang darbe [70] buvo palyginta CAP derivatizacija skirtingais
reagentais ir konstatuota, kad optimaliausias derivatizavimo reagentas O‘N-
bis-trimetilsilil-trifluoracetamidas su 10% trimetilchlorsilano. Kitas svarbus
analizés aspektas — jonizacijos tipo ir masiy spektrometro pasirinkimas.

Paprastai naudojamos dvi jonizacijos rusys: elektrony smiigio jonizacija (EI)
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[70, 81] ir neigiama cheminé jonizacija (NCI) [71, 75, 80]. EI - palyginti
“grubus” jonizacijos biidas, duodantis daug smulkiy fragmenty. Tuo tarpu NCI
zymiai “Svelnesné”, todél naudojant ja CAP molekulé maziau fragmentuojama.
Tai leidzia panaudoti papildoma atrankesni fragmentavima paciame
spektrometre [71]. Tokiu biidu pasiekiamas ne tik geresnis atrankumas, bet ir
didesnis detektavimo jautris: naudojant NCI - CAP nustatymo ribos <0,1 pg/kg
[70, 80], o naudojant EI jonizacija ~2 pg/kg [81]. Taciau mazas fragmentacijos
laipsnis turi ir savy trukumy: ne visada imanoma surinkti pakankamai
identifikavimo taSky. CAP nustatymas DCh-MS/MS metodu gali buti
atlieckama tiek su tandeminiu, tiek su jony gaudyklés technologija pagristu
masiy spektrometru [71]. Panaudojus S$velnia jonizacija ir kiek imanoma
maziau fragmentuojant molekule, sickiama gauti molekulini jona. Toliau §is
jonas izoliuojamas nuo pasSaliniy matricos jony ir fragmentuojamas, o susidarg
fragmentai registruojami. Tokia analizés eiga uZztikrina puikuy atrankuma ir
dideli analizés jautrj (nustatymo ribos <0,05 pg/kg). Atliekant analize pakanka
registruoti 2 fragmentus, kurie yra specifiniai molekuliniam jonui.

Lyginant su dujy chromatografija, CAP nustatymas ESCh metodu yra
paprastesnis dél suprantamos priezasties — Siuo atveju nereikalinga
derivatizacija [71, 81-89]. Taip iSvengiama su derivatizacija susijusiy
problemuy, tokiy kaip nestabiliy ir itin lakiy derivaty susidarymas [80, 81] arba
nepilna ir sunkiai vykstanti derivatizacija [70]. CAP masiy spektrometre
jonizuojasi neigiamai sudarydamas [M-H]~ molekulinj jona. D¢l dvieju chloro
atomy molekuléje susidaro dvi intensyvios ir specifiSkos CAP smailés: 321 ir
323 m/z [82, 83]. Sie jonai susidaro naudojant tick tandeminius, tiek ir
paprastus masiy spektrometrus. Analizuojant ESCh-MS metodu fragmentacija
vykdoma ne analizatoriuje, o jonizacijos Saltinyje ir, kaip jau buvo minéta, tai
apriboja metodo jautrj ir atrankuma [86]. Naudojant paprasta masiy
spektrometra, siekiant uZztikrinti pakankama identifikavimo tasky skaiciy,
reikia registruoti 4 jonus (molekulini jona ir tris fragmentus), tuo tarpu
naudojant tandemini masiy spektrometra uztenka registruoti tik dvi

fragmentavimo reakcijas.
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ESCh atskyrimas atlieckamas atvirk§¢iy faziy chromatografijos rezime
naudojant C18 kolonéles ir vandens/acetonitrilo arba vandens/metanolio
judrias fazes (kartais su buferio priedu) su izokratiniu [71, 81-84, 87] arba
gadientiniu eliuavimu [85, 88]. Taikant nedidelius judrios fazés srautus (0,2-
0,4 ml/min) pasickiamos idealios salygos elektrosrauto jonizacijai. Lyginant
publikacijose nurodomus jautrius, galima konstatuoti, jog ESCh metodas yra
gerokai jautresnis uz duju chromatografija. Pvz., Gantverg su kolegomis [81]
palygino CAP nustatyma Slapime DCh-MS ir ESCh-MS/MS metodais ir
nustaté, kad ESCh-MS/MS yra apie 100 karty jautresnis (nustatymo ribos
Slapime 0,02 pg/kg ir 2 pg/kg, atitinkamai). PanaSus jautriy skirtumas
nustatytas ir darbe [86]. Slapimas lyginimui pasirinkas neatsitiktinai: §i matrica
laikoma viena i$ sudétingiausiy vaisty likuc¢iy analizéje.

Didziausia dalis iki Siol paskelbty publikaciju skirta CAP nustymui
krevetése ir kitose juros gérybése [80, 82, 85, 87]. Tai salygojo 2003 m.
Olandijoje ir Vokietijoje uzfiksuotas labai padidéjgs teigiamy méginiy skaicius
[79]. Publikuoti darbai ir kitoms matricoms: medui [83, 84, 89], raumeniui [81-
83], kiauSiniams [75, 86] Slapimui [81, 86]. Nors méginio paruo$imas
skirtingoms matricoms nevienodas, nedetalizuodami, paminésime bendrus
méginio paruos§imo aspektus. Iprastai CAP ekstrahuojamas i§ méginiy
organiniais tirpikliais, organiné¢ fazé garinama iki sausos liekanos, likutis
tirpinamas vandenyje/vandeniniuose buferiuose ir valomas kietafazés
ekstrakcijos biidu (KFE). Valymui dazniausiai naudojami C18 [71, 81, 84]
arba silikagelio [80, 82] sorbentai. Po KFE eliuatai garinami ir derivatizuojami
DCh analizei arba tirpinami judrioje fazéje ir nuriebalinami nepoliniu
organiniu tirpikliu (pvz., heksanu, toluenu) ESCh analizei. Slapimo analizé yra
sudétingesné dél méginyje dominuojancios CAP gliukouronido formos [68].
Tokiu atveju, prie§ ekstrakcija gliukouronidas yra hidrolizuojamas 1,5 val 40
°C temperaturoje inkubavus mégini su gliukouronidazés-arilsulfatazés
fermentu. Baigiant reikéty pazyméti, kad CAP nustatymui pieno produktuose
publikuotas tik vienas patvirtinamasis ESCh-MS/MS metodas [90], skirtas

pieno milteliy tyrimui.
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1.3.2. Sulfonamidai

Sulfonamidai (SA) — tai sintetiniai antibiotikai, zinomi jau nuo 1932 m.
Visi Sios klasés junginiai turi bendra 4-amino-benzensulfonamido substrukttira
(R1 1.14 pav.) Siai vaisty grupei priskiriama vir§ 20 junginiy. SA yra
hidrofolio riig§ties biosintezés inhibitoriai. Jie pasizymi kai kuriomis
bendromis cheminémis savybémis: tirplis praskiestose neorganinése riigstyse
(pvz., HCIl), mazai tirpis nepoliniuose organiniuose tirpikliuose, tirpls
alkoholiuose. Sios medZiagos pasizymi gana dideliu terminiu stabilumu
matricoje ir, kaip rodo tyrimai [91], net po terminio mésos paruoSimo
nenustatyti statistiSkai reikSmingi SA koncentracijy skirtumai Zzalioje ir

termiskai apdorotoje mésoje.
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1.14 pav. Bendra sulfonamidy substruktiira ir atskiry junginiy
pavyzdziai: 1 — sulfacetamidas (SAC), 2 — sulfadiazinas (SDZ), 3 —
sulfapiridinas (SPY), 4 — sulfatiazolas (STZ), 5 — sulfamerazinas
(SMR), 6 — sulfametazinas (SMT), 7 — sulfametizolas (SMZ), 8 —
sulfametoksazolas (SMX), 9 — sulfadimetoksinas (SDM), 10 -
sulfabenzamidas (SBZ).

Veterinarijoje SA naudojami kaip antimikrobiniai preparatai bei augimo
skatintojai. Tai vieni placiausiai naudojamy vaistiniy preparaty [92]. Dél SA
kancerogeniniy savybiy bei dél to, kad Zzmogaus organizmas gali nesunkiai
adaptuotis ju poveikiui, Sie preparatai yra iSvardinti komisijos reglamento

2377/90/EEC I priede. DLK isreiSkiama kaip visy méginyje rasty SA suma ir
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yra lygi 100 pg/kg. Si DLK galioja mésai ir pienui, tuo tarpu biéiy ir visty,
kuriy kiau$iniai naudojami maistui, gydymui SA naudojimas draudziamas.
Komisijos reglamente 96/23/EC sulfonamidai priskiriami B grupés
medziagoms, todél, lyginat su CAP, juy patvirtinimui taikomi ne tokie griezti
reikalavimai, t.y. galima naudoti ne tik MS pagristus identifikavimo metodus.

Apzvalginiai SA nustatymo metodai. SA yra bakteriostatiniu veikimu
pasizymincios medziagos. Tokios savybés leidzia labai paprastai aptikti
pirminius SA buvimo poZymius. Inkubuojant méginj lékstelése su skirtingoms
antibiotiky grupéms jautriomis bakterijomis galima nustatyti ar méginyje yra
antibakteriniy medziagy ir kokiai grupei jos priklauso [93]. SpecifiSkai jautrios
bakterijos sulfonamidams - Bacillus subtilis [94, 95]. Patvirtinantis reagentas -
p-aminobenzoiné rugstis, konkuruojanti su SA dél hidrofolio ragsties
inhibavimo. Sis reagentas naudojamas klaidingiems teigiamiems rezultatams
atmesti. Laikoma, kad méginys uzterStas sulfonamidais, kai stebima bent 6 mm
inhibicijos zona aplink meégini, o paveikus p-aminobenzoine rigstimi ji
iSnyksta. Deja, mikrobiologiniai metodai yra labai jautriis méginio matricai ir
aplinkoms salygoms. Kai kurios matricos gali slopinti antibiotiky sukeliama
inhibicija, net kai ju koncentracija gerokai virsija aptikimo riba [96].

SA nustatymui yra sukurti ir imunofermentiniai ELISA testai, taciau
komerciskai prieinami ELISA rinkiniai yra skirti tik vienam sulfonamidui arba
labai nedidelei juy grupei (2-3 junginiaims) [97, 98]. Didesniam SA skaiciui
specifinio imunoglobulino sukiirimas problematiskas dél Salutiniy matricos
efekty [99, 100].

Taip pat publikuoti apzvalginiai SA nustatymo metodai panaudojant
optinius biojutiklius [97, 101-103], igalinantys vienu metu nustatyti du [102,
103] ir daugiau (iki 8) skirtingy sulfonamidy [101]. Tai labai greiti metodai,
kadangi méginys tiesiog skiedziamas antikiinio tirpalu ir analizuojamas, o
vieno méginio matavimas uztrunka 5-7 min. Biojutikliais pasiekiama 10 pg/kg
nustatymo riba sulfametazinui, o kitoms analitéms ji siekia tik 50 ug/kg [101].

Patvirtinamieji SA nustatymo metodai. Savo struktiiroje turédami viena

ar kelis aromatinius ziedus sulfonamidai neblogai absorbuoja UV spinduliuote
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(270-290 nm). Si savybé¢ leidzia juos nustatyti panaudojant ESCh su diodinés
matricos detektoriumi [97, 104-110]. Siais metodais, priklausomai nuo
méginio paruoSimo, pasiekiamos iki 10 pg/kg nustatymo ribos. Taciau dél
didelio anali¢iy hidrofiliSkumo analize apsunkina matricos efektai ir tai vercia
ieskoti papildomy priemoniy atrankumui pagerinti. Buvo pasiiilyta
matematiskai transformuoti chromatografinius/spektrinius duomenis [111] arba
po chromatografinio atskyrimo modifikuoti analites rtigs¢ioje terpéje 4-N,N-
dimetilamino-bezaldehidu sudarant atitinkamus iminus [104]. Naudojant tokia
sistema absorbcijos maksimumas yra perstumiamas nuo 270-290 nm prie 450
nm. Kitas biidas atrankumui pagerinti - panaudoti fluorescencinj detektoriy
derivatizavus analites fluorescaminu arba 9-fluorenilmetil-chlorformiatu pries
kolonélg [112, 113] arba po jos [114, 115]. Derivatizacija fluorescaminu yra
gana atranki, kadangi reaguoja tik pirminiai aminai, o nustatymo ribos svyruoja
nuo 0,5 ug/kg [112, 114] iki 5-20 ug/kg [113, 116]. Derivatizacija su 9-
fluorenilmetil-chlorformiatu néra tokia atranki, taCiau pasiekiamas panaSus
nustatymo jautris [115].

Kadangi sulfonamiduy negali biiti nei meduje, nei kiauSiniuose, labai
svarbu juos nustatyti §iose matricose itin jautriai ir gauti pakankamai spektrinés
informacijos jiems identifikuoti. Todél tokiy méginiy analizei tinkamiausias
ESCh-MS metodas. Publikuotuose darbuose SA detektavimui naudojami
kvadrupoliniai tandeminiai [117, 119, 120, 122], kvadrupoliniai [118, 121,
123] arba jonuy gaudyklés tipo [99] masiy spektrometrai. Nustatymui
dazniausiai pasirenkami intensyviausi 108 ir 156 m/z fragmentai. Lyginat su
kvadrupoliniais masiy spektrometrais, jonu gaudyklés turi trikuma — siaura
signalo tiesiskumo intervala. Si problema sprendziama kiekybiniam jvertinimui
panaudojus papildoma UV detektavima. Nustatymo ribos siekia 0,5-15 ug/kg
dirbant kvadrupoliniais masiy spektrometrais [119, 123] ir 2-5 pg/kg dirbant
jony gaudyklémis [109]. Masiy spektrometro privalumas pries kitus
detektorius yra tai, kad néra biitinas pilnas anali¢iy atskyrimas. Papildomas
atrankumas iSgaunamas paCiame masiy spektrometre skenuojant tik

atitinkamus jonus [117, 119]. SA atskyrimo ESCh-MS metoduose salygos
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praktiSkai nesiskiria nuo salygy, naudojamy ESCh su tradiciniais detektoriais.
Kaip taisyklé, naudojamos CI18 kolon¢lés ir gradientiné¢ eliucija
vandens/acetonitrilo arba vandens/metanolio judriomis fazémis. Atskyrimo
trukme apsprendzia nustatomy analiCiy skaicius: nustatant 2-3 analites
atskyrimo trukmés dazniausiai nevir$ija 10 min, tuo tarpu analizuojant didesni
SA skaiciy atskyrimo trukmes siekia 20 - 50 min.

