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ABSTRACT

Analysis of veterinary drugs residues using masspectrometric methods. Bartkeviés V..
supervisors Dr.chem.J.(iibietis, Dissertation. 65 pages, bibliography 55 citations. In Latvian.

VETERINARY DRUGS., GAS CHROMATOGRAPHY, HIGH PERFORMANCE
LIQUID CHROMATOGRAPHY, MASS SPECTROMETRY, LEVAMIZOLE, STEROID
SUBSTANCES, ANTIBIOTICS, NSAID GROUP COMPOUNDS.

This dissertation is dealing with determination of veterinary drug residues using
masspectrometric methods. Survey of publications dealing with analysis of levamisole, non-
steroid anti-inflammatory drugs, steroid compounds and sulphonamides was performed.
Masspectrometric methods for determination of residues of 33 different compounds are
elaborated. Mass spectra of veterinary drugs in different ionisation modes (EI, PCI, NCI,
electrospray) are given and possible fragmentation patterns are described. Optimisation of
analytical methods for detection of veterinary drug residues is performed. Account was made
on achieving highest sensitivity level of analysis and possibilities to apply elaborated methods
for determination of wide range of compounds. Main characteristics of GC-MS and LC-MS-
MS methods (linearity, reproducibility and recovery) have been checked. Elaborated methods
have been applied for residue testing of Latvian animal origin products. Results show low

level of occurrence of veterinary drug residues.
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PEOEPAT

Onpegenexne  OCTATOYHbIX — KONMYECTB  BETEPHHAPHBLIX  MPENapartoB  METOLOMH
maccnekrtpomerpud. B.baprkesuy. Hayunbit pykosoautenb ap.xum.H.I'mbGuernc, [Iucceprauns.
65 crpanul, 55 auTepaTypHbIX ccbl1OK. Ha narbiickom asbike.

OCTATKH BETEPHUHAPHLIX ITPEIIAPATOB, T'A3OBAA W KHU/IKOCTHAA
XPOMATOI'PA®USA - MACCIIEKTPOMETPUS, JIEBAMH30/1, N'OPMOHAJIbHBIE
[TPEITAPATBI, AHTUBUOTHUKH, HECTEPOWJIHBIE TTPOTHUBOBOCIIAJIMTE/IbHbIE
JIEKAPCTBA

Iluccepraums nocesweHa pa3paboTKe METOA0B ONpee/eH sl OCTATOUHBIX KOJAHYECTB
BETEPHHAPHBLIX MpenaparoB merofaMmu maccnekrpomerpuu. [lposeaén oG3op nyGavkauui,
MOCBALLEHHBLIX ONPENesIeHHI0 OCTaTKOB JIEBAMH30/1a, TOPMOHABHBIX TPENapaTos, HECTEPOHIHbIX
MPOTHBOBOCTIA/IMTENbHbBIX JIEKAPCTB M CYIb(PaHHIAMHKIOB B pasiHuHbIX MaTpHuax. Paspaboransl
XpOMATO-MacC-CNEKTPOMETPHYUECKHE  MeTOAbl [U1s  ONpefeneHus OCTaTKOB 33 paiiuumbix
npenaparo. CHATbI ¥ 00CYXKIAEHbI MACCNEKTPbl BETEPHHAPHLIX MPEenaparoB ¢ padiHUHbIMKU
MeTofaMu HoHM3auuK. llpernoxena BO3MOXKHAas cxeMa parMeHTalnl MCCeIyeMblX BELIeCTB.
[IpoBeieHa ONTHMM3AlMA  OCHOBHBIX MapaMeTpoB MeTofa /sl OnpefeleHus OCTaTKOB
BETEPHHApHBLIX  BewlecTs.  OCHOBHOE  BHHMAHWE  YAEIEHO  [IOCTHXKEHHIO  BBICOKOH
YYBCTBHTEILHOCTH MeETOIa M BO3MOXHOCTH HCMNOAL30BAHMA  MeTola Ul aHaiMs3a 1o
BOIMOXKHOCTH ~ Gonbluero  uyueaa  npepaparo.  [IposepeHbl  OCHOBHBIC — aHATUTHUYECKHE
XAPAKTEPHCTHKH MaccnekTpomerpuyeckux MeronoB. PaipaGotanHble MeTOIbl MCNOIbL30BaHbI
s KOHTponsi B JIaTBHM  OCTATKOB BETEPHHAPHBLIX BEILECTB B NPOAYKTAX KHMBOTHOTO

MPOHCXOXKISHHS.


http://jj.HCcerjrau.HJi
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IEVADS

Problémas aktualitate

Masdienu lauksaimnieciba razoSanas efektivitates paaugstinasanai plasi tiek lietoti
dazadi veterinarie preparati - dazadu slimibu arstéSanai, dzivnieku svara pieauguma
uzlabo$anai, nomierindsanai transport&3anas laika utt. Sakard ar veterindro zilu izmantoSanu,
to atliekas tiek atrastas ar dzivnieku izcelsmes partikas produktos un var izsaukt negativas
reakcijas cilvéka organisma. P&dgjos gados ir novErojama pastiprinata sabiedribas interese par
partikas nekaitigumu, tapéc ir nepieciesams kontrol&t zalu atlieku koncentraciju tados partikas
produktos ka piens, gala, galas izstradajumi, zivis. Veterindro zalu atlieku kontroles
nepiecieSamiba ir noteikta vairakos Eiropas Savienibas un Latvijas likumdo3anas aktos.

Viens no svarigikiem kontroles efektivitites priekSnosacijumiem ir precizu, atru un
jutigu analizes metoZu izmantosana. Lidzas veterinaro zalu atlieku noteiksanas metodém ir
nepiecieSami arT farmakokiné&tiskie pétfjumi, medikamentu metabolisma noteikSana un
veterinaro prepardtu tiribas pdrbaude. P&dEjos gados ir nov@rojama strauja attistiba
masspektrometrijas analizu jomad. To nosaka iespgja veikt analizes ar lielaku jutibu un
vienlaicigi ieglt informiciju par vielas struktiru, tadéjadi apstiprinot preparata klatbiitni
paraugd. Nemot vérd masspektrometrisko metozu selektivitati, ir iespjams vienkarSot
paraugu sagatavoSanu, jo nav nepieciesama daudzu traucgjoso vielu atdaliSana. V@l viena
masspektrometrijas analizu metozu priekSrociba ir iesp&ja pielietot tas plasam kimisko
savienojumu spektram. Lidz ar to ir iesp&jams izstridat metodes, kas vienlaicigi Jauj noteikt

vairikus savienojumus.

Promocijas darba mérkis

Promocijas darba mérkis ir jaunu analitisko metozu izstrade veterinaro zalu atlieku
analiz€ém, kam, salidzinajuma ar literatfira aprakstitam metodém, batu vairikas prieksrocibas:

e zemaka noteikSanas robeza;

* vienkar$aka paraugu sagatavosanas procedira:

e iesp&ja izmantot metodi p&c iesp&jas vairdku veterindaro zalu atlieku noteik3anai;

e biitu iesp&jams izmantot izstradatds metodes savienojumu klatbltnes pieradidanai

atbilsto$i oficidlam prasibam.

Nemot véra veterindro preparitu zemo koncentrdciju un nepieciesamibu péc vielas

identificésanas, tika izvéléta gazu hromatografijas - masspektrometrijas (GH-MS) un

Skidruma hromatografijas - wiskdrsa kvadrupola masspektrometrijas (AESH-MS-MS)



metodes. Lai palielinatu analizes juttbu un uzlabotu selektivitati, p&tijumos ir pielietota gazu

hromatogrifija - masspektrometrija ar pozitivo un negativo kimisko jonizaciju.

Zinatniska novitate un pétijumu praktiska nozime

Saja darba ir piedavati vairaki jaunindjumi, kas iepriek$ netika aprakstiti zinatniskaja
literataira:

1) pirmo reizi aprakstita levamizola noteikSanas metode ar giazu hromatografijas —
masspektrometrijas metodi pozitivas kimiskds jonizacijas rezimd un Skidruma
hromatografiju — tandéma masspektrometriju elektroizsmidzinasanas rezima [1]:

2) pirmo reizi piedavata hormonidlo savienojumu noteiksanas metode, kas, izmantojot
unificétu paraugu sagatavosanas shému. var vienlaicigi noteikt stilbénu,
steroidu un rezorcinskabes laktonu atliekas dzivnieku izcelsmes produkcija [2]:

3) pirmo reizi izstrddata gdzu hromatogrifijas - masspektrometrijas metode
nesteroido  pretiekaisuma  lidzek|u (fenilbutazols, ketoproféns, naproksens,
fenoproféns un diklofenaks) atlieku noteiksanai gala [3.4];

4) pirmo reizi izstradata Skidruma hromatografijas — tandéma masspektrometrijas
metode, kas |auj vienlaicigi noteikt trimetoprimu, sulfanilamidu un nitroimidazolu
grupas preparatus [5];

5) veterindro preparatu atliecku noteikSanai pielietotas shémas ir izmantotas fentanila
farmakokin@tikas p&tijumiem [6];

6) pirmo reizi gelfiltricijas hromatografija tika izmantota unificétai paraugu
sagatavosanai levamizola, fenilbutazona, steroidu un sulfanilamidu atlieku
noteikSanas analizé.

Kopuma 3ajd darbd ir izstradatas metodes 33 savienojumu noteikSanai. Tie parstav
dazadas veterindro savienojumu grupas: antibiotikas, pretparazitiros prepardtus, augsanas
stimulatorus, nesteroidos pretiekaisuma lidzek|us.

Izstradajot metodes, lielakd vériba tika pievérsta metozu jutibai un  vielu

identificB3anas iesp&jai. Tika parbaudita ari citi metozu parametri - precizitdte, linearitate,
atgistamiba. Tika piedavatas savienojumu fragmentacijas sh&mas un noteiktas ari masspektra

raksturTgo m/z Iniju attiecibas, kas ir svarigs raditdjs vielas identitates apstiprinasanai.

|



Promocijas darba aprobacija

Izstradatas metodes tika izmantotas Valsts veterindro zau atlieku uzraudzibas
programmas ietvaros. Lidz ar to promocijas darba laika tika iegfita plasa informacija par
dzivnieku izcelsmes produktu nekaitigumu un veterindro prepardtu Kklatbatni Latvijas
produktos.