Dél didelio poliskumo bei mazo lakumo sulfonamidy nustatymas DCh
metodu naudojamas labai retai. Tarbin ir kolegy [124] darbe sitiloma DCh-MS
analizé panaudojant keliy stadiju derivatizacija: analités yra metilinamos
diazometanu, po to papildomai acilinamos pentafluorpropano riigsties
anhidridu. Autoriaus pasitilytas metodas yra pakankamai greitas (analizés
trukmé 30 min.) ir gana jautrus (nustatymo riba ~25 ug/kg kiekvienam SA),
taCiau turi ir trikumy: diazometanas yra labai nestabilus, todél jo paruosimas
analizei yra sudétingas, o metilinimo stadijoje kai kurie SA sudaro izomery
misinius.

Méginiy paruoSimas analizei. Priklausomai nuo matricos sudétingumo,
SA nustatymui naudojamas skirtingas méginio paruoSimas [97]. Salyginai
nesudétingoms vandens ir pieno matricoms sitiloma taikyti ultrafiltacija: pienas
skiedziamas etanoliu, miSinys veikiamas ultragarsu, filtruojamas labai smulkiy
pory filtru ir filtratas analizuojamas ESCh metodu [110]. Kituose darbuose
[121, 125], minétoms matricoms taikoma kietafazé ekstrakcija. Analizuojant
sudétingesnes matricas (mésos audiniai, kiauSiniai, medus) biitinas
sudétingesnis méginio paruosimas. Pvz., darbe [112] SA ekstrakcijai i§ mésos
sitlloma méginio porcija ekstrahuoti etilacetatu, o po to - acetonu. Véliau,
nugarinus ir iStirpinus ekstraktus vandenyje, dar karta ekstrahuoti metileno
chloridu. Kai kuriuose darbuose [109, 124, 126]. paskutinéje stadijoje (po
ekstrakcijos skysc€iais) naudojamas KFE metodas panaudojant atvirks¢iy faziy
(C18) arba jonitines kolonéles. Eiléje darby [107, 113, 118, 120, 122] méginiy
paruoSimui sitilomas kietafazés disperguojamosios ekstrakcijos metodas,
kuriame méginys arba jo ekstraktas homogenizuojamas su kieto sorbento

porcija, o analités i§ gauto homogenisko misinio iSplaunamos atitinkamu
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tirpikliu ar ju miSiniu. Naudojant tokia procediira iSvengiama emulsijuy
susidarymo. Pvz., darbe [113] sulfonamidai i§ mésos ekstrahuojami
acetonitrilu, o gautas ekstraktas disperguojamas su C18 sorbentu, analités vél
eliuuojamos acetonitrilu ir analizuojamos. Kituose darbuose méginys
disperguojamas su C18 sorbentu [120] arba su sméliu [118, 122, 123], gautas
misinys talpinamas i termostatuojama kolonélg arba pagreitintosios skysciy
ekstrakcijos kasete, 1§ kuriy SA eliuuojami vandeniu aukstoje temperatiiroje.
Autoriy teigimu, taip gaunami itin Svar@is ekstraktai net i§ labai sudétingy

matricy.

1.3.3. Nitroimidazolai

Nitroimidazolai (NIZ) - 1,2-dialkil-5-nitroimidazolo substruktiira turintys
junginiai (1.15 pav.). Jie neblogai tirpsta vandenyje, alkoholiuose, kai kurie
(pvz. IPZ, RNZ) etilacetate, tatiau netirpiis heksane. Taip pat jie gerai tirpsta
praskiestose riigstyse sudarydami druskas. Veterinarijoje ir medicinoje NIZ yra
naudojami kaip antibakteriniai agentai arba antibiotikai skirti parazitiniy
vienalas¢iy organizmy sukelty ligy (pvz. kokcidiozes, dizenterijos) gydymui.
Sie vaistai kurj laika ES reglamente [59] kartu su kitais antikokcidiniais
vaistais buvo priskirti B2b grupei, taCiau véliau, dél gana stipriai iSreikSty
kancerogeniniy savybiy, jie buvo perkelti { ES reglamento 2377/90/EEC IV
prieda [60] ir visos galiojusios DLK jiems buvo panaikintos. Dél §iy teisiniy
pakeitimy NIZ yra draudziami naudoti veterinarijoje gydyti maistui auginamus
gyviinus. NIZ organizme metabolizuojasi: pagrindiniai metabolitai susidaro

oksiduojantis 2-alkil grupei ir susidarant 2-hidroksialkil dariniams (1.15 pav.).
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1.15 pav. Nitroimidazoly bei juy metabolity struktiros: 1 -
dimetridazolas (DMZ), 2 - ronidazolas (RNZ), 3 — Il-metil-2-
hidroksimetil-5-nitroimidazolas (HMMNI), 4 — ternidazolas (TNZ), 5 —
metronidazolas (MNZ), 6 — hidroksimetronidazolas (MNZOH), 7 —
ipronidazolas (IPZ), 8 — hidroksiipronidazolas (IPZOH).
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Apzvalginiai NIZ nustatymo metodai. Literatiiroje pavyko rasti tik du
apzvalginius NIZ nustatymo metodus. Darbe [127] aprasomas
imunofermentinis metodas DMZ, RNZ, MNZ, IPZ ir HMMNI kiauS$iniuose ir
raumenyje nustatyti. Analités i§ homogenizuoty méginiy ekstrahuojamos
acetonitrilu, ekstraktas nugarinamas iki sausos liekanos, likutis tirpinamas
MeOH/H,0O misinyje, nuriebalinamas heksanu ir analizuojamas. Nustatymo
ribos svyruoja nuo 1 pg/kg DMZ iki 40 pg/kg IPZ.

Kitame darbe [128] DMZ, MNZ ir RNZ nustatymui pasiilytas DCh
metodas su azoto-fosforo detektoriumi nenaudojant anali¢iy derivatizacijos.
Meéginio paruoSimas analogiSkas apraSytam aukSciau paminétame darbe tik
ekstrakty valymui papildomai panaudota kietafazés ekstrakcijos procedira.
Siuo metodu visoms analitéms pasiektos 5 pg/kg nustatymo ribos..

Patvirtinamieji NIZ nustatymo metodai. Patvirtinamaisiais metodais
NIZ nustatymui naudoti dujy [129-131] arba efektyviosios skysCiu [132-140]
chromatografijos metodai su MS detektavimu. Kadangi nederivatizuoti NIZ
pasizymi mazu lakumu bei terminiu stabilumu, skys¢iy chromatografija Zymiai

populiaresné.
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Vokie¢iy mokslininky darbuose [129, 130] pasitlytas septyniy NIZ bei ju
metabolity (DMZ, RNZ, MNZ, IPZ, MNZOH, IPZOH ir HMMNI) nustatymas
DCh-MS metodu panaudojus neigiama cheming jonizacija. Analités buvo
derivatizuojamos su O,N-bistrimetilsililacetamidu (DMZ nederivatizuojamas).
Metodas pasizymi geru jautriu: nustatymo ribos visiems junginiams svyruoja
nuo 0,65 iki 2,8 pg/kg. Analogiskas DCh-MS metodas DMZ ir MNZ nustatyti
aprasomas ir kitame straipsnyje [131]. Cia autoriai pasiekia 1 pg/kg nustatymo
ribas kepeny bei raumens matricose.

1997 m. Cannavan ir Kennedy [132] pirmieji pasitilé DMZ nustatyma
ESCh-MS metodu panaudojant ,sena* Silumos srauto (thermospray)
jonizacijos S$altini. Vélesniuose darbuose [133, 134] optimizuotas didesnio
anali¢iy skai¢iaus (MNZ, RNZ ir HMMNI) nustatymas. Pasickiamos
nustatymo ribos - 0,5-5 pg/kg. Dél nedidelés NIZ molekulinés masés sunku
MS detektoriuje pasiekti didelj jautri. Dél Sios priezasties vietoj fragmentacijos
jonizacijos Saltinyje pranctizy mokslininkai [133] panaudojo atvirkstini procesa
- klasteriy susidaryma tarp anali¢iy ir judria faze naudojamo tirpiklio. Sis
procesas padidina detektavimo jautri, kadangi susidarant klasteriams daugiau
jony patenka i spektrometra.

Tandeminés masiuy spektrometrijos panaudojimas iSsprendzia jautrio
problemas, kadangi kvazimolekuliniai jonai yra fragmentuojami jau
analizatoriaus sektoriuje. I§ literatiros duomeny matyti, kad su MS/MS
detektoriumi pasiekiamas beveik per eilg geresnis jautris: NIZ nustatymo ribos
siekia 0,1-0,5 pg/kg [135-140]. Chromatografiniam atskyrimui dazniausiai
naudojamos C18 kolonélés, nors kai kurie autoriai sékmingai naudojo ir truputj
poliskesni C8 sorbenta [136, 137]. Nustatant viena-tris analites (pvz.: DMZ,
MNZ, RNZ) iprastai naudojama izokratiné eliucija, o nustatant didesnj anali¢iy
skaiCiy kartu su metabolitais jau biitinas gradientinis eliuavimas. Kadangi NIZ
ir juy metabolity poliSkumy skirtumas pakankamai didelis, net ir gradientiniame
rezime atskyrimo trukmés siekia 25-30 min. Bitina pazyméti, kad iki Siol
nepublikuotas nei vienas darbas, skirtas visy penkiy NIZ bei triju ju metabolity

atskyrimui ir nustatymui.
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Méginiy paruoSimas. Eil¢je darby sitiloma ekstrahuoti NIZ i§ biologiniy
méginiy acetonitrilu [134, 136] arba etilacetatu [133, 140]. Taciau emulsijos
susidarymas skatina ieskoti efektyvesniy ekstrakcijos biidy. Polzer ir Gowik
[130] rekomenduoja atlikti méginiy hidroliz¢ su proteaze, ir po to, praskiedus
mégini, ji ekstrahuoti panaudojant diatomitinés zemés sorbenta. Analités
desorbuojamos etilacetato-tretbutilmetileterio misiniu ir analizuojamos DCh-
MS arba ESCh-MS metodais [138]. Sudétingos matricos (mésa, kiauSiniai)
méginiy ekstraktus biitina papildomai valyti. Siam tikslui pasiiilyta kietafaze
ekstrakcija naudojant silikagelj [132] arba polimerini hidrofilinés-lipofilinés
saveikos HLB [135] sorbenta. Dél baziniy imidazolo Zziedo savybiy
(protonizacijos) galima valymui panaudoti katijonitinius sorbentus [137].
Paminétuose darbuose akcentuojama, kad nustatant NIZ kartu su metabolitais,
labai sunku parinkti efektyvia ekstrakcing sistema visoms analitéms dél
didesnio hidroksilinty metabolity MNZOH ir HMMNI poliskumo. Viena
naujausiy tendenciju kietafazéje ekstrakcijoje - molekuliniy atspauduy
polimeriniai sorbentai, pasizymintis unikaliu atrankumu konkreciai analitei
arba ju grupei. Neseniai publikuotame Mohamed ir bendraautoriy darbe [139]
NIZ ir metabolity i$skyrimui i§ kiauSinio matricos pasitlytas paciy autoriy
susintetintas molekuliniy atspaudy polimerinis sorbentas. Apibendrinus galima
konstatuoti, kad iki Siol néra universalios ir paprastos procediiros efektyviam

NIZ ir jy metabolity i$skyrimui i$ biologiniy méginiy.
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II. EKSPERIMENTO METODIKA
2.1. Aparatiira

ESCh atskyrimai buvo atlickami Waters Alliance 2795 (Milford MA,
USA) chromatografu, sukomplektuotu i§ keturnarés auksto slégio siurbliy
sistemos, automatinés méginio ileidimo sistemos, termostatuojamy kolonéliy ir
tandeminio masiy spektrometrinio detektoriaus Quattro Ultima Pt Micromass
(Wythenshawe, UK) su elektrosrauto jonizacija (ESI).

UESCh atskyrimai buvo atlickami Waters Acquity UPLC (Milford MA,
USA) chromatografu, sukomplektuotu i§ keturnarés auksto slégio siurbliy
sistemos, automatinés méginio ileidimo sistemos, termostatuojamy kolonéliy ir
tandeminio masiy spektrometrinio detektoriaus Quattro Premier XE (Waters,
Manchester, UK) su elektrosrauto jonizacija (ESI). ESI jonizacijos $altinio
parametrai: kapiliaro jtampa 2,5 kV, Saltinio temperatira 120°C ir
desolvatacijos duju temperatira 350 °C. Duomenys buvo apdorojami
MassLynx 4.0 programa.

CAP atskyrimui naudota C;g SymmetryShield kolonélé (10 cm x 2,1 mm,
daleliy dydis 3,5 pm) sukomplektuota su SymmetryShield C;g prieskolonéle (1
cm X 2,1 mm, 3,5 pm) (Waters).

SA atskyrimas ESCh metodu buvo atlickamas Phenomenex Aqua CI18
kolonéléje (150 mmx2,0 mm, daleliy dydis 3 pm) (Waters). SA ir
nitroimidazoly atskyrimas UESCh metodu buvo atlickamas Acquity BEH Cjg
kolonélgje (100 mmx2,1 mm, daleliy dydis 1,7 um) (Waters).