Darbs tika izstradits Valsts Veterinarmedicinas diagnostikas centra Partikas kontroles
laboratorija un Latvijas Universitites Kimijas fakultates Analitiskas kimijas katedrd. Darba
rezultati tika izklastiti piecds publikacijas [1-3, 5, 6] un zinoti divas zinatniskas konferencés

(11 Pasaules latvieSu zinatnieku kongresa un Euroresidue V Konferencg).



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Veterinarie preparati un to noteikSanas metodes

Nemot véra veterinaro preparatu daudzveidibu (paslaik Latvija ir noteikti ierobezojumi
vairdk ka 200 zd|u lietosanai veterinarmedicind), to atlieku noteik$anas metozu izstradei ir
izvel&ti savienojumi ar atSkirigam kimiskam Tpasibam, kas parstav dazadas preparatu grupas.
Levamizola molekulai piemit baziskas ipaSibas un tas parstav antihelmintu preparatu grupu.
Nesteroido pretiekaisuma Iidzek|u molekuldam piemit organisko skadbju TpaSibas. Savukart
sulfanilamidi uzrada amfotéras TpaSibas un tie parstav antimikrobidlo preparatu grupu.
Izstraddjot noteik$anas metodes citiem savienojumiem, ir iesp&jams izmantot Saja darba

piedavatas shémas, vadoties no preparata kimiskam TpaStbam.

1.1.1. Levamizols un to atlieku noteikSanas metodes

Veterinaraja medicina plasi tiek lietoti antihelmintu preparati. Parsvara Sim vielam ir
raksturiga selektiva iedarbiba pret helmintiem un nosaciti tas var iedalit antitrematozu,
antinematozu vai anticistozu preparatos. Visplasak veterinarija pielieto imidazolu

atvasinajumu grupas preparatus. Raksturigikais §1s grupas parstavis ir levamizols 1 [7. 8, 9].

Levamizols ir labi Gdent $kistoss savienojums, kuru lieto ne tikai ordli, bet arT injekciju
veidd intramuskulari. To izmanto nematozu apkarodanai liellopiem, aitim, kazam, cikim,
suniem, kakiem un vistam.

Levamizola iedarbibas mehanisms pamatojas uz tiesu holinergisku iedarbibu. Lielas
devas iedarbiba pastiprinds, jo tiek inhib@a acetilholinesterdze. Parazitiem tiek novérota
spazmatiska paralize. Saimnieka organisma levamizols izsauc blakuspariddibas, kas ir lidzigas
nikotina iedarbibai, ITdz pat neiromuskularai blokadei. Nov&rots, ka levamizolam piemit
imunostimulgjoda iedarbiba.

Levamizolam piemit plasa spektra antihelmintd iedarbiba. Novérots, ka vielai ir
raksturigas ierobezotas spgjas cina pret parazitu kipuru stadijam. Daziem helmintu veidiem ir
novErota paaugstinata izturiba pret So prepardtu. Dozacija: injicCjot intravenozi vai zem adas -

3 mg/kg, ordli - 7,5 mg/kg, zilu uzl&uma forma -10 mg/kg.



Levamizolam, at3kiriba no benzimidazola rindas savienojumiem, ir raksturiga atra
antiparazitara iedarbiba. ledarbibas maksimums ir novérots dazas stundas péc preparata
ievadisanas. ledarbibas intensitate ir apgriezti proporciondla laikam. Levamizola iedarbiba ir
sam@ra neilga. Péc tam levamizols metabolizéjas un izvadas no organisma. P&c 24 stundam
90% no ievaditas prepardta devas pariet urina. Pusparvérsanas laiks ir 4 stundas. Suniem
smagas saindéSand pazimes novérotas péc 12 mg/kg levamizolas ievadiSanas. Letdla deva
atkartbd no organisma stavokla ir 45-80 mg/kg kermena svara. Blakusparadibas ir ITdzigas
intoksikdcijam ar nikotinu: nemiers, muskulu tremors, caureja, atminas zudumi.

P&c levamizola ievadisanas ir nepiecieSams 3 dienu intervals pirms var lietot dzivnieka
pienu un 8§ dienas - galu. ASV ir aizliegts lietot levamizolu govim laktacijas perioda [10].
Eiropas Savientbas valstis ir uzstadita maksimali pielaujamad@ norma levamizola saturam

dzivnieku izcelsmes partikas produkcija 100 ng/kg [11].

Pastav vairakas metodes levamizola noteikSanai dazadas matricas. Levamizola thribu
veterindrajas zalés iesp&jams noteikt ar titrésanu vai ar planslana hromatografiju [12, 13, 14].
Veterindro zalu kvalitates kontrolei pielieto arT spektrofotometrijas metodes [15]. Sts metodes
pielieto, ja levamizola koncentracija ir liela un ir |oti maz traucgjoso vielu.

Levamizola analizém sarezgitdas matricds izmanto hromatografiskds metodes vai
polarografiju. Pirms noteiksanas ar gazu vai Skidruma hromatografiju paraugu nepiecieSams
attiit no traucgjosam vielam. Parauga sagatavoSanai galvenokart izmanto ekstrakciju ar
etilacetatu vai hloroformu sarmaina skiduma. Ekstrakta attirisanai lieto:

o Skidruma - Skidruma ekstrakciju [11, 16, 17]. ST attiriSanas metode pamatojas uz
levamizola kimiskajam Tpasitbam. Skaba vidé levamizols protongjas un viegli Skist Gdeni.
Sarmainos $kidumos levamizols atrodas molekulara forma un 3kidiba ir lielaka organiskos
skidinatajos. Izmantojot pH izmainas un vielu dazado Skidibu, ir iesp&jams iegit |oti tiru
ekstraktu talakai analizei. Metodes triikums ir liela darbietilpiba un liels reagentu pat@rins.

» cietdas fazes ckstrakciju ar C18 kolonnas [18]. Levamizolu ekstrah@ C18 kolonnds no
sarmaina Skiduma (pH=11,0-11,2). Elu€ ar etilacetatu, kas piesatinats ar tideni. Metode ir
atra un |auj efektivi atdalit trauc@josis vielas.

» Skidruma hromatografiju [19]. Atra un efektiva metode, kas var tikt automatizéta.
NepiecieSamiba izmantot skidruma hromatogrdfu gan parauga sagatavosanai, gan analizei
palielina analizes izmaksas un sarezgitibu,

Péc ekstrakta attirisanas levamizola noteiksanai visbiezak izmanto Skidruma
hromatografiju [10], gazu hromatografiju ar slapekla - fosfora detektoru [17, 18], gazu
hromatografiju ar masspektrometrisko detektoru [11].
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Skidruma hromatografiju parsvard veic ar CI8 vai C8 kolonnu, par kustigo fazi
izmantojot CH;OH/H,0/CH3;COOH maistjumu (30/69/1 tilpuma procenti), vai CH;CN /0.1M
(NH4)>CO; (65/35) maisijumu [19]. Izmanto arT jonu paru Skidruma hromatografiju. Saja
gadTjuma pielieto kustigo fazi ar sekojosu sastavu: 0,2% etikskabes Skidums GidenT - metanols
- heptansulfonskabe (55:45:2) [20]. Analiz&jot levamizola saturu piena ar Extrelut kolonnas
ekstrakciju un Skidruma hromatografiju, minimala nosakama levamizola koncentracija ir 20-
50 pg/l [10]. Gazu hromatografijai izmanto nepolaras kolonnas DB1 vai DB5 un nes€jgazi
héliju. Izmantojot termojonu detektoru, var panakt jutibu 5 pg levamizola / kg parauga. [21].
Literat@ira ir dati par minimalo nosakamo levamizola koncentraciju | pg / L piena [17]. Bet
§ada augsta jutiba panakta ar lielu iesvaru un ilgstosu, darbietilpigu parauga attiriSanu. Darba
autori izmantoja Cetras parejas starp organiskiem skidinatajiem un tdens fazi. Metode prasa
lielus reagentu daudzumus (vienam paraugam - 300 ml etilacetata, 200 ml cikloheksana un
100 ml dihlormetana), kas palielina metodes izmaksas. Bez tam, sakard ar sarezgitu parauga
sagatavosanas procediiru, palielinas ar levamizola zudumu vai piesarnojuma iespgjas.

LiteratGra aprakstita levamizola noteik$anas metode ar superkritisko Skidruma
hromatogrifiju - masspektrometriju [22]. Saji metodé par eluentu izmanto $kidru CO; ar
metanola vai izopropanola piedevam. Levamizola analize uz skabam nekustigam fazém (-CN,
ODS2) nav iespgjama, jo ir nov@érojama prepardta absorbcija uz tdm. Darbam izmanto
kolonnas pildijumus ar -NH; grupam. Sada sistéma var sadalit Eetrus veterinarus preparatus -
levamizolu, linkomicinu, hloramfenikolu un furazolidonu. Detektora izvéli ietekmé tas, ka
linkomicina un furazolidona hromoforam grupam ir zema gaismas absorbcija. Tapéc UV
detektora vieta ir nepiecieSsams izmantot masspektrometrisko detektoru. Darba ir izmantotas
veterindro prepardtu standartvielas un publikacija nav apskatita levamizola ekstrakcijas un
ekstrakta attiriSanas proceddiras. Tapéc ir griti spriest par $Ts metodes izmanto3anas iespgjam
levamizola analizém dzivnieku izcelsmes produktos. Publikacija nav sniegta informacija par
metodes atkartojamibu un jutibu. Literattird tika piedavata arT Skidruma hromatografija —
masspektrometrijas metode atmosféras spiediena Kimiskas jonizacijas rezimd [16]. Metodes
noteikSanas robeza ir 2 -4 ng/kg.

Apskatitaja  zinatniskaja literatira nav piedaviata gazu  hromatogrifijas -
masspektrometrijas metode pozitivas kimiskas jonizacijas rezima un skidruma hromatografijas
— tand@ma masspektrometrijas metode elektroizsmidzinasanas rezima, kas spgj batiski uzlabot
noteikSanas robezu. Tapat nav aprakstita iesp&ja paraugu sagatavoSanai piclietot gelfiltracijas

hromatografiju, kas |auj vienkarSot un unificét paraugu sagatavosanas procediras.



1.1.2. Sulfanilamidu un nitroimidazolu grupas prepariti un to noteik§anas metodes

Sulfanilamidu prepariti ir daudzi organiskie savienojumi, kuriem piemit arstnieciskas
Tpasibas. Sulfanilamtdi ir baltas vat viegli krasainas knstaliskas vielas, dazkart ar riigiu gardu,
ar dazadam kusanas temperaturam. Daudzi savienojumi gruti Skist ddeni, bet vieglak
organiskos 3kidinatajos (acetons, spirti). Sulfanilamidiem ir raksturigas amfotéras Tpasibas.
Aromatiskai NH; grupai piemit bazisks raksturs un ar minerdlskabém a veido Gdeni 3KistoSus
salu.

Sulfanilamidus izmanto humanaja medicina, ki antibaktenialus Idzek|us ar Kimiski -
terapeitisku efektu [22]. Preparatus pielielo pneimonijas, anginas, meningitu, rozes. zarnu
infekciju saslim3anas gadijumos. Sulfanilamidu terapeitisko efektivitati 1932.pada atklaja
(.[Domaks. Tagad sintezeti un izpétiti vairak ka 6000 preparati no $1s grupas, bet mediciniska
praksé izmanto aptuveni 20 preparatus. Sulfanilamidus biezi izmanto ka piedevas dzivnieku
bartbai. Veterinarmedicing sulfanilamidus izmanto zarnu infekciju un citv slimibu arst&5anai.
Sulfanilamidu atlickas var noklat partika ar dzivnieku izcelsmes produktiem (gala, piens) un
apdraudét cilveku veseltbu, Ipasi bistams ir sulfadimidins, jo tam piemit kancerogéna
iedarbiba. Pec sulfanilamidu izmanto$anas dzivimeku arstésanai Sie preparati un to metabolit
koncentrgjas galvenokart aknas un nierés. Muskulaudos un ura $o vielu koncentracija ir
zemaka,

Saskand ar Ministru kabineta noteikumiem Nr. 149 (01.04.2003.), visu sultanilamidu
grupas savienojumu kopeéjais atlieku daudzums produkavoe dzivnicku audos (muskulatiira,
aknas, nictes, lauki} un piend nedrikst parsniegt 100 pp/kg. Nitreimidazelu grupas prepardtu
athiekas dzivnieku izeelsmes produkeiid nav pielaujama.

Zinaniskaja literattied ir piedavatt vairaki varianti sulfanilamrdu noteik3ana dzisvnicku
izcelsmes produkeija. Preparitu ekstrakeijai no parauga izmanto etilacetatn [24, 25, 26],
acetonitrilu | 27]. dihlormetinu [28). Paraugu awiriSanat no raucéjosam vielam izmanto cietas
lazes cksirakciju uz CI18 sorbenta (28], NHa: sorbenta |24] vai silikagela [29], Ir piedavat
dazidi varnianti sulfanilamidu detekidsanai. Sulfanilamidu koncentracijas novéneésanai var
mantol imunolermentativo metodi vai planslana hromatograliju  [30]. Mikrobiologiska
metode sulfznilamidu noteiksanai nav pielietojama, jo anahzes jutiba nayv pietiekosa |11].
Augst efektrvas skidruma hromatografijas metodes jutiba iv 10-130 pe/ke [31, 32, 33, 34},
gazu hromatografijas — masspektromctrijas metodes jutiba ir 25-50 pg/ke [27]. Nemot véra
nepieciesamibu pirms mériSanas ar pizu hromatogritu — masspektrometru veikt sultanilamidu
savienojumu derivatiziciju, par optimdlzku metodi S0 preparitu noteiksanai var uzskattt

kidruma hromatografiju — masspektrometrijas metodi | 26. 27. 35,



Nitroimidazolu grupas savienojumu noteikSanai literatira ir aprakstita gazu
hromatografijas — masspektrometrijas metode [36]. Viena preparata no nitroimidazolu grupas
(dimetridazols) atlieku noteik$anai piedavata ari 3Skidruma  hromatografijas —
masspektrometrijas metode [37].

Neskatoties uz témas izklastu vairakas publikacijas, pieejama literatiira nav sastopama
iespéja veikt paraugu sagatavosanu, izmantojot gelfiltracijas hromatografijas metodi. Nav
piedavats arT variants veikt paraugu sagatavosanu un detektéSanu, lai vienlaicigi varétu noteikt

sulfanilamidu un nitroimidazolu saturu.

1.1.3. Nesteroidie pretiekaisuma Itdzekli un to atlieku noteikSanas metodes

Nesteroidie pretickaisuma lidzek]i ir plasa veterindaro preparatu grupa, kas apvieno
vairakas kimisko vielu klases [23]. Saja pétljumad ir izstraddtas metodes propionskabes
atvasindjumu  (naprokséns, fenoproféns, ketoproténs), feniletikskabes atvasindjuma
(diklofenaks) un pirazolona atvasindjuma (fenilbutazons) noteikSanai. Visiem nesteroidiem
pretickaisuma Iidzek|iem piemit pretsapju, pretdrudza, pretiekaisuma un pretreimatiska
darbiba. Saskapd ar literatiras datiem, 93% no veterindararstiem izmanto nesteroidos
pretiekaisuma lidzek|us dzivnieku arstésanai, turklat 60% no arstiem izmanto Sos preparatus
biezak neka vienu reizi nede|a.

Fenilbutazons péc farmakologiskam Tpastbam ir Iidzigs analginam, bet aktivitates zina
stipri parsp&j to. Tam ir nosaciti atraka un ilgsto3aka darbiba. Sakara ar izteikto pretiekaisuma
un pretreimatisma aktivitati, fenilbutazonu lieto reimatisma un dazadu poliartrita formu
arst@Sand. Pretickaisuma darbibas zina fenilbutazons parspé arT acetilsalicilskabi.
Fenilbutazons ir loti toksisks, tas kairina gremoSanas trakta glotadu, izraisa sliktu dasu,
vem3anu, sapes véderd. llgstosi lictojot, var izveidoties kunga vai divpadsmitpirkstu zarnas
¢ila.

Propionskdbes atvasindgjumu grupas preparatiem ir izteikta pretickaisuma darbiba, ka
ar praksé izmantojama pretsapju un pretdrudZa darbiba. So prepardtu galvena priek3rociba ir
ta, ka tiem ir laba panesamiba, salidzino$i reti izraisa blakusparadibas. Naprokséns no
pargjiem §is grupas preparatiem atskiras ar to, ka tam ir vairik izteikta pretsapju darbiba un to
efekts ir ilgstosaks.

Diklofenaks analg@tiskas un pretickaisuma darbibas zina parspé) acetilsalicilskabi,
fenilbutazonu un ibuprofénu. Diklofenaku lieto arT nereimatiskas dabas iekaisumu un akitu
sapju gadijumos. Diklofenaku parasti panes labi, bet reizém (20% cilvéku) var bit traucgjumi

gremodanas trakta darbiba (vems3ana, caurejas, atraugas, sapes véderd), ka arT galvassapes.
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reibonis, bezmiegs, redzes, dzirdes un jusanas trauc€jumi, adas alergiskas reakcijas, bronhialas

astmas I€kme un pat Soks.

Nesterotdo pretiekaisuma Iidzek|u noteikS8anas metodes visbiezak tiek izmantotas sporta
zirgu dopinga kontrolei [38], produktivo dzivnieku parbaudei [39] vai atlieku noteikSanai
notekiidenos [40].

Analizei izmanto Skidruma — Skidruma ekstrakciju no seruma paraugiem ar etilacetatu [41],
benzola — cikloheksana maisijumu (1:1) [42] vai cietds fazes ekstrakciju ar C18 kolonnam [39,
43). Ir aprakstita arT tie$d plazmas analize ar skidruma hromatografu p@c olbaltumvielu
izgulsn&Sanas ar acetonitrilu [44] vai ultrafiltraciju [45].

Savienojumu detekt@Sanai visbiezak tiek izmantota Skidruma hromatogriafijas metode ar
UV detektoru [39, 41, 42, 43] vai gazu hromatografijas — masspektrometrijas metode (46, 47].
Tomér aprakstito metozu jutiba nav pietieko$a, lai analizes varétu efektivi izmantot partikas
produktu kontrol&. Literatird ir norddes uz metozu jutibu no 25-50 ng/ml [41, 45] Iidz 500
ng/ml [43]. Bez tam visas literatiird aprakstitas metodes ir izstradatas nesteroido pretiekaisuma
lidzek|u noteik$anai plazma vai urina, kas satur mazak trauc@jo3o vielu salidzindjuma ar pienu
vai galu. Literatlira nav aprakstita arT veterindro prepardtu metilésanas procediira, izmantojot
trimetilsilildiazometanu, kas nodro$ina augstu iznakumu bez tiedas diazometana pielietosanas.
Nemot véra fenilbutazona toksiskumu un ta lieto3anas aizliegumu, ir nepiecieams izstradat un

leviest noteiksanas metodi ar jutibu vismaz 5 pg/kg.