2.2. Reagentai ir tirpalai
Darbe naudotos Sios medziagos:

Acetonitrilas, gradientinés ESCh grynumo (Sigma-Aldrich, JAV).
Anglies tetrachloridas, >99,5 % grynumo (Sigma-Aldrich, JAV).
Dietileteris, >99,9 % grynumo (Sigma-Aldrich, JAV).
Etilacetatas, >99,9 % grynumo (Sigma-Aldrich, JAV).
Heksanas, >99,0 % grynumo (Sigma-Aldrich, JAV).
Metanolis, gradientinés ESCh grynumo (Sigma-Aldrich, JAV).
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Nitroimidazolai, jy metabolitai ir deuteruoti standartai, >98 % grynumo
(Centriné referentiné laboratorija, Berlynas, Vokietija)

Skruzdziy rugstis, 95,0 % (Sigma-Aldrich, JAV).

Chloramfenikolis, >99,0 % grynumo (Fluka, Sveicarija).

Deuteruotas chloramfenikolis (d5-CAP), >98 % grynumo (Kembridzo Izotopy
laboratorija, JAV).

Sulfonamidai, >99,0 % grynumo (Sigma, JAV).

Sulfametazinas-"Cg, >98 % grynumo (Kembridzo Izotopy laboratorija, JAV).
Sulfametoksazolas-""Cs, >98 % grynumo (KembridZo Izotopy laboratorija,
JAV).

Trichloracto riigstis, >99,0 % grynumo (Sigma-Aldrich, JAV).

Trietilaminas, >99,5 % grynumo (Sigma-Aldrich, JAV).

Pirminiai CAP ir ds-CAP standartiniai tirpalai (0,1 mg/ml) buvo ruoSiami
metanolyje ir laikomi tamsiuose induose 4 °C temperatiroje. Pirminiai
sulfonamidy ir ju vidiniy standarty standartiniai tirpalai (1 mg/ml) buvo
ruoSiami acetonitrile ir laikomi tamsiuose induose -20 °C temperatiiroje.
Pirminiai nitroimidazoly, ju metabolity ir vidiniy standarty standartiniai tirpalai
(1 mg/ml) buvo ruoSiami metanolyje ir laikomi tamsiuose induose -20 °C
temperatiiroje. Mazesniu koncentracijuy tirpalai buvo ruoSiami skiedZziant

pirminius standartus atitinkamu tirpikliu.

2.3. Méginiy paruosimo procediiros
Visi méginiy paruosimo analizei tyrimai buvo atlieckami su realiy méginiy
matricomis be analiéiy.

Pieno _méginiy paruoSimas CAP nustatymui. [ 10,0 g pieno, pieno

milteliy arba iSrtigy pridedame 10 ml vandens, centrifuguojame 20 min 3500 g
grei¢iu -4 °C temperatiiroje ir nugriebiame riebalus. [ stiklini mégintuveélj
imame 3 ml nuriebalinto méginio, ipilame 6 ml etilacetato, 1 ml 0,6 ng/ml ds-
CAP ir/arba atinkamos koncentracijos anali¢iy standarto, misinys purtomas 45
min 200 min™ greiGiu ir centrifuguojamas. Atskirta organiné fazé i$garinama

azoto sraute 50 °C temperatiroje, likutis iStirpinamas 0,5 ml vandens,
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pridedama 0,5 ml anglies tetrachlorido/heksano (1:1 v/v) miSinio,
ekstrahuojame 5 min ir centrifuguojame 5 min 3500 g grei¢iu. Vandeniné fazé
atskiriama ir analizuojama.

KiauSiniy ir medaus méginiy paruoSimas SA nustatymui. | ekstrakcinj

inda imame 2,00 g kiauSinio méginio arba 2,00 g medaus méginio sumaisyto
su 2 ml vandens, pridedame 100 pl vidiniy standarty tirpalo (0,1 pg/ml) ir/arba
atinkamos koncentracijos anali¢iy standarto. MiSini purtome 10 min, jpilame
10 ml acetonitrilo, vél purtome 10 min, centrifuguojame 10 min 3500 g
greiciu, dekantuojame, o likutj ekstrahuojame dar karta su 10 ml acetonitrilo.
Ekstraktai apjungiami, iSgarinama azoto sraute 50 °C temperatiiroje iki sausos
liekanos, kuri iStirpinama 20 ml 0,2 mol/l amonio acetato buferyje (pH 5,3),
nuriebalinama 5 ml heksano, miSinys centrifuguojamas ir atskirta vandeniné
fazé valoma kietafazés ekstrakcijos biidu.

Kietafazés ekstrakcijos patronas Strata-X (Phenomenex) kondicionuojamas
5 ml metanolio, po to 5 ml 0,2 mol/l amonio acetato buferio (pH 5,3). Suleidus
ekstrakta, patronas plaunamas 5 ml vandens ir i§dZziovinamas vakuumuojant.
Analités desorbuojamos 7 ml acetonitrilo, tirpalas iSgarinamas azoto sraute 50
°C temperatiroje iki sausos liekanos, likutis tirpinamas 200 pl 0,05%
skruzdziy riigsties tirpalo, filtruojamas ir analizuojamas.

KiauSiniy méginiy paruoSimas nitroimidazoly ir ju metabolity

nustatymui. Kadangi nitroimidazolai jautrlis S$viesai, visos procediiros
atlickamos tamsiuose induose esant geltonam apSvietimui. [ 50 ml
polipropileno mégintuvélj imame 5,00 g susmulkinto kiausinio arba 1,00 g
kiau$inio milteliy su 4 ml vandens, pridedame 100 ul vidiniy standarty tirpalo
ir/arba atinkamos koncentracijos anali¢iy standarto ir laitkome tamsoje 5 min.
Po to jpilame 10 ml 0,2 mol/l natrio acetato buferio (pH 5) ir 10 ml 5%
trichloracto riigsties, miSini maiSome 10 min ir centrifuguojame 10 min 3500
g grei¢iu. Dekantuojame, likuti vél ekstrahuojame 5 ml 5% trichloracto
rigsties ir centrifuguojame. Abu ekstraktai apjungiami, tirpalas pasarminamas

5 mol/l NaOH tirpalu iki pH 5 ir valomas kietafazes ekstrakcijos budu.
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Kietafazés ekstrakcijos patronas Strata-X-C (200 mg/6 ml, Phenomenex)
kondicionuojamas 5 ml metanolio, po to 5 ml vandens ir 5 ml 0,2 mol/l
acetatinio buferio (pH 5,0). Suleidus ekstrakta, patronas plaunamas 5 ml 5%
trichloracto riigsties, 3 ml metanolios ir iSdZiovinamas vakuumuojant. Analités
desorbuojamos 7 ml vandens/trietilamino/etilacetato (2,5:2,5:95, v/v) tirpalo,
tirpalas iSgarinamas azoto sraute 35 °C temperatiroje iki sausos liekanos,

likutis tirpinamas 150 pl judrios fazés A, filtruojamas ir analizuojamas.

2.4. Metody jteisinimo procediiros

Buvo vertinamos Sios metody charakteristikos: atrankumas kitiems
veterinariniams vaistams, kalibracinés kreivés tiesiSkumas, sprendimo riba
(CCy), aptikimo geba (CCp), teisingumas ir glaudumas
(pakartojamumas+atkuriamumas) bei metodo atsparumas jvairiems faktoriams.
Visi jteisinimo tyrimai buvo atliekami su realiais méginiais (be anali¢iy),
pridedant { juos skirtingus anali¢iy standarty kiekius ir fiksuotus vidinio
standarto kiekius.

Vietoje analizinéje chemijoje placiai naudojamy aptikimo ir nustatymo riby
veterinariniy vaisty liku¢iy nustatymo metodams neseniai buvo ivesti
sprendimo ribos (CC,) ir aptikimo gebos (CCg) parametrai [62]. CC, —
maziausia vaisto koncentracija, kuria nustacius duotu metodu su a paklaidos
tikimybe galima spresti, kad méginys yra teigiamas (uzkréstas). CCp —
maziausia vaisto koncentracija, kuria duotu metodu galima identifikuoti ir/arba
kiekybiskai nustatyti realiame meéginyje su B paklaidos tikimybe. Tai reiskia,
kad signalas, atitinkantis analités koncentracija, mazesng uz CC, yra laikomas
fono triukSmais, o signalas, atitinkantis analités koncentracija lygia ar didesne
uz CC;y leidzia patikimai identifikuoti/nustatyti analitg. CC, ir CCy vertés buvo
nustatomos i§ kalibraciniy kreiviy su a = 1% ir = 5% paklaidos tikimybémis:
CC, = 2,33 x y atkirtos standartiné paklaida; CCy = CC, + (1,64 x CC,

koncentracijos 20-ies matavimy standartinis nuokrypis).
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III. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Chloramfenikolio tyrimai ESCh-MS/MS metodu

3.1.1. MS/MS detektavimo salygy parinkimas

Pagal ES normatyvus [62] analizuojant uzdraustus junginius ESCh-MS/MS
metodu maziausiai vienas molekulinis jonas ir dvi jo skilimo reakcijos
susidarant dviems skirtingiems fragmentams yra bitini patikimam analités
identifikavimui ir kiekybiniam nustatymui. Siekiant parinkti optimalias
MS/MS detektavimo salygas buvo iSmatuoti chloramfenikolio (CAP) ir vidiniu
standartu naudoto penkiais deuterio atomais Zyméto d5-chloramfenikolio (ds-
CAP) standartiniy tirpaly masiy spektrai esant neigiamai elektrosrauto
jonizacijai. I§ 3.1 pav. pateikty masiuy spektry matyti, kad didziausiu
intensyvumu pasizymi m/z 321 (CAP) ir m/z 326 (ds-CAP) deprotonuoti
molekuliniai jonai (M-H), kurie ir buvo pasirinkti tolimesniam
fragmentavimui. Fragmentavimas vyksta | skaldymo cele praleidZiant tik viena
molekulini jona, ji skaldant ir registruojant fragmenty skaiciy ir juy
intensyvuma. 3.2 pav. pavaizduoti $iy jony fragmentavimo masiy spektrai.
Chloramfenikoliui intensyviausi fragmentai registruojami vykstant skilimams
m/z 321—152 ir m/z 321—257, o deuteruotam junginiui - m/z 326—157 ir m/z
326—262. ISmatuoti masiy spektrai neblogai sutampa ir su kity autoriy
darbuose pateikiamais CAP spektrais [82, 83]. Nezymiai skiriasi tik fragmenty
intensyvumy santykiai. Remiantis gautais duomenimis 3.3 pav. pavaizduota
tikimiausia CAP fragmentacijos schema. Pasirinktos MS/MS detektavimo
analitei ir vidiniam standartui salygos pateiktos 3.1 lenteléje. Be to, patikrinus
atskirai abu grynus junginius (CAP ir d5-CAP) buvo nustatyta, kad juy signalai

visiSkai nepersikloja.
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3.1 pav. Eksperimentiskai iSmatuoti CAP (a) ir deuterio atomais
zyméto ds-CAP (b) masiy spektrai.
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3.2 pav. CAP molekulinio jono m/z 321 (a) ir ds-CAP molekulinio jono m/z

326 (b) fragmentavimo masiy spektrai.
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3.3 pav. CAP fragmentacijos MS/MS detektoriuje schema.
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3.1 lentelé

Optimizuoti MS/MS detektavimo parametrai (skenavimo trukmé 0,2 s)

Junginys | Molekulinis Skilimai (m/z) Konusinio | Skaldymo
jonas (m/z) filtro jtampa | energija
M) (eV)
CAP 321 321—152 52 15
(intensyvesnis)
321257 (maziau 52 10
intensyvus)
ds-CAP 326 326—157 54 15
(intensyvesnis)
326—262 (maziau 54 10
intensyvus)

3.1.2. Chromatografinio atskyrimo sglygu optimizavimas

Eksperimento pradzioje buvo ieSkoma optimalios judrios fazés sudéties.
Kadangi yra zinoma, jog neigiama jonizacija skatina nestipriai partigStinti
amonio acetatiniai buferiai, pirmiausiai buvo iSbandytas vandeninis 0,025
mol/l amonio acetato buferinis tirpalas su 0,1 mol/l skruzdziy riigsties priedu
gradientiSkai eliuuojant su acetonitrilu. Deja, naudojant Sia judria faze
chromatografinéje sistemoje pasireiské analités pernasos (angl. carry-over)
efektas, t.y. po CAP standartinio tirpalo analizés jleidus vandens porcija, jo
chromatogramoje taip pat buvo registruojama nedidel¢e CAP smailé. Tai rodo,
kad dalis analités po atskyrimo lieka chromatografo komponentuose (méginio
ileidimo sistemoje, sujungimo vamzdeliuose ar kolonéléje). Labiausiai tikétina
tokio efekto priezastis — partigstintoje judrioje fazéje analité protonizuojasi ir
papildomai adsorbuojasi ant neigiamy kraviy centry (pvz. disocijavusiy
likutiniy silanoliniy grupiu).