1.1.4. Hormonilie prepariti un augSanas stimulatori. Noteik§anas metodes

Hormonalo savienojumu un augsanas stimulatoru grupas apvieno vairdkas kimisko
vielu klases. Saskapa ar klasifikaciju, kas ir aprakstita Eiropas Savienibas direktiva
96/23/EEC, sie savienojumi tiek iedaliti vairakas grupas:

e Al —stilbéni (heksestrols, dienostrols, dietilstilbestrols un citi);

e A2 —tircostati (2-tiouracils, 6-metil-2-tiouracils, 6-propil-2-tiouracils un citi);

e A3 — steroidi (|7a-metiltestosterons, zeranols, boldenons, nandrolons, estradiols,
testosterons, epitestosterons, progesterons, megestrola acetats,
medroksiprogesterona acetats, estriols, estrons, cis-androsterons,
hidroksiprogesterons un citi);

e A4 - zeranols;

e A5 - beta-agonisti (klenbuterols, salbutamols, mabuterols, cimaterols un citi).
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1970 lidz 1980 gadu sikumam Sie preparati plasi tika izmantoti
lauksaimniecTba. Tom@r 1985.gada Eiropas Savienibas direktiva 85/649 noteica aizliegumu
Al, A2, A4 un A5 grupas prepardtu lietodanai produktivajiem dzivnickiem. Tadgjadi, jebkurs
So vielu atlieku koncentriciju ITmenis liecina par dzivnieku izcelsmes produkcijas neatbilstibu

nekaitiguma kritérijiem. Lidz ar to svarigakie analitiskds metodes parametri ir noteik3anas

progesterons utt.) un sintétiskic preparati (nandrolons, boldenons, 17a-metiltestosterons).

Naturdlo sterotdu paaugstinats ltmenis var liecindt par aug3anas stimulatoru nelegilo



AugSanas stimulatoru grupas savienojumi pastiprina baribas vielu uznemSanu un
parvérSanu $inds un audos un olbaltumvielu sintézi. Tas izpauzas skeleta muskulu ieksgjo
organu un kaulaudu masas pieauguma. Vienlaicigi palielinas arm kermena kopgja masa.

Organisma tiek aizturéts kalcijs, slapeklis, kalijs, fosfors un sérs.

Zinatniskaja literattird ir piedavatas vairakas metodes hormondlo prepardtu un augsanas
stimulatoru noteik$anai [11]. Lielaka dala no metodém ir paredzé&ta tikai vienas savienojumu
grupas noteiksanai. Visbiezak hormondlo Iidzek|u atlieku analiz€m tiek izmantotas Sadas
metodes:

e imunofermentativa metode. Ir izstradati un pieejami vairaki komercidlie komplekti
Al, A3, A4 un A5 grupas savienojumu noteikSanai. Metodei piemit vairdkas
priekSrocibas; ta ir atra un jutiga. [zmantojot imunofermentativo metodi, ir iesp&jams
veikt liela paraugu skaita analizes. Metodes trikumi ir saistiti ar to, ka metode ir jutiga
tikai pret ierobezotu savienojumu skaitu, pozitivos paraugus ir nepiecieSams
apstiprinat, izmantojot instrumentalas metodes (hromatografiju, masspektrometriju);

o planslana hromatografijas metode. Lidz §im izmanto stilb&@nu grupas savienojumu,
19-nortestosterona, trenbolona, tireostatu noteikSanai. Nemot vérd stingras Eiropas
Savientbas direktivu prasibas pret metozu kvalitati, analizes pielietosanas sféra ir
ierobezota. Metodei ir raksturiga neliela selektivitate un jutiba, paraugu sagatavoSanas
procediiras ir |oti darbietilpigas:

e Skidruma hromatografijas metode. Metode ir pietiekami jutiga un selektiva. lzmanto
dazu savienojumu noteik3anai. Tomér, izmantojot UV vai fluorescences detektorus,
nav iesp&jams veikt savienojumu identifikaciju atbilstosi Eiropas Komisijas lémumam
2002/627/EC  [48]. Perspektiva ir Skidruma hromatografijas - tandéma
masspekirometrijas metodes (AESH-MS-MS) izmantoSana aizliegto preparitu
noteik3anai. Tom&r AESH-MS-MS jutiba bitiski samazinds, ja vienlaictgi ir
nepiecieSams analiz&t lidz pat 20 savienojumus, tatad, izmantojot 40 MRM kanalus.
Bez tam metodes ievieSanu kavé lielas aparatiiras izmaksas:

* gazu hromatografijas — masspektrometrijas metode [49]. Metode ir jutiga un
selektiva. IzvEloties katram savienojumam c¢etrus jonus SIM rezima, ir iespéjams veikt
savienojumu identifikaciju atbilstosi Eiropas Komisijas |émuma 2002/627/EC
prasibam. Kapilaras gdzu hromatografijas augstd  izSkirSanas sp€a un
masspektrometrijas selektivitate Jauj vienas hromatogrammas laikd noteikt vairakus

savienojumus.



No vairakam publikacijam zinatniskaja literatlira, var izdalit divas pieejas vairdku
hormonalo savienojumu vienlaicigas analizes veik3ana. Visvairdk izplatitaja metodé [50]
izmanto hormonalo savienojumu ekstrakciju ar metanola — Gidens maisTjumu, tauku atdaliSanu
ar heks@nu, analiz€amo vielu Skidruma - Skidruma ekstrakciju no metanola — Tdens
maisjjuma ar dihlormetanu un vielu sadaliSanu dazadas grupds (estrogéni, androgéni un
gestagéni) ar celita un aluminija oksida kolonnu. Katrai grupai tiek izmantots cits sililgjo3ais

derivatizacijas reagents. Paraugu sagatavosanas shéma ir paradita 2. attela.
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2. att. Klasiska hormonalo savienojumu atlieku analizes shéma

Cita paraugu sagatavosanas variantd izmanto preparativo Skidruma hromatografiju [11].
Veicot gradienta elu@Sanu, ir iesp&jams selektivi izdalit dazadas hormonalo preparitu un
augsanas stimulatoru grupas. Péc dazadu savienojumu grupu sililéanas veic noteikSanu ar

gézu hromatografu — masspektrometru. Procediira ir paradita 3. attela.
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3. ant. Paraugu sagatavosana, izmantojot preparativo skidruma hromatografiju

Aprakstito metozu trikums ir saistits ar nepiecieSamibu veikt atsevisku paraugu
sagatavoSanu dazadam hormonalo savienojumu grupam. Bez tam dazadam vielu grupam tiek
izmantotas arT dazadas derivatiz&Sanas reakcijas un ITdz ar to, veicot savienojumu noteiksanu,

ir nepiecieSams uznemt vairdkas hromatogrammas.



2. EKSPERIMENTALA DALA

2.1. Levamizola noteikiana ar GH-MS metodi PKJ un EJ reZima

2.1.1. Analizes princips.

Metode ietver parauga homogenizéSanu sarmaina $kiduma un etilacetata, ekstrakta attirisanu
ar Skidruma - Skidruma ekstrakciju un levamizola satura noteikSanu, izmantojot GH-MS

metodi EJ vai PKJ rezima.

2.1.2. Reagenti

Hloroforms (Baker / Baker Analysed)

Etilacetats (Baker / Baker Analysed)

Kalija hidroksids (Sigma / analitiski tirs)

Metanols (Baker / For organical residue analysis)
Koncentréta salsskabe (Acros / analitiski tira)
Beztdens natrija sulfats (4Acros / analitiski tirs)

-

Dejonizéts tidens - MilliQ attirisanas sistéma

2.1.3. Skidumi

50% (m/V) kalija hidroksida $kidums. Uzmanigi izskidina 250g KOH 400 ml tidens. Uzpilda
lidz 500 ml.

0,5M salsskabes $kidums. Uzmanigi pieliek 22 ml koncentrétas salsskabes 400 ml tidens un

uzpilda lidz 500 ml.

2.1.4. Standarti
Levamizola hidrohlorids (Sigma) Pamat$kidums: 50 mg levamizola iz8kTdina metanola un
atSkaida ITdz 50 ml. Sagatavo katru ménes.

Levamizola iek$&ja standarta (levamizols-d5) $kidums 1 ng/ul (RIVM).

2.1.5. Darba skidumi
I ml pamatSkiduma atSkaida lidz 100 ml ar hloroformu. Beigu koncentracija ir 10 mg/ml.
Sagatavo katru dienu. 1 ml, 2 ml un Sml iegita skiduma atskaida Iidz 10 ml ar hloroformu.

Beigu koncentracijas ir 1, 2 un 5 pg uz ml. Sagatavo katru dienu.



2.1.6. Standartpiedevas pievienosanas procediira.
Izmantojot darba $kidumus, pievieno 1 ml standartskiduma un 100 pl ieksgja standarta

skiduma 5 g parauga. lztur 15 minites.

2.1.7. Aparatiira un trauki

Centriftigas polipropiléna mégenes 50 ml.

Koniskas centrifligas polipropiléna m&genes 12 ml.
Koniskas centrifiigas polipropiléna m&genes 10 ml.
Meércilindri, A klases 25ml, 500ml un 1L
Meérkolbas, A klases 10, 25, 50, 100 un 500 ml
Graguétas stikla pipetes 1,2 un Sml

Varglazes 100, 200 un 500 m| un IL

Stikla mikro$lirce 200 pl

Centriftiga - MSE Mistral

Homogenizators - UltraTurrax

Kratita)s - BioSan

Stikla mikropudeles 1,5 ml ar ielikiniem

200 pl mikropudelites

Svari — Kern 770-60 ar precizitati 0,01 mg un svérSanas diapazonu ITdz 60g
Sildisanas ickartas un slapek|a ietvaic@3anas sistéma

Automatiskis pipetes ar mainamo tilpumu 200, 1000, 5000 pl

2.1.8. GH-MS
Masu selektivs detektors (Hewlett Packard 5973), kas savienots ar Hewleit Packard gazu

hromatografu (HP 6890). Gazu hromatografs aprikots ar automatisku paraugu ievadiSanas

iekartu (HP 7683)

2.1.9. Paraugu sagatavosana, izmantojot skidruma — skidruma ekstrakciju

Paraugu iesvaru (10 g vai ml) ievieto centrifigas mégenés, pievieno 5g beztidens nitrija
sulfita,] ml 50% KOH un 15 ml etilacetata. Homogenizé maksimala atruma 2 min.
Horizontala maisttdja paraugus maisa 15 min. Centrifugé 15 min ar 3000 apgr/min. Etilacetata
slani parnes cita mégené. Atkarto ekstrakcijas procediiru ar 15 ml etilacetata. Atdala otro
etilacetata slini un pievieno pirmajam.

20 ml iegitd parauga parnes centrifligas m&geng, pievieno 5 ml 0.5 M HCl, intensivi krata 2
minites un tad centrifugé 5 min 3000 apgr/min. Atdala etilacetata slani. Udens slani parnes

20



tra centrifigas mégené. Pievieno | ml 50% KOH $kiduma un sakrata. Pievieno 100 pl
hloroforma, krata vienu minti. Izmantojot 100 ul §lirci parnes visu organisko slani 200 pl
pudelité. Slirci skalo ar 100 ul hloroforma un parnes to pudelité. letvaicg Iidz sausam
atlikumam slapekla plisma. Pievieno 100 pl hloroforma un iz3kidina samaisot.

Gazhromatografiskai analizei nem 1 ul.

2.1.10. Paraugu sagatavo$ana, izmantojot gelfiltracijas hromatografiju

Parauga iesvaram (5 g vai ml) pievieno 5 g beziidens natrija sulfata, 1 ml 50% KOH un 5 ml
etilacetata. Veic levamizola ekstrakciju ka aprakstits ieprieks. Atkarto ekstrakciju ar 15 ml
etilacetata. Apvieno etilacetdta sldanus un ietvaicé lidz sausam ar rotdcijas ietvaicédju.
lzskidina sauso atlikumu 4 ml cikloheks@na / etilacetata maisijuma (tilpuma attieciba 1:1).
Skidumu filtré caur 0,45 pm Millipore Millex filtru. Filtratu (I ml) hromatografé ar
gelfiltricijas kolonnu. Eluésanas tilpums no 25 1idz 49 ml (kopa 24 ml). letvaicé skidumu lidz

sausam un iz8kidina 100 pl izookt@na. Gazhromatografiskai analizei nem | pl skiduma.

2.1.11. Paraugu sagatavosana levamizola noteik$anai, izmantojot cietas fazes ekstrakciju ar
Oasis MCX kolonnam.

Parauga iesvaram (5 g vai ml) pievieno 5 g beziidens natrija sulfata, I ml 50% KOH un 15 ml
etilacetata. Veic levamizola ekstrakciju ka aprakstits ieprieks. Atkarto ekstrakciju ar 15 ml
etilacetita. Apvieno etilacetdta slanus. 20 ml iegtita 5kidrd parauga parnes centrifiigas mégené
un pievieno 5 ml 0,5 M HCI. Intensivi krata ar roku 2 min un tad centrifugé 5 min ar 3000
apgr / min. Atdala etilacetata slani un cietds fazes ekstrakcijai ar Oasis MCX (sorbenta masa —
60 mg) kolonnu nem 4 ml 0,5 M HClI slana. Kondicion& QOasis MCX kolonnu ar | ml metanola
un I ml adens. Uznes paraugu (4 ml 0,5 M HCI). Mazga kolonnu ar | ml I N HCl un | ml
metanola. Elué levamizou ar 2 ml 5% amonjaka Skidumu metanolda. Paraugu ietvaicé un

atkarTba no detektésanas veida izSkidina 100 pl izooktana vai kustigas fazes.

2.1.12. Paraugu sagatavoSana fentanila noteikianai, izmantojot cietds fazes ekstrakeiju ar
Oasis MCX kolonnam.

500 pl asinis plazmas pievieno 25 ul fosforskdbes un samaisa. Kondiciong Oasis MCX
kolonnu ar 1 ml metanola un | ml idens. Uznes paraugu un mazgé kolonnu ar 1 ml 0,1 N HCI
un I ml metanola. Elué fentanilu ar 2 m| 5% amonjaka $kidumu metanola. Paraugu ietvaicé un

iz8kTdina 100 pl metanola.



2.1.13. GH-MS analize
Gazu hromatografa parametri:
Kolonna: 30mx0.25 mm DB3J fazes 0,25 pm slanis
Injekcija: 1l
Temperatira: GH-MS pargja: 280°C
Injektors: 240°C

Temperatiiras programma:

No temp. (°C) | Lidz temp. (°C) Atrums Laiks (min.) Kopéjais laiks
(“C/min.) (min)
60 240 30 7 6,0 6.0
240 240 - 4.0 10,0
240 260 10 2,0 12,0
260 260 - 5.0 17,0

Nésgjgaze:  Helijs

Plismas atrums = 1 ml/min
Masspektrometra parametri:
Elektronu triecienu jonizacija:
Elektronu energija 69,9 eV
Jonu avota temperatiira 230°C
Kvadrupola temperatiira 150°C
Spriegums uz elektrodiem 1247 V
Pozitiva kimiska jonizacija:
Elektronu energija 156,2 eV
Jonu avota temperatiira 250°C
Kvadrupola temperatiira 106°C

Spriegums uz elektrodiem 1153 V

2.1.14. Levamizola noteikiana ar AESH-MS-MS sistému.

Skidruma hromatografa parametri:

Waters Alliance 2690 $kidruma hromatografs ar Waters Symmetry C18 5 um 3.9x150 mm
kolonnu. lzokratiskais rezims: 60% H,0, 39% CH;OH, 1% CH;COOH. Hromatogrammas

laiks 8 mindtes, pliismas atrums | ml/min, injekcijas tilpums 10 pl.

]



Masspektrometrijas parametri:

Micromass Quattro LC masspektrometrs ar triskarso kvadrupolu sistému (AESH-MS-MS
mérjjumiem). Pozitivas elektriskas izsmidzinasanas jonizacijas rezims. Skan&sanas veids:
MRM. Skanésanas pareja: 205 — 178. Spriegums uz konusa: 35,0 V, sadursmju energija: 22,0

eV, spriegums uz kapilara: 3,5 kV

2.1.15. Fentanila noteiksana ar AESH-MS-MS sistému.

Skidruma hromatografa parametri:

Waters Alliance 2690 skidruma hromatografs ar Waters Xterra MS C18 3,5 um 2,1x100 mm
kolonnu. lzokratiskais rezims: 100% CH;OH. Hromatogrammas laiks 5 minites, plismas
atrums 0,2 ml/min, injekcijas tilpums 10 pl.

Masspektrometrijas parametri:

Micromass Quattro LC masspektrometrs ar triskarSo kvadrupolu sistému (AESH-MS-MS
mérijumiem). Pozitivdas elektriskds izsmidzindSanas jonizicijas rezims. Skang3anas veids:
MRM, skané&sanas parejas: 337 — 105; 337 — 135; 337 — 188. Spriegums uz konusa: 35,0

V, sadursmju energija: 22,0 eV, spriegums uz kapilara: 3,5 kV

2.2, Hormonalo savienojumu atlieku noteikSana gald, plazma un wrind ar GH-MS metodi
2.2. 1. Analizes princips un pielietosanas sféra

Metode ietver $adus etapus:

Parauga Atlirisana ar Alliridana ar Savienojumu Savienojumu
homogenizicija, skidruma- C |8 cietas tazes denivatizacia ar noterkiana ar
urinam - Skidruma ekstrakeijas HFBA GH-MS NKJ vai
dekonjugicija ar ekstrakeiju kolonnu EJ re2imi
glukuromdizi > » > >

2.2.2. Reagenti un materiali

Tertbutilmetiléteris (Acros / 99%)

Metanols (Baker / for organical residue analysis)

Heksans (Labscan ! Pestiscan)

Dihlormetans (Acros / HPLC)

Acetons (Acros | HPLC)

[zooktans (Baker | Baker analysed)

Heptafluorosviestskabes anhidrids (Alltech)

Dejonizéts idens (MilliQ attiri8anas sistéma)

Glukuronidaze, H2 tips (Sigma Kat.Nr.G0876)

C18 kolonnas, 100 mg sorbenta, lcc (J. 7. Baker vai Waters)
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2.2.3. Skidumi

20% acetona $kidums tideni. 100 ml mércilindra ielej 20 ml acetona un uzpilda |7dz 100 ml ar

tdeni.

40% metanola $kidums @ident. 100 ml mércilindra ielej 40 ml metanola un uzpilda Iidz 100 ml

ar adeni.

Acetata buferSkidums (0,04 mol/L). 25,2 g etikskabes un 43,0 g CH;COONax3H,0 izskidina

1000 ml adens.

lek$Ejo standartu skidums. Dietilstilbestrola-d6, zeranola-d4, taleranola-d4 un testosterona-d2

skidumi etanold ar koncentraciju 1 ng/pl.

2.2 4. Standartviela un standartskidumi

25 ml mérkolbas sagatavo savienojumu pamata standartSkidumus metanold ar koncentraciju

1000 ng/ul (ST1) (25 mg 25 mililitros). Izmantojot pamata standartskidumus, 50 ml mérkolba

sagatavo darba standartSkidumu metanola p&c sadas shémas:

Darba standartskidumu sagatavosana

Savienojums 5T1 Vielas Savienojums STI Vielas
tilpums, ul | kone., ng/ul tilpums, ul | kone., ng/ul
DEN 450 9 Testosterons 200 4
HEX 40 0,8 17BEstradiols 200 4
DES 150 3 Zeranols, taleranols 300 6
| 7Ta-MeTestosterons 300 6 Progesterons 500 10
TBO[denons 300 6 Megestrola acetits 500 10
:T'androlons 300 6 Medroksiprogesterons 2000 40
;Etriols 200 4 Hidroksiprogesterons 500 10
; Estrons 200 4 Cis-androsterons 200 4

2.2.5. Aparatiira un trauki

Analttiskie svari Kern 770-60 ar precizitati 0,01 mg un svérsanas diapazonu lidz 60g

Derivatizéianas termobloks - BioSan

Centrifliga - MSE Mistral

Stikla pudelttes 22 ml

Derivatizgsanas stikla pudelites 10 ml

Vakuuma manifolds Alltech un siiknis Gast




Graduétas stikla pipetes 10 un 20 ml
Mérkolbas, A klases 25 ml, 50 ml
Centriftigas stikla m&genes 10 ml

Automatiskas pipetes ar mainamo tilpumu 200 un 1000 ul

2.2.6. GH-MS
Masu selektivs detektors (Hewlett Packard 5973), kas savienots ar Hewlett Packard gazu

hromatografu (HP 6890).