Analités pernaSos efektas buvo visisSkai eliminuotas naudojant vandens-
acetonitrilo judria fazg¢ be buferio ir rugsties priedo. Optimizuoti judrios fazés
gradiento parametrai pateikti 3.2 lenteléje, o standartinio CAP tirpalo
chromatograma pavaizduota 3.4 pav. Optimizuotose salygose CAP

eliuuojamas per 2 min, o viso atskyrimo ciklo trukmé — 8 min.
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3.2 lentelé

Judrios fazés gradiento formavimo parametrai

Trukmé, min Vanduo, % Acetonitrilas, % Tékmés greitis,
ml/min
0 80 20 0,2
4 40 60 0,2
7 40 60 0,2
8 80 20 0,2

Siekiant parinkti tinkamas CAP priedo koncentracijas optimizuojant
méginio paruoSimo procediira, buvo iSmatuota CAP kalibraciné kreivé (3.5
pav.). Matyti, kad kalibraciné yra tiesiné CAP koncentraciju intervale net iki

4000 ng/1.
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3.4 pav. Standartinio CAP tirpalo chromatograma. CAP
koncentracija 40 ng/l; injekcijos tiris 20 ul; kolonélés temperatiira
25°C.
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3.5 pav. CAP kalibracin¢ kreive.
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3.1.3. Ekstrakcija ir ekstrakty valymas

Kaip jau buvo minéta literatiiros apzvalgoje, Siuolaikinéje biologiniy
objekty analizéje bene svarbiausiu ir daugiausiai problemy kelian¢iu etapu yra
méginio paruoSimas analizei. Nustatant veterinarinius vaistus dazniausiai jie
yra ekstrahuojami skysciy-skysc¢iu ekstrakcijos metodu, o gautas ekstraktas dar
papildomai valomas skysc¢iy-skysciuy ekstrakcijos arba kietafazés ekstrakcijos
(KFE) metodais. Riebioms matricoms bitina ir méginio nuriebalinimo
procediira.

Meéginio paruo$imo tyrimams buvo naudojami pieno méginiai su Zinomos
koncentracijos CAP priedu. Kadangi analit¢ yra pakankamai tirpi vandenyje,
nuriebalinimas buvo atlickamas praskiedziant (mazdaug 2 kartus) meégini
vandeniu, centrifuguojant 20 min 3500 g grei¢iu -4 °C temperatiroje ir
nugriebiant riebalus.

CAP ckstrakcijos i§ pieno méginiy tyrimams pasirinkome du tirpiklius —
dietileterj ir etilacetata (EtOAc). Preliminariuose tyrimuose i 3 ml nuriebalinto
pieno meéginio buvo pridedami 6 ml atitinkamo tirpiklio, miSinys purtomas 15
min mazdaug 400 min" grei&iu, centrifuguojamas, atskirta organiné fazé
iSgarinama azoto sraute 50 °C temperaturoje, likutis iStirpinamas vandenyje ir
analizuojamas. Absoliu¢ios (be vidinio standarto) CAP iSgavos buvo
nustatomos palyginus CAP smailés plota ekstrakto chromatogramoje su
atitinkamos koncentracijos standartinio tirpalo chromatogramoje iSmatuotu
CAP smailés plotu. Nustatyta, kad ekstrahuojant etilacetatu, CAP
iSekstrahuojamas efektyviau: absoliucios iSgavos siekia 38+10% ekstrahuojant
dietilo eteriu ir 53+9% ekstrahuojant etilacetatu. Deja, ekstrahuojant abiem
tirpikliais vyksta dalinis emulsijos susidarymas, todé¢l dalis ekstrakto, o tuo
paciu ir analités, po centrifugavimo licka vandeninéje fazéje (emulsijoje).
Dirbant su vidiniu standartu, Sis procesas neturi didelés itakos rezultaty
tikslumui, taciau labai sumazina detektavimo jautri. Dazniausiai emulsijos
susidaro labai intensyviai purtant méginj ekstrakcijos metu. 3.6 pav. pateikta
purtymo grei¢io jtaka emulsijos susidarymui. Didinant purtymo greiti, po

ekstrakto centrifugavimo gaunamos organinés fazés tiris mazéja, t.y. emulsijos
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susidarymas stipréja. Emulsija visiSkai nesusidaro esant purtymo greiciams
<100 min". Deja, maZinant purtymo intensyvuma, padidéja ekstrakcijos
trukmé. 3.7 pav. pavaizduota absoliu¢ios CAP iSgavos priklausomybé nuo
ekstrakcijos trukmés purtant 200 min”' grei¢iu. Siomis salygomis ekstrakciné
pusiausvyra pasieckiama per 30-35 min. Sumazinus purtymo greitj dvigubai,
ekstrakcijos trukmé padidé¢ja dar mazdaug 1,5-1,8 kartus. Tolimesniems
tyrimams pasirinkome kompromisines salygas - 45 min ekstrakcija 200 min™
grei¢iu. Siose salygose emulsijos susidarymo jtaka néra labai reik$§minga
(prarandame tik apie 20% ekstrakto), taciau apie 1,5 karto sumaziname
ekstrakcijos trukme.

Papildomam biologiniy objekty ekstrakty valymui dazniausiai naudojami
skyséiy-skyséiy ekstrakcijos arba KFE metodai. Sios procediiros paskirtis —
kuo efektyviau pasalinti i§ ekstrakto pasalinius junginius, slopinancius arba
blokuojancius analités signala ir/arba stipriai sulaikomus chromatografinéje
kolonéléje. Nors KFE metodas yra laikomas pazangesniu ir paskutiniais metais
vis dazniau taikomas, mes pasirinkome klasiking ekstrakcija skysciais.
Pagrindiné tokio pasirinkimo prieZastis — skys¢iy-skysciu ekstrakcija greitesné,
paprastesné ir pigesné. Palyginome tris nepolinius ekstrahentus — anglies
tetrachlorida, heksana ir anglies tetrachlorido/heksano misini (1:1 v/v).
Meéginio valymo efektyvumo tyrimui | pieno méginio (be analités) vandenini
ekstrakta (0,5 ml) buvo pridedamas zinomas CAP standarto kiekis, miSinys
ekstrahuojamas 5 min 0,5 ml atitinkamo tirpiklio, vandenin¢ fazé atskiriama ir
analizuojama. Méginio valymo efektyvumas buvo vertinamas lyginant CAP
iSgavas bei pasaliniy smailiy skai¢iy ir intensyvuma chromatogramose
(ekstrakty grynuma). Nustatéme, kad su visais trim tirpikliais absoliu¢ios CAP
iSgavos (>90%) puikiai tenkina reglamento reikalavimus, ta¢iau valant
ekstraktus anglies tetrachlorido/heksano miSiniu, méginyje liecka maziau
pasaliniy junginiy.

Galutiné pieno méginiy paruos$imo ESCh-MS/MS analizei procediira

pateikta skyrelyje ,,Eksperimento metodika“.

55



V, ml

0 1 1 1 1
0 100 200 300 400

3.6 pav. Po ekstrakto centrifugavimo gaunamos organinés fazés
tario priklausomybé nuo purtymo grei¢io. 3 ml nuriebalinto pieno
méginio ekstrahuojama 6 ml EtOAc, ekstrakcijos trukmé — 20 min.
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3.7 pav. Absoliu¢ios CAP iSgavos priklausomybé nuo
ekstrakcijos trukmés. CAP koncentracija 0,3 pg/kg. 3 ml
nuriebalinto pieno meéginio ekstrahuojama 6 ml EtOAc.

3.1.4. Metodo analizinés charakteristikos

Metodo iteisinimas atliktas vadovaujantis ES direktyva 2002/657/EB [62].
Buvo jvertintos S§ios metodo charakteristikos: atrankumas kitiems
veterinariniams vaistams, kalibracinés kreivés tiesiSkumas, sprendimo riba
(CCy), aptikimo geba (CCp), teisingumas ir glaudumas
(pakartojamumas+atkuriamumas).

Metodo atrankumas kitiems veterinariniams vaistams buvo jvertintas 24
pieno méginius suskirs€ius { 6 grupes po 4 méginius. | 5-ias grupes meéginiy
buvo pridéta Siu klasiy junginiy: tetracikliny, peniciliny, florokvinolony,

sulfonamidy ir benzimidazoly. Pridedami vaisty kiekiai pasirinkti atsizvelgiant
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1 ju maziausias leistinas koncentracijas. Kadangi paSalinis vaistas gali bti
eliuojamas kartu su analite ir savo rigstinémis ar bazinémis savybémis skatinti
arba slopinti jos jonizacija, buvo tikrinama kiekvienos klasés junginiy itaka
CAP signalo intensyvumui. Atrankumo tyrimo duomenys pateikti 3.3 lenteléje.
Nustatytos CAP koncentracijos yra neapibrézZties ribose, todél galima teigti,

kad pasaliniai junginiai CAP signalo neitakoja.

3.3 lentelé
CAP nustatymo piene ESCh-MS/MS metodu atrankumo tyrimo rezultatai

Vaisty grupé Junginiai Meéginys be Meéginys su 0,300
(priedo CAP ng/kg CAP
koncentracija) 1 2 1 2
Penicilinai Nafcilinas
(4 ng/kg) Oksacilinas
Kloksacilinas
Dikloksacilinas 0,296 0,319
Penicilinas G i i ng/kg ng/kg
Penicilinas V
Ampicilinas
Amoksicilinas
Sulfonamidai Sufanilamidas
(20 pg/kg) Sulfatiazo}as 0,292 0.319
Sulfacetamidas - - K K
Sulfametazinas HEKE Heke
Sulfadimetoksinas
Florokvinolonai | Danofloksacinas
(30 pg/kg) Enrofloksacinas
Norfloksacinas 0,267 0,287
Flumekvinas ) i ng/kg ng/kg
Sarafloksacinas
Cifrofloksacinas
Tetraciklinai Tetracilkinas
(100 pg/kg) Oksitetraciklinas 0,296 0,311
Chlortetraciklinas ) i ngkg ng/kg
Doksiciklinas
Benzimidazolai Fenbendazolas 0,305 0,314
(10 pg/kg) Albendazolas ) i ng/kg ng/kg
Tuscias méginys - 0,321 0,315
pg/kg pe/kg

Kitos metodo analizinés charakteristikos bei metodo atsparumas jvairiems

faktoriams buvo jvertinti alternatyviu biidu panaudojus specialia kompiutering
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programa InterVal™. Tyrimui pasirinkome keturis faktorius galincius jtakoti
analizés rezultatus, o pagrindiniu faktoriumi — méginio matrica. Pagrindinis
faktorius buvo kaitaliojamas keturiais lygmenimis, o kiti trys faktoriai — dviem
lygmenimis (3.4 lentel¢). Visi tyrimai buvo atliekami su realiais méginiais (be
analités), pridedant i juos keturiu skirtingy koncentraciju (0,02, 0,10, 0,30 ir
0,60 pg/kg) CAP standarto ir fiksuota vidinio standarto (ds-CAP)
koncentracija. Visas tyrimas buvo suskaidytas i 4 ciklus po 32 analizes
kiekvienam ciklui.

Kritinés CAP koncentracijos (CC, ir CCg) buvo nustatytos grafiSkai
naudojantis ty paciy serijy rezultatais ir yra lygios 0,050 (CC,) ir 0,066 pg/kg
(CCp). 3.5 lenteleje pateikti metodo glaudumo (pakartojamumo ir
atkuriamumo) bei teisingumo jvertinimo rezultatai keturioms CAP
koncentracijoms. Pagal ES nustatytus kriterijus analités koncentracijoms <1
ug/kg, jos iSgavos i méginiu turi biiti 50-120% intervale. Kaip matyti i$

pateikty rezultaty, metodo teisingumas Zymiai vir§ija minimalius teisingumo

reikalavimus.
3.4 lentelé
Faktoriai ir jy lygmenys vertinti jteisinant metoda
Faktorius Faktoriaus lygmenys
Meéginio matrica Pienas Pieno Pieno Vanduo
(pagrindinis) iSrigos miltai
Operatorius A B
Ekstrakcijos tipas Statiné (16 val) Dinaminé
Ekstrakty laikymas 0 dieny 1 diena
3.5 lentelé

CAP nustatymo ESCh-MS/MS metodu pakartojamumo (SSN;, %),
atkuriamumo (SSNyg, %) bei teisingumo (iSgavos) jvertinimo rezultatai

CAP koncentracija, SSN,, % SSNyr, % ISgava, %
pg/kg
0,020 30,0 30,3 105,3
0,100 7,9 8,0 100,8
0,300 3,1 4,2 100,0
0,600 1,7 3,5 99,8

Atlikus visus matavimus buvo jvertinta bendra kalibraciné kreivé ir atskiros
kalibracinés kreivés konkretiems faktoriams. 3.8 pav. pavaizduotos

kalibracinés kreivés atskiriems faktoriams iliustruoja CAP matavimo rezultaty
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glauduma. Kalibracinés kreivés konkretiems faktoriams leidzia greitai ir
patikimai identifikuoti, ty faktoriy itaka analizés rezultatams. Iliustracijai, 3.9
pav. pateikta staciakampé diagrama faktoriui ,,méginio matrica®. ,,Dézutémis*
pavaizduoti 25-75% kvantiliai, o ,,uUseliais“ — didZziausios ir maZziausios
rezultaty vertés. I§ pateikty rezultaty matyti, kad visoms keturioms matricoms
matavimo rezultaty sklaida yra palyginti nedidelé¢ ir labai pana$i. Tik
didziausiai CAP koncentracijai iSrigy méginiams rezultaty sklaida yra didesné.
Taciau apskaiCiuotos t-vertés parodé, kad $is sklaidos padidéjimas statistiskai
nereikSmingas. Taigi, optimizuotas ESCh-MS/MS metodas puikiai tinka ne tik

pieno, bet ir iSriigy bei pieno milteliy méginiams.
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3.8 pav. CAP kalibracinés kreivés atskiriems faktoriams (32 matavimai).
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3.9 pav. Staciakampé diagrama, iliustruojanti méginio matricos itaka CAP
nustatymui.

Analogisku btidu buvo ivertinta ir kity faktoriy itaka ir nustatyta, kad nei
vienas i§ tyrimy metu vertinty faktoriy (operatorius, ekstrakcijos tipas,

ekstrakty laikymas) analizés rezultaty reikSmingai nejtakoja.
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3.10 pav. parodyta bendros CAP nustatymo neapibrézties priklausomybé
nuo CAP koncentracijos. Kaip ir buvo galima tikétis, matavimy neapibréztis
yra palyginti nedidel¢ (4-7%) ir gana pastovi matuojant didesnes CAP
koncentracijas (0,1-0,6 ug/kg). Tuo tarpu mazesniy CAP koncentracijy srityje,
mazéjant analités koncentracijai matavimy neapibréztis staigiai didéja. Bet
kurivo atveju, kritinéms CAP koncentracijoms (0,050 (CC,) ir 0,066 pg/kg
(CCp)) santykiné matavimy neapibréZtis nevirSija 15% ir tai yra palyginti
nedidelé verté nustatant tokius mazus kiekius biologinése matricose.