2.2.7. Analizes veiksana

Ekstrah& 5 g vai ml parauga divas reizes ar 5 ml tertbutilmetilStera (urina paraugiem pirms
analizes pievieno 1 ml acetdta buferSkiduma ar pH 5,2 un 25 pl glukuronidazes un inkubé 2
stundas 37°C temperatiird). Apvienotos tertbutilmetilétera slanus ietvaic€ lidz sausam slapek|a
plisma 40°C temperatira. Sauso atlikumu iz8kidina 3 ml metanola, pievieno | ml Gidens un
iekS€jo standartu vai standartpiedevu. Pievieno 5 ml heksana un sakrata. Centrifugé 5 min ar
3000 apgr/min un atdala heksana augs€jo slani. Apakséjam slanim pievieno 5 ml dihlormetana
un veic hormondlo savienojumu ekstrakciju CH2Cl; slani. Nonpem augs€jo slani un mégenes
saturu ietvaicg lidz sausam sldpek|a pliisma 40°C temperatiira. Sauso atlikumu izSkidina | ml
40% metanola Skiduma un veic cietds fazes ekstrakciju. Kondicioné C18 kolonnu ar 1 ml
metanola un 1 ml Gdens. Uznes | ml parauga un mazga kolonnu ar 1 ml 40% metanola
skidumu un 1 ml 20 % acetona $kidumu. Elué hormonalos savienojumus ar 2x 1 ml metanola.
Derivatizacijas mégenés ietvaicé metanola $kidumu Iidz sausam un pievieno 75 ul acetona un
25 ul heptafluorosviestskabes anhidrida. Veic derivatizacijas reakciju 1 stundu 60°C, ietvaic@
skidumu lidz sausam un atlikumu izskidina 50 pl izooktana. Izooktanu parnes autosamplera

pudelu ieliktnos un izmanto noteiksanai ar GH-MS

2.2.8. GH-MS analize

Gazu hromatografa parametri:

Kolonna: 30m=0.25 mm DBS5 fazes 0,25 um slanis
Injekcija: Il
Temperatiira: GH-MS paréja: 280°C
Injektors: 250°C (Plasmas dalttajs 1:5)
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Temperatiiras programma:

No temp. (°C) | Lidz temp. (°C) Atrums Laiks (min.) Kopégjais laiks
(°C/min.) (min)
100 100 - 2 2
100 200 15 6.67 8.67
200 200 - 9 17.67
200 280 10 8 25.67
280 280 - 10 36.67

Nés€jgaze: hélijs, pliismas atrums = 1 ml/min

Masspektrometra parametri:

EJ vai NKJ reZzims.

NKJ jonizacija SIM rezims:

Laiks, min Savienojumi Joni
10,00 DEN, HEX, DES 442, 446, 444, 461, 465, 463 '
17,00 1 7a-metiltestosterons 442, 460,771,615 |
21,00 Zeranols, taleranols 499,694,713, 714,717 i
22,00 Boldenons 442, 462, 658, 678 i
22.80 Nandrolons, testosterons, 17p-estradiols, 646, 660, 644, 450, 444, 645 |
estriols, estrons
25,00 Progesterons, hidroksiprogesterons 454, 472, 490, 509
30,00 Megestrola acetats; 738, 740, 758, 760
medroksiprogesterona acetits

EJ jonizacija SIM reZims:

Laiks, min Savienojumi Joni
10,00 DEN, HEX, DES 303, 330, 331,332, 417, 445, 447, 461, 629,
631, 658, 660, 666
21,00 Boldenons 343; 369; 464; 678
22.10 Nandrolons 306, 453, 666
22,65 Testosterons, 17B-estradiols 409, 451, 467, 664, 665, 680, 682




2.3. Nesteroido pretiekaisuma Ilidzek[u atlieku noteikiana ar GH-MS metodi

2.3.1. Analizes princips.

Metode ietver parauga homogenizéSanu skaba vidé un heksana, ekstrakta attfriSanu ar
Skidruma / Skidruma ekstrakciju, savienojumu metil@Sanu un nesteroido pretickaisuma

[idzek]u noteikSanu, izmantojot GH-MS metodi elektronu trieciena jonizacijas rezima.

2.3.2. Reagenti

Heksans (Labscan / Pestiscan)

Dihlormetans (Acros / HPLC)

Natrija hidroksids (Sigma / analitiski tirs)
Koncentréta sérskabe (Acros / analitiski tira)
Beziidens natrija sulfats (Acros / analitiski tirs)

Dejonizets tdens - MilliQ attiri$anas sistéma

2.3.3. Skidumi

0.5 M natrija hidrokstda Skidums. Uzmanigi izskidina 40g NaOH 400 ml fidens. Uzpilda Iidz
1000 ml ar adeni.

2 M s@rskabes Skidums. Uzmanigi pielieck 98 g koncentrtas s€rskabes 400 ml ddens un

uzpilda Itdz 500 ml.

2.3.4. Standarti

Fenilbutazons (Aldrich), ketoproféns (Sigma), diklofenaks (Sigma), naproksens (Sigma),
fenoprofens (Sigma). Sagatavo vielu standartskidumus metanola ar koncentriciju 1 mg/ml.
Sagatavojot darba 3kTdumus, 1 ml pamatskiduma atdkaida Iidz 100 ml ar metanolu. Beigu
koncentracija ir 10 ng/pl. Sagatavo vienu reizi ménesi. Darba $kidumu ar koncentraciju |

ng/ul sagatavo, atskaidot $kidumu ar koncentraciju 10 ng/ul 10 reizes ar metanolu.

2.3.5. Aparatiira un trauki

Centriftigas polipropil@na mégenes 50 ml.

Mércilindri 25ml, 500mlun 1L

Mérkolbas 10, 25, 50, 100 ml

Centriftiga ar apgriezienu skaitu vismaz 3000 apgr./min
Homogenizators - UltraTurrax

Kratitajs - BioSan



Stikla mikropudeles 1,5 ml ar ieliktniem

200 pl mikropudelites

Svari -Kern 770-60 ar precizitati 0,01 mg un svérSanas diapazonu lidz 60g
Sildisanas iekartas un slapek|a ietvaicésanas sistéma

Automatiskas pipetes ar mainamo tilpumu 200, 1000, 5000 pl

2.3.6. GH-MS

Masu selektivs detektors (Hewlett Packard 5973), kas savienots ar Hewlett Packard gazu
hromatografu (HP 6890). Gazu hromatografs aprikots ar automatisku paraugu ievadiSanas
iekartu (HP 7683)

Gazu hromatogréfijas kolonna - 30mx0,25 mm DB35 fazes 0,25 um slanis.

2.3.7. Analizes veiksana

Parauga iesvaru 5,0 g ievieto centrifugas mégenés, un kontrolparaugiem pievieno savienojumu
standartpiedevu (50 ng/g). M@genés pievieno 3g beziidens natrija sulfata, vienmérigi sadalot to
virs parauga. Katrai mé&genei pievieno 1 ml 2 M H,SO4 un 10 ml heksana. Homogenizé
maksimalda atruma 2 min ar Ultra-Turrax. Horizontdla maisitaja paraugus maisa 15 min.
Centrifugé 15 min ar 3000 apgr/min. 5 ml heksana slana parnes 10 ml stikla centrifligas
mégené. Pievieno 2 ml 0,5 M NaOH $kiduma, intensivi 2 min krata ar roku un tad centriftigé 5
min ar 3000 apgr/min. Atdala heksana slani. Udens slanim pievieno 1 ml 2 M H,SO; $kiduma
un sakrata. Pievieno 4 ml dihlormetana, sakrata ar roku vienu minati. Centrifugé 5 min ar
3000 apgr/min. Atdala Gdens slani un dihlormetanu ietvaicé Iidz sausam slapekla plasma.
Sausam atlikumam pievieno 100 pl metanola un iz8kidina samaisot. Pievieno 20 pl
trimetilsilidiazometana, samaisa un p&c 10 minitém ietvaicg [Tdz sausam slipek|a pliisma.

Atlikumu izskidina 100 pl cikloheksana. Gazhromatografiskai analizei pem 1 pl.

2.3.8. GH-MS analize

Gizu hromatografa parametrus:

Injekcija: 1 ul

Temperatira: GH-MS pargja: 280°C. injektors 250°C



Temperatiiras programma:

No temp. (°C) | Lidz temp. (°C) Atrums Laiks (min.) Kopéjais laiks
(°C/min.) (min)
100 100 - 2,0 2,0
100 240 10 14,0 16,0
240 240 - 6.0 22,0
240 280 20 2,0 24,0
280 280 - 12 36,0

Néséjgaze:  Hélijs, plismas atrums = | ml/min
Masspektrometra parametri:

SIM jonu izvéle:

Fenoproféns: 256, 197, 198 Da

Naprokséns: 185, 186, 244 Da

Ketoproféns: 268, 209, 191 Da

Dilofenaks: 309, 308, 183, 252 Da
Fenilbutazons: 322, 279, 247 Da

2.4. Sulfanilamidu un nitroimidazolu atlieku noteikiana ar AESH-MS-MS metodi

2.4.1. Analizes princips.

Metode ietver parauga homogeniz&3anu un savienojumu ekstrakciju acetonitrila vai etilacetata
~ cikloheksana maistjumad, lipidu atdaliSanu ar heksanu vai gelfiltracijas hromatografiju un
veterindro prepardtu atlieku noteikianu ar AESH-MS-MS metodi atmosfEras spiediena

kTmiskds jonizacijas rezima;

2.4.2. Reagenti

Heksans (Labscan | Pestiscan)

Acetonitrils (Acros / AESH)

Dejonizéts adens, Milli O (18,2 MQ2)

Standartvielas: sulfadimidins, sulfahloropiridazins, dapsons, sulfatiazols, trimetoprims,
ronidazols, metridazols (Riedel-de- Haen); sulfanilamids, sulfadiazins, sulfadimetoksins,

sulfametizols (Sigma)



2.4.3. lekartas

Micromass Quattro LC masspektrometrs ar triskarSo kvadrupolu sistému, Waters Alliance
2690 Skidruma hromatografs ar Waters Symmetry C18 5 pm 3,9x150 mm kolonnu.
Automatiska paraugu ievadiSanas iekarta, Waters 717 plus

AESH suknis, Waters 515

Stikla hromatografijas kolonna (d=10 mm, [=500mm), pildita ar sorbentu Bio—Beads S-X3,
Bio — Rad Laboratories

Frakciju kolektors, Waters If

Iztvaic@tajs Biichi, Rotavapor R-114, Waterbath B-480

Homogenizators Ultra — Turrax, T 25basic, IKA - WERKE

Centrifuga MSE Mistral 2000R

Centrifaga MPW - 310

Analitiskie svari Kern 770-60 ar precizitati 0,01 mg un svérSanas diapazonu lidz 60g
Automatiska pipete 2001000 pl, Labsystems

A klases stikla mérkolbas, 25 ml, Brand

Piltuves d=5.5 cm, Duran

Kolbas iztvaic&sanai, Schott

Filtri Millex, Millipore corporation

Filtri Ultrafree — MC, Millipore corporation

2.4.4. Paraugu sagatavosana, izmantojot gelfitracijas hromatografiju

Galas paraugam atdala taukus, 5 g iesver 50 ml centrifiigas m&geng&, pievieno 15 ml
cikloheksana — etilacetata maisijuma (1:1) un homogenizé ar Ultra — Turrax. Krata 10 min un
10 min centrifugé ar 3000 apgr/min 15°C temperatiird. Ekstraktu filtré caur filtru, kurd iebérts
natrija sulfats, paraugam pievieno vél 15 ml cikloheksana — etilacetata maisijuma (1:1) un
atkarto ekstrakciju. 30 ml ekstrakta iztvaicé ar rotacijas ietvaicétdju 40°C temperatiird. Sausam
atlikumam pievieno 4 ml cikloheksana — etilacetata maistjuma (1:1), filtr€ caur Millex filtru un
savac to 4 ml stikla pudel@s.

Allira paraugu, izmantojot gelfiltracijas hromatografiju. lesl&dz eluenta plasmu ar atrumu 0,5
ml/min un 30 min laiké lidzsvaro kolonnas gelu ar eluentu. Palielina eluenta plismas dtrumu
[tdz 1 ml/min un ievieto paraugus autosamplerd. Atbilstosi autosamplera programmai | ml
parauga Skiduma tiek ievadits kolonna. Frakciju kolektors savic frakciju no 24. lidz 49.min,

kas atbilst mobilas fazes tilpumam 25 ml. Iztvaicé $o frakciju, atlikumam pievieno 100 pl



acetonitrila

koncentraciju, izmantojot AESH-MS-MS.

— dejonizéta ddens maisfjuma (70:30). Nosaka veterindro =zau atlieku

2.4.5. Paraugu sagatavosana, izmantojot skidruma — skidruma ekstrakcija

Galas paraugam atdala taukus, 3 g nosver 50 ml centrifigas mégené, pievieno [0 ml

acetonitrila un homogenizé ar Ultra — Turrax. Krata 10 min un 10 min centrifugé ar 3000

apgr/min 15°C temperatara. Ekstraktu filtr€ caur filtru, kura ieb&rts natrija sulfats. Acetonitrila

ekstraktam pievieno 15 ml heksana, krata m&geni un 10 min centrifugé ar 3000 apgr/min.

Atdala heksana slani un ietvaicé acetonitrilu 1idz sausam slapek|a plisma 40°C temperatiira.

Sausam atlikumam pievieno 100 pl acetonitrila — dejoniz€ta tidens maistjuma (70:30). Atkarto

tauku atdaliSanas procediiru ar heksanu. Nosaka veterinaro zilu atlieku Koncentraciju,
izmantojot AESH-MS-MS.

2.4.7. AESH-MS-MS parametri

Skidruma hromatografijas parametri:

lzokratiskais

rezims: 30% H-O0,

CH3;CN ar 0,01%

heptafluorosviestskibi,

hromatogrammas laiks 10 minites, plismas atrums 0,8 ml/min un injekcijas tilpums 10 pl.

Masspektrometrijas parametri:

Pozitivis atmosferas spiediena kimiskas jonizacijas (ApCl") reZims, uzdoto jonu reakciju

monitorings.

Savienojumu detekt@Sanas parametri:

Nr [ Standartu nosaukums Skané&$anas pargjas Sadursmju energija, eV
1. Sulfadimetoksins 310.8> 1557 15 |
2. Trimetoprims 290,9 > 229,8 25
3. Sulfahlorpiridazols 2847 > 155,7 15
4. Sulfadimidins 278,8 > 185,71 15
B Sulfametizols 2708 > 155,7 I5
H6- Sulfatiazols 2330= 1557 15
n SulfanilamTds 213.7> Y77 8
8. Metronidazols 172,0> 128,0 10
& Ronidazols 201.0 > 140,0 12




3. REZULTATI UN TO IZVERTESANA

3.1. Levamizola atlieku noteik§anas metode

3.1.1. Levamizola masspektra uznemSana ar dazadam jonizacijas metodém.

Lai izmantotu masspektrometriju kvantitativaja analiz€ un izv&l&tos optimalus
mérisanas apstak|us, ir nepiecieSama analiz€jamas vielas masspektra uznemsana. Elektronu
triecienu jonizdcijas rezima bazes smaile ir 204 Da, kas pieder levamizola molekuldrajam

jonam. lespgjama levamizola fragmentacijas shéma ir paradita 4. att€la.

d.att. Levamizola fragmentacijas shéma El jonizacijas apstakjos.

176 Da jona veido3ands ir saistita ar cikla sabrukSanu un stabila neitrdla fragmenta
CH,=CH; at$kelsanos. ST sabruk3anas shéma viegli realiz&jas C-N un C-S saisu nestabilitdtes
de| [51]. Sakara ar elektronu triecienu liclo energiju, 176 Da jona notiek C-N un a-C-C saisu
sabruk$ana, veidojoties stabilam jonam 148 Da. ST jona stabilitati vartu izskaidrot ar ta
ciklizaciju. Jona 127 Da veidosanas notiek sabriikot saitei starp diviem cikliem - benzola un
2.3,5,6-tetrahidroim idazo[2.1b]tiazola.

Negativas kimiskas jonizacijas ar metanu masspektram bézes smaile ir (M-H) . Tatad.
levamizolam NKJ reZima vairdk raksturigas protona parneses reakcijas nevis elektrona

satveres procesi. Jona 148 Da veido3anas varétu notikt [idzigi EJ jonizacijas procesam.

e
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Pozitivas kimiskas jonizacijas ar metanu masspektram ir raksturiga mazaka

fragmentacija, salidzinot ar EJ reZimu. Bazes smaile ir (M+H)’, kas veidojas protona parneses

procesa. lespgjama fragmentacijas shéma ir piedavata $. att.

-

pa
a

145(Fr+H)

J.aut. Levamizola fragmentacijas shéma PKJ jonizacijas apstak{os.

Jona 178 Da veidosanos ietekmé saisu C-N un C-S nestabilitate. Pé&¢ CH->=CH>
atSkelSands jons pievieno 2 protonus, jo protonu parneses procesi PKJ rezima ir ar lielu
varblitibu. Dotajos apstik|os saites C-S sadkelSanas notiek izdevigdk neka cikla atvérSanas,
tapéc veidojas jons 145 Da. Jona 127 Da veidosanas PKJ rezimad notiek Ilidzigi ka EJ
apstak]os. Talaka 127 Da jona fragmentacija notiek ar CH>=CH> atSkelSanos, sabrikot divam
C-N saitém.

Jona 163 Da veidosands ES+ rezima (6.att.) izskaidrojama ar C-N un divu o-C-C sai$u

sabrukSanu.



@/DJ

?fa 145 (Fr+H)

159 (Fr+H)

6. att. Levamizola fragmentacijas shéma ES+ jonizacijas apstakfos.

Loti iespEjams, ka 163 Da jons stabilizéjas veidojot pieclocek|u ciklu. Jona 159 Da
veidoSana notiek atSkeloties CH,=S fragmentam. 145 Da jons veidojas Iidzigi PKIJ
fragmentacijas shémai.

Veicot MS/MS mérTjumus, kvadrupola Q, parametri tika uzstaditi, lai tas filtrétu tikai
205 Da jonus. Reakciju kamerda Q, 205 Da jona sadursmju ar argona atomiem rezultata tas

fragment&jas talak. Fragmenticijas shéma ir visai lidziga fragmentacijai PKJ apstak|os.

A
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7.att. Jona 204 Da MS/MS fragmentacijas shéma.



Saisu C-N un C-S nestabilitates d&| notiek cikla atv@rSana un CH,=CH, atSkel3anas.
Jons 178 Da ir bazes smaile 205 Da Skembu jonu masspektra ES+ rezima ar sadursmju
energiju 22 eV. Atskiriba no PKJ jonizacijas, 127 Da jons ES+ jonizacijas rezima pievieno
divus protonus, veidojot jonu 129 Da.