3.11 pav. pavaizduotos pieno méginio, pieno méginio su 0,040 pg/kg
CAP standarto priedu ir uZzter§to chloramfenikoliu pieno milteliy méginio

chromatogramos.
30
27
24

21

006 012 018 024 03 03 042 048 054 06
Koncentracija, ug/kg

3.10 pav. CAP nustatymo ESCh-MS/MS metodu bendros
neapibrézties (%) priklausomybé nuo CAP koncentracijos.
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3.11 pav. Pieno méginio (a), pieno méginio su 0,040 pg/kg CAP priedu (b) ir
pieno milteliy méginio (c) chromatogramos.

3.2. Sulfonamidy nustatymo ESCh ir UESCh metodais tyrimas

Si disertacinio darbo dalis skirta sulfonamidy (SA) atskyrimo ir
nustatymo medaus ir kiau$iniy méginiuose tyrimams. Kadangi sulfonamidai —
didelé (buvo tiriama 10 anali¢iy) panaSiomis savybémis pasizyminc¢iy junginiy
grupé, ju chromatografinis atskyrimas yra pakankamai komplikuotas. Todél ju
atskyrimui  palyginome efektyviosios ir ultraefektyviosios skysciuy

chromatografijos metodus.

3.2.1. MS/MS detektavimo salygy parinkimas

Siekiant parinkti optimalias MS/MS detektavimo salygas buvo iSmatuoti
ir palyginti visy anali¢iy ir vidiniy standarty tirpaly masiy spektrai
pariigStintoje terpéje esant neigiamai ir teigiamai elektrosrauto jonizacijai.
Nustatyta, kad visiems junginiams intensyvesni signalai buvo registruojami
esant teigiamai jonizacijai. Visy analiCiy spektrai panasSiis ir ganétinai
nesudétingi: vieninteliai molekuliniai jonai susidarantys riig§ioje terpéje yra
protonizuotos molekulés. Iliustracijai, 3.12 pav. parodyti sulfacetamido,

sulfametazino ir sulfametazino-"°Cy masiy spektrai ir intensyviausio
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molekulinio jono fragmentavimo masiy spektrai. Visiems SA iSskyrus
sulfametazing, teigiamos jonizacijos rezime didziausiu intensyvumu pasizymi
m/z 156 ir 108 fragmentai. Tuo tarpu sulfametazinui intensyviausi m/z 186 ir
108 fragmentai. Remiantis gautais duomenimis 3.13 pav. pavaizduota
tikimiausia sulfonamidy fragmentacijos schema.

Pasirinktos MS/MS detektavimo analitéms ir vidiniams standartams

salygos pateiktos 3.6 lenteléje.

1001 100
2154 1561
274 1081
=2 50 =R 501
92,0
188.8 1734
04— i 1 L 0 I |
160 180 200 220 240 260 80 100 120 140 160 180
m/z mi/z
100 279.4 b 100 186.1
3014
108.1
156.1
R 501 X 501
1241
280.4 302.4 ‘
0 . ! s o |
240 260 280 300 320 340 100 120 140 160 180 200
miz c m/z
100 2854 100 186.1
1621
1241
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220 240 260 280 300 320 100 120 140 160 180 200
miz m/z

3.12 pav. Sulfacetamido (a), sulfametazino (b) ir sulfametazino-"Cg (c)
intensyviausio

masiy

spektrai

(kairéje)

ir

fragmentavimo masiy spektrai (desingje).
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m/z=| MH 155
m/z=92
m/z=MH-93

NH,
m/z=108 m/z=156

3.13 pav. Sulfonamidy fragmentacijos MS/MS detektoriuje schema.

3.6 lentelé

Optimizuoti MS/MS detektavimo parametrai sulfonamidams

Junginys (santrumpa) | Molekulinis | Skilimai Konusinio | Skaldymo
jonas (m/z) (m/z) filtro itampa | energija
V) (eV)
Sulfacetamidas (SAC) 215 215—156 17 8
215—108 17
Sulfapiridinas (SPY) 250 250—156 26 17
250—108 25
Sulfadiazinas (SDZ) 251 251—156 24 14
251—108 24
Sulfatiazolas (STZ) 256 256—156 25 16
256—108 24
Sulfamerazinas 265 265—156 28 16
(SMR) 265—108 28
Sulfametoksazolas 254 254—156 25 16
(SMX) 254—108 23
Sulfamelgoksazolas— 260 260—162 25 18
Cs

Sulfametizolas (SMT) 271 271—156 20 14
271—108 18
Sulfametazinas 279 279—186 31 18
(SMZ) 279—108 26
Sulfametazinas-">Cg 285 285—186 27 15
Sulfabenzamidas 277 277—156 16 13
(SBZ) 277—108 22
Sulfadimetoksinas 311 311—>156 31 20
(SDM) 311—108 30
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3.2.2. Sulfonamidy atskyrimas ESCh ir UESCh metodais

Pirmiausiai buvo optimizuojamas SA atskyrimas ESCh metodu.
Tradiciskai, S§iu junginiy atskyrimas atliekamas atvirk§¢iy faziy
chromatografijos rezime naudojant rugsc¢ias judrias fazes, skatinanéias anali¢iy
protonizacija ir tokiu biidu padidinan¢ias MS detektavimo jautrj matuojant
teigiamos elektrosrauto jonizacijos salygose.

Optimizuojant judrios fazés sudét] palyginome jvairias judriy faziy
kompozicijas i§ acetonitrilo ir/arba metanolio bei vandens su skirtingomis
(0,01-0,20%) skruzdziy arba acto ruigsties koncentracijomis. Truput] geresnis
MS detektavimo jautris buvo registruojamas judrioje fazéje. naudojant
skruzdziy roigsti Tai visai logiska, kadangi stipresné rugstis efektyviau
protonizuoja analites. Didinant skruzdziy riigSties koncentracija judrioje fazéje
nuo 0,01 iki mazdaug 0,04%, visy anali¢iy smailiy intensyvumai tolygiai
didéja, o toliau riigStinant — detektavimo jautris nebekinta. Tuo tarpu anali¢iy
atskyrimo atrankumui rtgsties koncentracijos jtaka labai nezymi. Optimali
skruzdziy riigsties koncentracija - 0,05%.

IStyrus organinio tirpiklio (acetonitrilas ir metanolis) prigimties jtaka SA
atskyrimo atrankumui ir smailiy efektyvumui nustatyta, kad tirpiklio prigimtis
atrankumo nejtakoja. Ta¢iau naudojant judria faze tiek acetonitrilo, tiek ir
metanolio misini su vandeniu daugelio anali¢iy smailiy simetriSkumas nebuvo
labai geras. Papildomais tyrimais nustatéme, kad smailiy simetriSkumas
pageré¢ja organine faze naudojant acetonitrila su 5-10% v/v metanolio priedu.
Optimizuoti judrios fazés sudéties ir gradientinés eliucijos parametrai pateikti
3.7 lenteléje, o standartinio SA tirpalo chromatograma pavaizduota 3.14a pav.
Optimizuotose salygose ESCh metodu SA eliuuojami per 18 min, o viso
atskyrimo ciklo trukmé — 25 min.

Ta pati judrios fazés sudétis buvo iSbandyta ir UESCh salygomis.
Kadangi UESCh metode maksimalus leistinas slégis didesnis, judrios fazés
greit] padidinome iki 0,5 ml/min bei truputj pakeitéme gradientinés eliucijos
parametrus (0 - 2,0 min 98%, 12,0 min 75% ir 14,0 - 16,0 min 98% 0,05%
HCOOH tirpalo vandenyje). Standartinio SA tirpalo chromatograma iSmatuota
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UESCh rezime pavaizduota 3.14b pav. Palyginus ESCh ir UESCh metodais

gautas chromatogramas akivaizdu, kad UESCh metode daugeliui sulfonamidy

smailiy efektyvumas dvigubai geresnis bei didesnés skiriamosios gebos. Tai

leido pagreitinti SA atskyrima nepabloginant atskyrimo atrankumo. Be to, déka

geresnio efektyvumo UESCh metodo jautris prilygsta, o kai kurioms analitéms

netgi vir§ija ESCh metodo jautri, nors pastarajame metode buvo ileidziamas

dvigubai didesnis méginio taris.

3.7 lentelé
Judrios fazés sudéties ir gradientinés eliucijos formavimo ESCh metode
parametrai
Trukmé, min | 0,05% HCOOH 0,05% HCOOH Tékmés
vandenyje, % ACN:MeOH (90:10 v/v) greitis,
miSinyje, % ml/min
0 98 2 0,4
2 98 2 0,4
18 70 30 0,4
20 70 30 0,4
21 98 2 0,4
25 98 2 0,4
23 8 10
, a
9
1 5
7
S| “ L J L
- 4 10
3 8 b
M 7 9

min
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

3.14 pav. Sulfonamidy atskyrimas ESCh (a) ir UESCh (b) metodais.
Kolonélés temperatiira 40°C. Méginio turis 20 pl (a) ir 10 pl (b).
Smailés: 1 - sulfacetamidas; 2 - sulfadiazinas; 3 - sulfatiazolas; 4 -
sulfapiridinas; 5 - sulfamerazinas; 6 - sulfametazinas; 7 -
sulfametizolas; 8 - sulfametoksazolas; 9 - sulfabenzamidas; 10 -
sulfadimetoksinas.
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3.2.3. KiauSiniy ir medaus méginiy paruoSimas

SA ekstrakcijos i§ realiy méginiy tyrimams buvo pasirinkti du tirpikliai —
etilacetatas ir acetonitrilas. Be to, kadangi kiauSiniy méginiuose yra labai daug
lipidy, ekstrakcijos procediira buvo tiriama kompleksiskai kartu su ekstrakty
nuriebalinimo procedira. Nuriebalinimui taip pat lyginome du tirpiklius —
heksang (HEX) ir heksano/anglies tetrachlorido miSini (1:1 v/v).
Preliminariuose tyrimuose 2 g kiauSinio (medaus) méginio buvo
disperguojama 10 min su 2 ml vandens, po to ipilama 10 ml atitinkamo
tirpiklio miSinio, miSinys purtomas 10 min ir centrifuguojamas. Atskirtas
supernatantas iSgarinamas azoto sraute 50 °C temperatiroje, likutis
iStirpinamas 20 ml 0,2 mol/l amonio acetato buferio (pH 5,3) ir nuriebalinamas
ekstrahuojant su 5 ml atitinkamo tirpiklio. 3.15 pav. palygintos absoliu¢ios SA
iSgavos gautos ekstrahuojant/nuriebalinant kiauSinio meéginius skirtingais
tirpikliais. Deja, kiauSinio méginiai su EtOAc emulguojasi, o emulsijos
susidarymas nepriklauso nuo purtymo greic¢io. Be to, stipresnémis bazinémis
savybémis pasizymintys SAC, SMZ ir SBZ grei¢iausiai dalinai protonizuojasi
vandeninéje fazéje, todél ju tirpumas EtOAc smarkiai sumazéja. Tuo tarpu
acetonitrilas nusodina baltymus bei gerai tirpina ir protonizuotas analites.
Septynioms i§ deSimties anali¢iy didziausios absoliu¢ios i§gavos buvo gautos
ekstrahuojant acetonitrilu bei nuriebalinant gautus ekstraktus heksanu, todél sie
tirpikliai ir buvo pasirinkti tolimesniems tyrimams.

I8 3.15 pav. pateikty rezultaty matyti, kad ekstrahuojant 10 ml acetonitrilo
tiriu kai kuriy SA (SDZ, STZ, SMZ, SBZ ir SMD) absoliucios iSgavos
nesiekia net 40%. Todél siekiant padidinti ekstrakcijos efektyvuma papildomai
buvo istirta acetonitrilo tiirio jtaka SA ekstrakcijai. Nustatéme, kad padidinus
ACN tarj iki 20 ml anali¢iy iSgavos reikSmingai nepadidéja. Kitas, daznai
efektyvesnis budas pagerinti ekstrakcijos efektyvuma — po pirmosios
ekstrakcijos nupylus ekstrakta méginio likuti pakartotinai ekstrahuoti nauja
tirpiklio porcija. Tyrimo metu buvo didinamas pakartotinei ekstrakcijai imamo
ACN turis (nuo 0 iki 15 ml). 3.16 pav. pateikta ACN tirio jtaka vidutinei

absoliuciai anali¢iy iSgavai i§ kiauSinio méginio (atskiry anali¢iy iSgavos dél
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vietos stokos nepateiktos). Matome, kad papildoma ekstrakcija su 10 ml ACN
padidino viduting SA i$gava beveik dvigubai (nuo 45 iki 78%). Siose salygose
visy anali€iy, i§skyrus STZ ir SMZ, absoliucios iSgavos virsijo 50%. Tuo tarpu
pakartotinai ekstrahuojant STZ ir SMZ, ju absoliucios iSgavos padidéjo tik nuo
20 iki mazdaug 26%.

80

Isgava, %
3
1

0 L1 L1 L1

SAC sbz SPY STZ SMR smz SMT SMX SBZ SMD

‘EIEQOAI:IHEX CIEtOAC/HEX:CCl4 EIACN/HEX EHACN/HEX:CCl4 ‘

3.15 pav. Ekstrakcijos ir nuriebalinimo tirpikliy prigimties itaka
absoliuc¢ioms SA iSgavoms i§ kiauSinio meéginio. Anali¢iy koncentracija
méginyje — 100 pg/kg.

100

90 [~

Vidutiné iSgava, %

40 1 1 1 1 1 1 1

ACN taris, ml
3.16 pav. Pakartotinei ekstrakcijai naudojamo acetonitrilo tirio jtaka
vidutinei absoliuc¢iai SA iSgavai i§ kiauSinio méginio. AnaliCiy
koncentracija méginiuose — 100 pg/kg.
SA ekstrakty i§ biologiniy méginiy valymui dazniausiai naudojama
kietafazé ekstrakcija nepoliniais [109], poliniais [124] arba katijonitiniais

sorbentais [126]. Siame darbe valymui pasirinkome neseniai pasirodziusi
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rinkoje Strata-X sorbenta - stireno-divinilbenzeno kopolimera su pavirSiuje
chemiskai prijungtomis specifinémis (patentuota) funkcinémis grupémis.
Priklausomai nuo anali¢iy prigimties, Sis sorbentas gali saveikauti su jomis
hidrofobine saveika, m-n saveika ir/arba sudarydamas su analitémis vandenilinj
ry$i. Todél manipuliuojant méginio pH, desorbcijos tirpiklio prigimtimi ir kt.,
galima labai efektyviai iSvalyti ekstraktus nuo priemaisy.

Méginio valymo efektyvumo tyrimui i vandenini kiauSinio (medaus)
méginio (be analités) ekstrakto tirpala (20 ml) buvo pridedamas zinomas SA
kiekis, méginys buvo leidziamas per patrona su aktyvuotu Strata-X sorbentu
(200 mg/6 ml), patronas praplaunamas, analités desorbuojamos, ekstraktas
iSgarinamas, o likutis tirpinamas 200 pl 0.05% vandeninio skruzdziy rugsties
tirpalo ir analizuojamas. Buvo optimizuojamos méginio pH ir sulfonamidy
desorbcijos salygos. Nustatéme, kad atrankiausiai (liecka maziausiai priemaisy)
SA adsorbuojami i$ truputi partgStinty (pH<6) tirpaly. SA desorbcijai
palyginome metanolj ir acetonitrila. Efektyviau, t.y. mazesniu tirpiklio tiriu ir
atrankiau (maziau priemaiSy) analites desorbuoja acetonitrilas. Galiausiai
iStyréme acetonitrilo ttrio jtaka SA desorbcijai. IS 3.17 pav. pateikty matyti,
kad kai acetonitrilo tiiris virSija 6 ml, vidutiné absoliuti SA iSgava siekia 95%.
Be to, Siomis salygomis visy anali¢iy individualios iSgavos didesnés uz 80%.

Labai panasiis rezultatai buvo gauti ir medaus matricai.
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3.17 pav. SA desorbcijai i§ patrono su Strata-X sorbentu naudoto
acetonitrilo tiirio itaka vidutinei absoliuciai SA iSgavai i§ kiauSinio
méginio ekstrakto. Anali¢iy koncentracija ekstrakte — 100 pg/l.
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Optimizuota SA ekstrakty valymo kietafazés ekstrakcijos metodu
procediira:
1. Patronas su sorbentu plaunamas 5 ml metanolio ir po to 5 ml 0,2 mol/l
amonio acetatinio buferio (pH 5,3);
2. Per patrong leidziame 20 ml ekstrakto iStirpinto 0,2 mol/l amonio
acetatiniame buferyje (pH 5,3);
3. Patronas plaunamas 5 ml vandens;
4. Analités desorbuojamos 7 ml ACN.
ISsami kiauSiniy ir medaus méginiy paruoSimo SA analizei procediira

pateikta skyrelyje ,,Eksperimento metodika“.

3.2.4. ESCh ir UESCh metody analiziniy charakteristiky palyginimas

Metodo atrankumas kitiems veterinariniams vaistams buvo jvertintas tokiu
pat budu, kaip tai buvo atlickama chloramfenikoliui (zitir. 3.3 lentelg) ir
nustatyta, kad kity klasiy vaistai (CAP, benzimidazolai, florokvinolonai,
penicilinai, tetraciklinai, nitroimidazolai) visiSkai netrukdo SA nustatymui.

Kitos metodo analizinés charakteristikos bei metodo atsparumas jvairiems
faktoriams buvo {vertinti alternatyviu biidu panaudojus specialia kompiutering
programa InterVal™. Tyrimui pasirinkome penkis faktorius galinCius jtakoti

analizes rezultatus, o pagrindiniu faktoriumi — méginio matrica.(3.8 lentel¢).

3.8 lentelé
Faktoriai ir jy lygmenys vertinti jteisinant metoda
Faktorius Faktoriaus lygmenys
Méginio matrica Medus Kiau$iniai
(pagrindinis)
Operatorius A B
Ekstrakty i§garinimo 40 °C 50 °C
temperatiira
Ekstrakty laikymas 0 dieny 1 diena
Analizés metodas UESCh-MS/MS ESCh-MS/MS

Pagrindinés analizinés charakteristikos iSmatuotos 10 pug/kg SA
koncentracijai jvertinus visus faktorius, visus faktorius i§skyrus ESCh metoda

ir visus faktorius i§skyrus UESCh metoda yra palygintos 3.9 lenteléje. Visoms
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analitéms, iSskyrus sulfacetamido nustatyma ESCh metodu ir sulfabenzamido
nustatyma abiem metodais, gaunamos ES reikalavimus tenkinanc¢ios iSgavos
(80—110%). Labai panasios iSgavos buvo gautos ir kitoms SA koncentracijoms.
Nustatymo jautris (CC,) taip pat panasus abiems metodams, nors UESCh
metode analizuojami dvigubai mazesni méginio tiiriai. RySkiausiai UESCh
metodo pranaSumas pasireiSkia analizés rezultaty glaudume. Beveik visoms
analittms UESCh rezultaty santykiniai standartiniai nuokrypiai buvo zymiai
mazesni. Geresni UESCh metodo glauduma salygoja geresné smailiy forma bei
greitesnis atskyrimas. Dél mums nezinomy priezasCiu tirtame koncentraciju
intervale sulfabenzamidui abiem metodais buvo gautos labai didelées SSN
vertés (30-70%), todél Sio junginio kiekybinis nustatymas duotose salygose
nejmanomas.

Atskiry faktoriy lygmeny itaka SA nustatymo rezultaty sklaidai visame ju
koncentraciju intervale iliustruoja 3.18-3.22 pav. pavaizduotos sta¢iakampés
diagramos sulfacetamidui. IS pateikty rezultaty matyti, kad skirtingy méginio
matricy (3.18 pav.), skirtingy operatoriy (3.19 pav.), skirtingy ekstrakty
garinimo temperatiiry (3.20 pav.) bei skirtingy ekstrakty laikymo trukmiy (3.21
pav.) matavimo rezultaty sklaida yra labai panasi, t.y. $iy faktoriy kaitaliojimas
analizés rezultaty sklaidos reikSmingai nejtakoja. Tik didziausiai sulfacetamido
koncentracijai garinant ekstraktus 40°C temperatiiroje rezultaty sklaida yra
mazdaug 2,5 karto didesné nei garinant 50°C temperatiiroje. Kadangi kitoms
analitéms tokia tendencija nebuvo nustatyta, galima teigti jog tai atsitiktinis
nukrypimas. Tuo tarpu skirtingais analizés metodais gauty rezultaty sklaidos
skirtumai (3.22 pav.) yra gana reikSmingi. Trims i§ keturiy sulfacetamido
koncentracijy UESCh metodas duoda 2-2,5 karto glaudesnius rezultatus nei

ESCh metodas. Panasis rezultatai buvo gauti ir kitiems sulfonamidams.
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Pagrindinés analizinés charakteristikos iSmatuotos 10 pug/kg SA koncentracijai jvertinus visus faktorius, visus

faktorius i§skyrus ESCh metoda ir visus faktorius i$skyrus UESCh metoda

3.9 lentelé

CC,, ng/kg ISgava, % SSN, %
Analité Visi UESCh ESCh Visi UESCh ESCh Visi UESCh | ESCh
faktoriai faktoriai faktoriai

SAC 8,96 7,10 10,9 118,2 110,0 125,9 23,2 8,5 29,5
SDZ 9,07 9,43 9,90 104,2 106,6 101,7 14,2 12,1 16,3
STZ 7,75 7,61 8,91 104,5 103,1 105,9 13,4 9,8 16,2
SPY 7,55 7,40 8,36 106,5 103.8 109,1 12,1 8,8 14,4
SMR 7,41 7,25 8,54 100,4 103,2 97,8 11,7 9,3 13,7
SMZ 7,28 7,40 7,89 103,7 104,2 103,2 9,5 8,5 10,6
SMT 9,07 7,87 11,4 100,9 101,3 100,8 14,0 9,1 17,9
SMX 6,66 6,61 7,25 99,6 99,8 99,4 6,0 5,5 6,1
SBZ 19,5 25,5 18,8 97,6 79,7 116,4 52,7 66,9 41,3
SMD 9,78 9,23 11,9 104,8 106,4 103,9 18,5 15,6 21,2
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Boxplot 1: Kiausiniai
| Boxplot 2: Medus
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3.18 pav. Méginio matricos itaka sulfacetamido nustatymui.
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3.19 pav. Operatoriaus itaka sulfacetamido nustatymui. DB — Daiva
Babicien¢; VT — Vytautas Tamositnas.

Boxplot 1: 40 °C o
Boxplot 2: 50 °C
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3.20 pav. Ekstrakto i§garinimo temperatiiros jtaka sulfacetamido nustatymui.

72



Boxplot 1: 0 dieny
1 Boxplot 2: 1 diena
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3.21 pav. Ekstrakty laikymo jtaka sulfacetamido nustatymui.

Boxplot 1: ESCh-MS/MS -
Boxplot 2: UESCh-MS/MS
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3.22 pav. Analizés metodo itaka sulfacetamido nustatymui.

3.23 pav. pateiktos kiausinio (a) ir medaus (b) méginiy su 5 pg/kg SA
priedu bei medaus (c) méginio su 5 pg/kg vidiniy standarty priedu
chromatogramos iSmatuotos UESCh-MS/MS metodu. Remiantis atlikty tyrimy
rezultatais galima konstatuoti, kad tieck ESCh, tiek ir UESCh metodai tenkina
minimaliuosius reikalavimus SA nustatymui, ta¢iau UESCh yra greitesnis,

efektyvesnis ir duoda zymiai glaudesnius rezultatus.
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3.23 pav. Kiausinio (a) ir medaus (b) méginiy su 5 ug/kg SA priedu bei
medaus (c) méginio su 5 pg/kg vidiniy standarty priedu chromatogramos
iSmatuotos UESCh-MS/MS metodu. 1 - sulfacetamidas; 2 - sulfadiazinas; 3
- sulfatiazolas; 4 - sulfapiridinas; 5 - sulfamerazinas; 6 - sulfametazinas; 7 -
sulfametizolas; 8 - sulfametoksazolas; 9 - sulfabenzamidas; 10 -
sulfadimetoksinas; 1.S.1 - sulfametoksazolas-6C13; 1.S.2 = sulfametazinas-
6C13.

3.3. Nitroimidazoly nustatymas kiausiniuose UESCh-MS/MS metodu

Dimetridazolas (DMZ, 1,2-dimetil-5-nitroimidazolas), ipronidazolas
(IPZ, 1-metil-2-izopropil-5-nitroimidazolas), metronidazolas (MNZ, 1-(2-
hidroksietil)-2-metil-5-nitroimidazolas),  ronidazolas (RNZ, 1-metil-2-
(karbamoiloksimetil)-5-nitroimidazolas) ir  ternidazolas (TNZ, 1-(3-
hidroksiizopropil)-2-metil-5-nitroimidazolas) yra pagrindiniai 5-nitroimidazoly
klasés veterinariniai antibiotikai. Kadangi nitroimidazolai biologinése
matricose greitai metabolizuojasi sudarydami hidroksilintus junginius, labai
svarbu nustatyti ne tik pirminius junginius, bet ir tris pagrindinius juy
metabolitus - 1-metil-2-hidroksimetil-5-nitroimidazola (MHMNI), 1-(2-
hidroksietil)-2-hidroksimetil-5-nitroimidazola (MNZOH) ir 1-metil-2-(2°-
hidroksiizopropil)-5-nitroimidazola (IPZOH). Remdamiesi auksciau pateiktais
tyrimais nitroimidazoly nustatymui pasirinkome greitesni ir efektyvesnj

UESCh-MS/MS metoda.
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3.3.1. UESCh atskyrimo ir MS/MS detektavimo salygy parinkimas

Siekiant parinkti optimalias MS/MS detektavimo salygas buvo iSmatuoti
ir palyginti visy anali¢iy ir deuteruoty vidiniy standarty masiy spektrai
pariigStintoje terpéje naudojant neigiama ir teigiama elektrosrauto jonizacija.
Nustatyta, kad visiems junginiams intensyvesni signalai buvo registruojami
esant teigiamai jonizacijai susidarant molekuliniams (M + H)" jonams.
[liustracijai, 3.24 pav. parodyti DMZ, RNZ ir RNZ-d3 (vidinis standartas)
masiy spektrai ir intensyviausio molekulinio jono fragmentavimo masiy
spektrai. Dél palyginti nedidelés NIZ molekulinés masés néra bendros
fragmentavimo schemos visai analiciy grupei. O atskiry analiCiy
fragmentavimo schemas galima rasti Mottier ir bendraautoriy darbe [135].
Kiekvienam jungiui buvo parinktos optimaliausios konusinio filtro jtampos ir
skaldymo energijos vertés. Pasirinktos MS/MS detektavimo nitroimidazolams,
ju metabolitams ir vidiniams standartams salygos surasytos 3.10 lenteléje.

Trys MS/MS duomenuy kaupimo periodai buvo pasirinkti skirtingoms
analittms: MNZOH - 1,2-2,9 min sulaikymo trukmiy intervalas, DMZ,
MHMNI, MNZ, TNZ ir RNZ - 2,9-4,6 min sulaikymo trukmiy intervalas, IPZ
ir [IPZOH - 4,6—7,0 min sulaikymo trukmiy intervalas.

Nitroimidazolai ir ju metabolitai ESCh metodu jprastai yra atskiriami ant
nepoliniy sorbenty eliuuojant polinémis judriomis fazémis [135-138]. Deja, dél
nemazo anali¢iy poliSkumy skirtumo net ir naudojant judrios fazés gradienta ju
atskyrimas ESCh metodu yra komplikuotas. Todél iki Siol vis dar néra darby,
skirty visy penkiy nitroimidazoly ir triju ju metabolity atskyrimui ir ju
nustatymui.

Optimizuojant judrios fazés sudéti palyginome ivairias judriy faziy
kompozicijas i$ acetonitrilo ir vandens su skirtingomis (0,01-0,50%) skruzdziy
rugsSties koncentracijomis. Deja, izokratinés eliucijos rezime gero ir greito
atskyrimo nepavyko pasiekti, todél galiausiai buvo pasirinktas gradientinés
eliucijos variantas. Optimizuoti judrios fazés gradiento parametrai pateikti 3.11
lenteléje, o standartinio nitroimidazoly ir jy metabolity tirpalo chromatograma

pavaizduota 3.25 pav. Optimizuotose salygose visos analités eliuuojamas per
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6,5 min, o viso atskyrimo ciklo trukmé — 12 min. Lyginant su kitomis

analitémis, MNZOH smailé yra ganétinai iSplitusi (priezastis neaiski), taciau jo

nustatymui tai neturi itakos. Nors DMZ ir RNZ yra neatskiriami, ju

molekuliniy jonu m/z vertés skiriasi pakankamai

MS/MS detektoriuje.

visiSkam juy atskyrimui

a
100 - 1422 100+ 96.1
54.2
’ 95.0
R 501 R 50
421
55.2
100 120 140 160 180 200 40 60 80 100 120 140
m/z m/z
100 L b 1901 1404
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163.3 173.7 110.1
0 e B . (] T T | ; .
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3.24 pav. DMZ (a), RNZ (b) ir RNZ-d3 (c) masiy spektrai (kairéje) ir
intensyviausio molekulinio jono fragmentavimo masiy spektrai (desinéje).
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3.10 lentelé

Optimizuoti MS/MS detektavimo parametrai nitroimidazolams, ju
metabolitams ir deuteruotiems vidiniams standartams

Junginys Molekulinis | Skilimai (m/z) Konusinio Skaldymo
jonas (m/z) filtro itampa | energija (eV)
V)
MNZOH 188 188—68 22 21
188—144 13
MHMNI 158 158—55 23 17
158—140 12
TNZ 186 186—82 26 26
186—128 15
MNZ 172 172—82 24 24
172—128 14
DMZ 142 142—54 28 26
142—96 15
RNZ 201 201—55 16 21
201—140 12
IPZOH 186 186—122 24 25
186—168 14
IPZ 170 170—109 31 24
170—124 17
MHMNI-d3 161 161—143 23 13
MNZ-d3 175 175—131 24 14
DMZ-d3 145 145—99 28 16
RNZ-d3 204 204—143 18 12
IPZOH-d3 189 189—171 22 13
IPZ-d3 173 173—112 32 25
3.11 lentelé
Judrios fazés gradiento formavimo parametrai
Trukmé, min 0,05% skruzdziy 0,05% skruzdziy | Téekmes greitis,
rugstis vandenyje, | rligstis acetonitrile, ml/min
% %
0 100 0 0,6
1 100 0 0,6
7 75 25 0,6
8 100 0 0,6
12 100 0 0,6
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3.25 pav. Nitroimidazoly atskyrimas UESCh metodu. Judrios fazés greitis —
0,6 ml/min. Méginio turis — 20 pl. Smailés: 1 - MNZOH; 2 - HMMNI; 3 -
MNZ; 4 - DMZ; 5 - RNZ; 6 - TNZ; 7 - IPZOH; 8 - IPZ.

3.3.2. Ekstrakecija ir méginiy valymas

Kaip jau buvo minéta literatiiros apzvalgoje, nitroimidazolai i§ biologiniy
méginiy ekstrahuojami organiniais tirpikliais (acetonitrilu, EtOAc, toluenu),
ekstraktai iSgarinami, tirpinami vandenyje ir nuriebalinami heksanu. Taciau
neseniai publikuotame [139] darbe buvo nustatyta, kad nuriebalinant ekstraktus
heksanu maziau poliniai IPZ ir IPZOH taip pat dalinai pereina | organing fazg,
todél juy nustatymas naudojant minéta méginio paruo$imo procediira yra
negalimas.

Siame darbe istyréme nitroimidazoly ekstrakcijos i§ kiau§iniy méginiy
vandeniu galimybes. Riig§€ioje terpéje nitroimidazolai protonizuojasi, todél ju
tirpumas partigStintame vandenyje turéty labai pageréti. Pirminiai tyrimai buvo
atlickami 5 g homogenizuoto kiausinio méginio su analiCiy standarto priedu
ekstrahuojant 10 min su 20 ml vandeninio trichloracto rtigsties (TCA) tirpalo.
Pirmiausiai iStyréme TCA koncentracijos itaka (3.26 pav.). TCA
koncentracijos padidinimas iki 1% padidina viduting anali¢iy iSgava beveik
dvigubai (nuo 26 iki 48%). Toliau didinant TCA koncentracija anali¢iy iSgavos
beveik nebekinta. Ekstrahento tiirio (iki 40 ml) ir ekstrakcijos trukmés (iki 30

min) didinimas ekstrakcijos efektyvumo nepagerino. Papildoma ekstrakcija su

78



5 ml to paties ekstrahento padidino viduting anali¢iy iSgava iSgava iki 68%.

Siose salygose visoms analitéms ju absoliucios i§gavos virsijo 50%.
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3.26 pav. TCA koncentracijos itaka vidutinei absoliuciai
nitroimidazoly ir jy metabolity iSgavai.

Bitina pazymeti, kad ekstrahuojant vandeniniu tirpalu visiskai
nereikalingas papildomas ekstrakty nuriebalinimas (lipidai netirpsta vandenyje)
bei ekstrakty nugarinimas ir pertirpinimas vandeningje judrioje fazéje. Tai
zenkliai pagreitina ir supaprastina méginio paruosimo analizei procediira.

Vandeniniy ekstrakty valymui kietafazés ekstrakcijos biidu isbandéme
miSry polimerini sorbenta Strata-X-C, pasizyminti ir atvirk§¢iy faziy
adsorbcinémis ir katijony mainy savybémis. Buvo optimizuojamos ekstrakty
pH ir nitroimidazoly desorbcijos salygos. Pagrindiniai optimizavimo kriterijai
— maksimalios anali¢iy i§gavos ir maksimalus ekstrakty grynumas po valymo.
3.27 pav. palyginti anali¢iy signaly intensyvumai iSmatuoti identiskose
salygose iSvalytuose skirtingo riigS§tingumo (pH 3 ir 5) kiauSinio ekstraktuose.
Truputi didesni nitroimidazoly ir ju metabolity kiekiai nustatyti maZziau
partigstintuose (pH 5) ekstraktuose. Toliau mazinant (iki pH 1) ekstrakty pH,
analiciy kiekiai iSvalytuose ekstraktuose dar labiau sumazéja. Be to, maZziau
partigStinty  ekstrakty tirpalai po valymo buvo gerokai grynesni
(chromatogramose registruojama maziau pasaliniy junginiy). Greiciausiai

vandeniniuose kiau$iniy ekstraktuose yra gerai vandenyje tirpiu poliniy
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(rugstiniy ir/ar baziniy) pasaliniy junginiy. Pvz., rigstinés prigimties junginiai
neutralioje ir Sarminéje terpéje dominuoja anijoninéje formoje ir nesulaikomi
ant KFE sorbento. Partig§tintuose méginiuose riigstinés analités protonizuojasi,
todél yra sorbuojamos/desorbuojamos kartu su nitroimidazolais taip

uzterSdamos i§valyta mégini.

40
ClpH 3 MpH 5

30 —

20 —

.1mm@mm

MNZOH HMMNI

Smailés plotas (sutart. vien.)

IPZOH IPZ

3.27 pav. Kiausinio ekstrakto pH itaka anali¢iy signaly intensyvumui
KFE biidu i§valytuose méginiuose.

Baziniy junginiy desorbcija tiek i§ katijonitiniy, tiek i§ atvirk$ciy faziy
sorbenty dazniausiai atlickama paSarmintais tirpalais sickiant pilnai
deprotonizuoti analites ir taip susilpninti jy saveika tiek su katijonitinémis
funkcinémis grupémis, tiek ir su likutinémis silanolinémis grupémis.
Nitroimidazoly desorbcijai palyginome du misinius:
trietilaminas/vanduo/acetonitrilas ir trietilaminas/vanduo/etilacetatas
(2,0:3,0:95, v/v). Nustatéme, kad trictilamino/vandens/etilacetato miSiniu
analités desorbuojamos efektyviau: identiSkose salygose tuo paciu tirpiklio
tariu (5 ml) iSplaunami didesni anali¢iy kiekiai. Toliau buvo optimizuojama
trietilamino koncentracija desorbcijos tirpale. Tyrimas buvo atliekamas
desorbuojant analites tirpalais su pastovia (95%,v/v) etilacetato koncentracija
kei¢iant vandens/trietilamino santyki jame. IS 3.28 pav. pateikty rezultaty
matyti, kad kai trietilamino koncentracija desorbuojanciame tirpiklyje yra

>2%, desorbuoty anali¢iy kiekiai reik§mingai nebedidéja. Galutiné
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desorbuojancio tirpiklio sudétis - trietilaminas/vanduo/etilacetatas (2,5:2,5:95,
vIv).

Galiausiai iStyréme desorbcijos tirpiklio tirio jtaka nitroimidazoly
desorbcijai ir nustatéme, kad kai desorbuojancio tirpiklio tiiris virSija 6 ml,
absoliucios anali¢iy iSgavos nebedidéja. Optimizuotose kictafazés ekstrakcijos

salygose salygose visy anali¢iy absoliucios iSgavos buvo didesnés uz 80%.

30

[21.0% D31.5% E=12.0% mM25% |

25 —
20

15

N

MNZOH HMMNI

Smailés plotas (sutart. vien.)

TNZ IPZOH IPZ

3.28 pav. Trietilamino kiekio (%, v/v) itaka nitroimidazoly ir ju
metabolity desorbcijai.

3.3.3. UESCh-MS/MS metodo jteisinimas

Metodo atrankumas kitiems veterinariniams vaistams buvo jvertintas
tokiu pat budu, kaip tai buvo atliekama chloramfenikoliui (zitr. 3.3 lentelg) ir
nustatyta, kad kity klasiy vaistai (CAP, benzimidazolai, florokvinolonai,
penicilinai, tetraciklinai, sulfonamidai) visiskai netrukdo nitroimidazoly ir ju
metabolity nustatymui.

Kity metodo analiziniy charakteristiky bei metodo atsparumo jvairiems
faktoriams jvertinimui pasirinkome penkis faktorius galinCius itakoti analizés
rezultatus, o pagrindiniu faktoriumi — méginio matrica (3.12 lentelé). Ekstrakty
valymui kietafazés ekstrakcijos btuidu palyginome kitos firmos panasios
prigimties KFE sorbenta Oasis MCX (Waters).

Visi tyrimai buvo atlieckami su realiais méginiais (be analités), pridedant |

juos keturiy skirtingy koncentraciju (pridedamos koncentracijos atskiroms
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analitéms surasytos 3.13 lenteléje) analiCiy standarto ir fiksuota deuteruoty
vidiniy standarty (MHMNI-d3, MNZ-d3 ir RNZ-d3) koncentracija.

Pagrindinés analizinés charakteristikos jvertinus visus faktorius yra
palygintos 3.14 lentel¢je. Visoms analittms gaunami ES reikalavimus
tenkinantys iSgavy (80-110%), pakartojamumo ir atkuriamumo rezultatai.
Panasiis rezultatai buvo gauti ir kitoms anali¢iy koncentracijoms. Toliau buvo
ivertinta atskiry faktoriy jtaka ir nustatyta, kad nei vienas i§ tyrimy metu
vertinty faktoriy analizés rezultaty reikSmingai neitakoja.

3.12 lentelé
Faktoriai ir jy lygmenys vertinti jteisinant metoda

Faktorius Faktoriaus lygmuo
Méginio matrica Balti kiausiniai | Rudi kiauSiniai Kiausiniy

(pagrindinis) milteliai
Operatorius A B

Ekstrakty laikymas 0 dieny 1 diena +4°C

KFE sorbentas Strata-X-C Oasis MCX
Ekstrakty iSgarinimo 35°C 45 °C

temperatura

3.13 lentelé

Standartiniy priedy koncentracijos atskiroms analitéms naudotos jteisinant
UESCh-MS/MS metoda

Analité Koncentracija, ug/kg
MNZOH 1,0 5,0 10 20
MHMNI 0,5 2,5 5,0 10
TNZ 0,1 0,5 1,0 2,0
MNZ 0,1 0,5 1,0 2,0
DMZ 1,0 5,0 10 20
RNZ 0,5 2,5 5,0 10
IPZOH 0,1 0,5 1,0 2,0
IPZ 0,1 0,5 1,0 2,0

3.29 pav. pavaizduotos kiauSinio méginio (a) ir kiauSinio méginio su
analic¢iu priedu (b) chromatogramos iSmatuotos UESCh-MS/MS metodu
optimizuotose salygose. Pagrindinis metodo privalumas lyginant su iki Siol
publikuotais metodais — Zymiai mazesné¢ (2-3 kartus) analizés trukmé ir

paprastesnis méginio paruo$imas bei galimybé nustatyti visas § analites.
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3.14 lentelé

Sprendimo ribos (CC,,), aptikimo gebos (CCp), pakartojamumo (SSN;, %),
atkuriamumo (SSNyg, %) ir teisingumo (iSgavos) ivertinimo rezultatai
nitroimidazolams ir ju metabolitams

Analité

CC, pg/kg

CCp pg/kg

SSN,, %*

SSNyr, %"

[$gava, %"

MNZOH
MHMNI
TNZ
MNZ
DMZ
RNZ
IPZOH
IPZ

2,62
1,25
0,22
0,30
2,37
1,03
0,21
0,19

429
1,77
0,32
0,44
3,39
1,42
0,30
0,26

15,3
11,5
11,6
16,3
11,8
9,1

10,3
8,4

20,9
11,8
13,2
17,3
11,9
11,2
11,1
9,0

100,6
95,2
94,6
98,7
100,6
96,9
93,0
96,2

* ISmatuota antrajai standartinio priedo koncentracijai (Zitr. 3.13 lentele)

3.29 pav. Kiausinio méginio (a) ir kiauS§inio méginio
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su anali¢iu priedu (b)

chromatogramos iSmatuotos UESCh-MS/MS metodu. Priedy koncentracijos:
IPZ, IPZOH, MNZ ir TNZ - 0,22 ng/kg; RNZ ir MHMNI — 1,1 pg/kg; DMZ ir
MNZOH - 2,2 ng/kg.
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3.4. Palyginamieji tyrimai ir LietuviSkos maisto produkcijos stebésena

ESCh/UESCh-MS/MS metody efektyvumas buvo papildomai jvertintas
dalyvaujant palyginamuosiuose tarplaboratoriniuose tyrimuose - analizuojant
paliudytasias pamatines medziagas su tiksliai Zinomomis analiCiy
koncentracijomis. CAP nustatymo palyginamieji tyrimai (organizatorius
AFSSA-Fougeres) buvo atlikti pieno matricai, kai kuriy SA (organizatorius
AFSSA-Fougeres) ir NIZ (organizatorius BVL-Berlin) — kiauSiniy matricai.
Metodo tinkamumo kriterijus - z-verté, kuri apskai¢iuojama:

R
- o)

z

X — nustatytoji verté; u — priskirtoji verté; o — priskirtajai vertei apskai¢iuotas
rezultaty standartinis nuokrypis. Priklausomai nuo gautam rezultatui
apskaiciuotos z-vertés, analizés rezultatas vertinamas:

|z|<2 — geras rezultatas.

2>|z|>3 — patenkinamas rezultatas.

|z]>3 - nepatenkinamas rezultatas.

3.15, 3.16 ir 3.17 lentelése pateikti palyginamuyjy tarplaboratoriniy tyrimy
rezultatai. Matome, kad visi CAP nustatymo piene ir NIZ nustatymo
kiauSiniuose rezultatai priskirtini geriems. I$ penkiy sulfonamidy nustatymo
rezultaty trys — geri ir du — patenkinami. Tai dar karta patvirtina, kad Siame
darbe optimizuoti antibiotiky iSskyrimo i§ méginiy ir ju nustatymo metodai
puikiai tenkina tokiems metodams keliamus efektyvumo reikalavimus.

Metodai buvo jdiegti Nacionalingje veterinarijos laboratorijoje (dabar
Nacionalinis maisto ir veterinarijos rizikos vertinimo institutas) ir naudojami
lietuvisky maisto produkty uzterStumo kontrolei. ISsamiausi stebésenos tyrimai
buvo atlikti chloramfenikoliui. 3.30 pav. pateiktos CAP stebésenos Lietuvoje
gaminamuose pieno produktuose 2005-2008 m. atlikty tyrimy ir teigiamy
(uzterSty chloramfenikoliu) méginiy diagramos. Lyginant tirty méginiy ir
teigiamy méginiy santykius matoma akivaizdi uzterSty CAP méginiy mazéjimo

tendencija: uZzterS§ty méginiy santykinis kiekis sumazéjo nuo mazdaug 22%
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2005 m. iki 3 % 2008 m. Tai liudija, kad nuolatiné¢ maisto produkcijos kontrolé
duoda teigiama efekta.

Nustatyti chloramafenikolio kiekiai vidutiniskai svyruoja nuo 0,05 — 0,2
ug/kg piene ir 0,2 — 0,5 ug/kg pieno miltelivose ir kituose produktuose.

DidZiausia nustatyta koncentracija piene — 80 pg/kg. Sis atvejas neabejotinai

yra specialaus chloramfenikolio pridéjimo i piena pavyzdys.

3.15 lentelé
CAP nustatymo piene palyginamyjy tyrimy rezultatai
Meéginys Priskirtoji verte, ug/l Nustatytos vertés, Z - verté
pg/l
la 0,191+0,031 0,170; 0,170 -0,39
1b 0,191+0,031 0,170; 0,180 -0,50
2 0,484+0,064 0,470; 0,440 -0,27
3 0,000 0,000
3.16 lentelé
Kai kuriy SA nustatymo kiauSiniuose palyginamyjy tyrimy rezultatai
Meéginys/analités | Priskirtoji verté, | Nustatytos vertes, |z| — verte
ng/kg ng/kg
la,b/SMZ 31,6+£2,2 35;33(a); 0,43(a);
32;35(b) 0,31(b)
2/SDZ 20,6+2,0 31;34 2,49
3/SDZ;SDM 23,2+1,9 SDZ 37,40 SDZ 2,84 SDZ
57,0+£2,4 SDM 55; 60 SDM 0,04 SDM
4a,b 0,000 0,000

3.31 pav. pavaizduotas 2005 m. tirty neigiamy/teigiamy chloramfenikoliui
pieno produkty méginiy pasiskirstymas ménesiais. Labai panaSi tendencija
kartojasi kiekvienais metais. Nuo birzelio iki gruodzio mén. pieno produkcijos
gamyba jprastai suintensyvéja, taCiau teigiamy méginiy skaiCius Zenkliai
padidéja tik rugpjicio-lapkri¢io mén. Tai galima biity paaiskinti tuo, kad
artéjant Saltajam  periodui imasi  nesankcionuotos

galvijy augintojai
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veterinarinés profilaktikos, o gamintojai siekia realizuoti kuo daugiau savo

produkcijos ir, tokiu budu, sékmingai uzbaigti komercines sutartis. Tai skatina

juos realizuoti ir nekokybiska produkcija.

3.17 lentelé

Kai kuriy NIZ nustatymo kiauSiniuose palyginamyjy tyrimy rezultatai

Meéginys/anali | Priskirtoji verté, | Nustatytos vertés, |z| — verté
tés ug/kg ng/kg
la;b/DMZ, 2,98 DMZ 3.221(a); 3,303(b) | 0,324(a); 0,207(b)
RNZ, 16,213 HMMNI 16,989(a); 0,200(a); 0,130(b)
HMMNI, 9,271 RNZ 16,733(b) 0,229(a); 0,283(b)
MNZ, 9,611 MNZ 8,931(a); 8,904(b) | 0,337(a); 0,457(b)
MNZOH, 8,716 MNZOH | 8,966(a); 8,913(b) | 0,517(a); 0,490(b)
IPZOH 14,497 IPZOH 10,994(a); 0,588(a); 0,310(b)
10,829(b)
16,698(a);
16,113(b)
2/HMMNI, 3,226 HMMNI 2,952 0,535
RNZ, MNZ, 1,799 RNZ 1,720 0,283
MNZOH, 1,831 MNZ 1,684 0,348
IPZOH 1,615 MNZOH 1,844 0,307
2,792 IPZOH 2,972 0,336
3/DMZ, 1,159 DMZ 1,189 0,122
HMMNI, 6,067 HMMNI 6,361 0,265
RNZ, MNZ, 3,516 RNZ 3,401 0,290
MNZOH, 3,482 MNZ 3,695 0,201
IPZOH 3,332 MNZOH 4,329 0,612
5,668 IPZOH 7,060 1,236
4 0,000 0,000

Sulfonamidy ir nitroimidazoly stebésenos tyrimai buvo pradéti Zymiai
véliau, todél ir tyrimy rezultatai negaustis. 2008 m. buvo atliktas SA
nustatymas 17-oje kiauSiniy ir 3-juose medaus méginiuose bei NIZ nustatymas
11-oje kiausiniy méginiy. Nei viename i§ tirty méginiy veterinariniy vaisty

liku¢iy nenustatyta.
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1.

ISVADOS

Istirtas ir optimizuotas efektyviosios skys¢iy chromatografijos-tandeminés
masiy spektrometrijos metodas chloramfenikolio nustatymui pieno
produktuose. Chloramfenikolio ekstrakcijai i$ pieno méginiy palyginus du
tirpiklius (dietileteri ir etilacetata) nustatyta, kad ekstrahuojant etilacetatu,
CAP iSekstrahuojamas efektyviau: absoliucios iSgavos sieckia 38%
ekstrahuojant dietilo eteriu ir 53% ekstrahuojant etilacetatu. Optimalus
tirpiklis méginiy valymui — anglies tetrachlorido/heksano misinys (1:1 v/v).
Ivertinus metodo atrankuma kitiems veterinariniams vaistams, kalibracinés
kreivés tiesiSkuma, sprendimo riba, aptikimo geba, teisinguma ir glauduma
nustatyta, kad metodas gerai tenkina ES reikalavimus, keliamus
veterinariniy vaisty liku¢iy nustatymui maisto produktuose.

Optimizuotas ir palygintas sulfonamidy atskyrimas efektyviosios ir
ultraefektyviosios skys¢iu chromatografijos metodais. Nustatyta, kad
skruzdziy rugstis efektyviau uz acto riigsti jonizuoja analites ir tai salygoja
jautresnj ju detektavima. Naudojant judria faze tiek acetonitrilo, tiek ir
metanolio misSini su vandeniu daugelio anali¢iy smailiy simetriSkumas
nepakankamai geras. Smailiy simetriSkumas pageréja organine faze
naudojant acetonitrila su 5-10% v/v metanolio priedu. Nustatyta, kad
ultraefektyviosios skys¢iy chromatografijos metodas yra dvigubai
efektyvesnis, atrankesnis ir greitesnis.

Ekstrahuojant sulfonamidus etilacetatu i§ kiauSinio méginiy susidaro
emulsija, o dalies anali¢iy tirpumas dél protonizacijos sumazéja.
Acetonitrilas puikiai nusodina baltymus bei gerai tirpina ir protonizuotas
analites. Ekstrakty valymui kietafazés ekstrakcijos metodu istirtas naujas
sorbentas Strata-X, pasiZymintis misria (hidrofobine , n-n ir vandenilinio
ry$io) saveika su analitémis. Atrankiausiai sulfonamidai adsorbuojami i$
truput] partigStinty (pH<6) tirpaly. Desorbcijai palyginus metanolj ir
acetonitrila nustatyta, kad efektyviau, t.y. mazesniu tirpiklio tlriu, analites

desorbuoja acetonitrilas.
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4. lIvertinus ESCh ir UESCh metody analizines charakteristikas nustatyta, kad
visoms analitéms, iSskyrus sulfacetamido nustatyma ESCh metodu ir
sulfabenzamido nustatyma abiem metodais, gaunamos ES reikalavimus
tenkinancios iSgavos (80—110%). Nustatymo jautris taip pat panasus abiems
metodams. Beveik visoms analittms UESCh rezultaty santykiniai
standartiniai nuokrypiai buvo zymiai mazesni. Geresni UESCh metodo
glauduma salygoja geresné smailiy forma bei greitesnis atskyrimas.

5. Nitroimidazoly ir ju metabolity nustatymui kiauSiniuose optimizuotas
UESCh-MS/MS metodas. Nustatyta, kad nitroimidazolai puikiai
ekstrahuojasi i$ kiauSinio matricos vandeniu su trichloracto rugsties priedu
(=1%). Ekstrahuojant vandeniniu tirpalu visiskai nereikalingas papildomas
ekstrakty nuriebalinimas (lipidai netirpsta vandenyje) bei ekstrakty
nugarinimas ir pertirpinimas vandeninéje judrioje fazéje. Tai zenkliai
pagreitina ir supaprastina méginio paruo$imo analizei procediira.

6. Nitroimidazoly ekstrakty valymui kietafazés ekstrakcijos biidu istirtas
misSrus polimerinis sorbentas Strata-X-C, pasizymintis ir atvirk§¢iy faziy
adsorbcinémis ir katijony mainy savybémis. Maksimalios anali¢iy i§gavos
bei gryniausi méginiai gauti valant maziau pariig§tintus (pH 5) ekstraktus.
Nitroimidazoly desorbcijai palyginus du misinius
(trietilaminas/vanduo/acetonitrilas  ir  trietilaminas/vanduo/etilacetatas
(2,0:3,0:95, v/v)) nustatyta, kad trietilamino/vandens/etilacetato miSiniu
analités desorbuojamos efektyviau. Kai trietilamino koncentracija
desorbuojanciame tirpiklyje siekia >2%, pasickiamas maksimalus
desorbcijos efektyvumas.

7. lvertinus UESCh-MS/MS metodo analizines charakteristikas nustatyta, kad
visoms analittms gaunami ES reikalavimus tenkinantys iSgavuy (93,0—
100,6%), pakartojamumo (SSN,;<15,3%) ir atkuriamumo (SSNyr <20,9%)
rezultatai. Pagrindinis metodo privalumas lyginant su iki Siol publikuotais
metodais — Zymiai mazesné (2-3 kartus) analizés trukmé ir paprastesnis

meéginio paruosimas.
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8. Palyginamuyjy tarplaboratoriniy tyrimy rezultatai parod¢, kad Siame darbe
optimizuoti antibiotiky iSskyrimo i§ méginiy ir jy nustatymo metodai
puikiai tenkina tokiems metodams keliamus efektyvumo reikalavimus.
Metodai iteisinti Nacionaliniame maisto ir veterinarijos rizikos vertinimo
institute ir sékmingai pritaikyti veterinariniy vaisty likuéiy stebésenai

Lietuvoje gaminamuose maisto produktuose.
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