Ka redzams no iegtitajiem rezultatiem, levamizola fragmentacijas shému stipri ietekmé
jonizacijas veids un jonizdcijas energija. Fragmentdcija parsvara notiek 2.3.5.6-
tetrahidroimidazo[2,1b]tiazola heterocikla. Visintensivaka fragmentacija ir raksturiga
elektronu triecienu jonizdcijai. Pozitivas un negativas kimiskas jonizacijas spektriem ir
raksturTgs stipri izteikts molekulara jona signals. Elektriskas izsmidzinasanas jonizacijas
gadTjuma masspektra bazes smaile ir levamizola molekularais jons un parsvara ir lielas

molekularas masas fragmenti, kas liecina par to, ka ES+ ir maiga jonizacijas metode.

3.1.2. Masspektrometra parametru optimizésana levamizola noteikSanai.

Levamizola standartSkidums ar koncentraciju | mg/ml atkartoti tika ievadits gazu
hromatografa ar masspektrometru, kas darbojas dazados jonizacijas rezimos. Tika iegiti trTs
masspektri, kas atbilst elektronu triecienu, pozitivas un negativas kimiskas jonizacijas
reZimiem. Par salidzinadanas kritériju tika izvéléta masspektra bazes smailes intensitate.

Rezultati ir paraditi 8. att.
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S.att. Levamizola masspektra bazes linijas intensitate atkariba no jonizacijas veida.
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Masspektra bazes linijas intensitate raksturo metodes juttbu. No rezultatiem ir
redzams, ka vislielaka analitiskd signala intensitate piemit pozitivas kimiskas jonizacijas
rezimam. Tas var@tu bat izskaidrojams ar levamizola molekulas proton&sanas zemo energiju
un lidz ar to lieliem izndkumiem CH; PKJ procesa. Loti zema NKIJ analitiska signéla
intensitate ir saistita ar levamizola molekula eso$o atomu zemo elektrontieksmi.

No rezultatiem var izsecinat, ka levamizola noteik3anai vispiemérotakie ir elektronu
triecienu vai pozitivas kimiskas jonizacijas darbibas rezimi. Optimalo metodes jutibu var

sasniegt tiesi PKJ rezima.

AESH-MS-MS darbibas optimizé3and |oti svarigi ir izvElSties potencialu starpibu uz
konusa un sadursmju energiju, lai bazes pika intensitate un lidz ar to metodes jutiba butu
maksimala. Potencialu starpiba uz konusa ietekmé@ prekursora jona 205 Da veido3anos. Bazes

smailes m/z 205 Da atkarTba no potenciala starpibas ir paradita 9. att.
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9.att. Levamizola masspektra bazes smailes m/z 203 Da atkariba no potenciala starpibas uz

AESH-MS-MS konusa.

Ka redzams no rezultdtiem, potencidla starpiba uz konusa loti bitiski ictekm@
levamizola jonizaciju. Levamizola molekulara jona intensitite sasniedz maksimalo vértibu, ja
spriegums ir 35 V.

Sadursmju energija ietekm& procesus, kas notiek reakciju kamera Q.. Jons 205 Da

sadursmju rezultata ar argona molekulam fragment&jas, un analizes jutibas paaugstind$anas
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nolika ir nepiecieSams izvéléties Skembu jonu ar vislielako intensitati. Lai paaugstinatu
mérisanas selektivitati, racionali ir izvéléties Skembu jonu ar lielaku masu, jo tad fona ietekme
ir vismazikd. Sadursmju energijas ietekme uz 205 Da jona fragmentaciju ir att€lota 10.
pielikuma. Ir redzams, ka ar sadursmes energiju 5 eV fragmentacija nenotiek. Skembu jona
178 Da intensitate ir maksimala pie argona molekulu energijas 25 eV, bet 45 elektronvoltos Sis
jons pilnigi parvérsas fragmentos ar zemaku masu. Uznemot jona 178 Da intensitates atkartbu

no sadursmju energijas intervala 20-30 eV, analizei izvéleta sadursmju energija 22 eV.

3.1.3. Levamizola apstiprinaSanas procediira.

Identificéjot savienojumu ar hromatografiskim metodém, par kritériju visbiezak
izmanto aiztures laiku. Lai paaugstinitu analizes dro$ibu, var uznemt analiz€jama parauga
hromatogrammu uz citas polaritates kolonnas [52]. ST metode prasa vairdku kolonnu
izmantoS$anu un ir |oti darbietilpiga. Masspektrometrijas metodes izmantosana lauj vienkarSot
apstiprinasanas procediiru.

Pastav norades uz levamizola klatbltni, ja analiz€ama parauga hromatografiskas
smailes aiztures laiks ir £2s no levamizola standartvielas aiztures laika vai ir novérota 204 Da
jona klatbitne elektronu trieciena jonizacijas rezima [11].

Lai apstiprinatu levamizola klatbitni analiz€jama parauga, izp€ta masspektra jonu 121,
148, 203, 204 Da klatbuitni. Aprékina to intensitati attieciba pret bazes smaili m/z 148.

Elektronu triecienu jonizicijas mérisanas rezultati ir apkopoti |. tabula,

|.tabula

Levamizola masspektra dazadu jonu attiectba (vidéjano 10 mérfjjumiem) GH-MS EJ rezima

Koncentracija, ng/pl Jons (m/z)
121 148 203 204
I 44+12 100 4745 6716
2 35+4 100 47+4 7915
5 2613 100 4513 90x10

Rezultati rada, ka atkaribd no levamizola koncentracijas, mainds ar jonu intensitites
atticctbas. So paradibu var izskaidrot ar fona ietekmi, kas ir lielaka zemam koncentricijam.
NepiecieSams pievérst uzmanibu jonam 204 Da, kura intensitate pieaug Iidz ar koncentraciju
un lielas koncentracijas $is jons k|Gst par bazes smaili. Jonu attiectbas nenoteiktiba samazinas

pieaugot koncentracijai.



Tatad levamizola apstiprinasanas procedura ar GH-MS EJ metodi ir janem vé&rd
preparata koncentracija, t.i. nezinama pika masspektru nepiecieSams salidzinat ar tuvakas
koncentracijas standartS8kiduma masspektru.

GH-MS mérijumiem PKJ reZima izvélas jonus 127, 204, 205, 206 Da. To attieciba pret

bazes piku 205 Da ir paradita 2. tabula.

2.tabula
Levamizola masspektra dazadu jonu attiectba GH-MS PKJ rezima (n=3)
Koncentracija, ng/pl Jons (Da)
127 204 205 206
0,5 4.9 4.6 100 13,0
1 34 3.8 100 14,9
| P 4,5 4,2 100 13,4
2 3,3 3,7 100 15,4
2.5 4,2 4.2 100 13,6
3 4.6 44 100 12,5
3.5 4.4 43 100 1.7
4 4.3 43 100 12,6
4,5 3.9 4,0 100 13.6
5 4,0 4.2 100 12,9
Vidgja attieciba 4.1 4.2 100 13,5
Relativa standartnovirze, % 12 5.8 0 7.3

Rezultati rada, ka GH-MS mérfjumiem kimiskas jonizacijas rezima dazadu jonu
attiecibas atkariba no koncentrdcijas ir krietni mazaka. To var izskaidrot ar mazaku fona
ietekmi uz GH-MS PKJ mérijjumiem. Rezultitiem nav novérota tendence samazinaties vai
paaugstinaties |idz ar koncentracijas mainu. Stabilas jonu intensitates attiecibas lauj drosi veikt

apstiprindsanas procedaras.

3.1.4. Metodes parametru parbaude
Atkartojamibas parbaude.

Lai salidzinatu gazu hromatografa - masspektrometra rezultatu atkartojamibu EJ un
PKJ rezima, levamizola standartdkidumi ar koncentraciju 1, 2 un 5 ng/ul atkartoti (n=3) tika

ievaditi hromatografa. Rezultati ir apkopoti 3. tabula.




3.tabula

Levamizola GH-MS noteikSanas atkartojamiba EJ un PKJ rezimos (n=3).

LLevamizola koncentracija, | Relativas standartnovirzes hromatografisko smailu augstumiem,
ng/pl %
EJ rezims PKI rezims
I 11,1 5.4
2 125 3,2
5 15,1 Tt

No rezultatiem var izsecinat, ka gazu hromatografijas - masspektrometrijas metodei
piemit saméra liela izkliede starp paraléliem mérfjumiem. Masspektrometrija atkartojamiba
galvenokart ir atkariga no jonizacijas procesu stabilitates. Praktiski aparatu razotajiem ir |oti
griti nodrosinat stabilus jonizacijas apstak|us. Loti bitiska ir arT turbomolekularo siiknpu
darbiba, kas nodrosina vakuumu jonizacijas kamera.

Pozitivas kimiskas jonizacijas labaka atkartojamiba, iesp€ams, ir saistita ar 3is
metodes augstdku jutibu. Lidz ar to analitiskais signdls vienadam $kiduma koncentracijam EJ
rezima ir tuvak noteik$anas robezai, kur gadijuma novirzes ir lielakas.

Lai noteiktu AESH-MS-MS atkartojamibu, tika izmantots levamizola standartskidums
ar koncentraciju 5 ng/ml. Relativa standartnovirze 5 atkartotiem mérfjumiem (smailu
platibam) ir 6,8%. Nemot véra |oti zemu skidumu koncentraciju, var izdarit secindjumu par

AESH-MS-MS mérfjumu labaku atkartojamibu, salidzinot ar GH-MS EJ rezima.

Linearitates parbaude. Minimala nosakama levamizola koncentracija.

GH-MS EJ noteikSanas metodes linearitites parbaude veikta uzpemot
hromatogrammas levamizola standartskidumiem ar koncentraciju 1, 2, 5 un 10 ng/ul. Integré
hromatografiskos smailes un konstrué gradugsanas grafiku smailu augstumiem pret skiduma
koncentraciju.

Noteiksanas koeficients linearai gradu@sanas taisnei, kas iegiita ar GH-MS EJ metodi,
ir R*=0,991, kas ir pietiekami labs raditajs, nemot véra metodes atkartojamibu.

GH-MS PKJ metodei gradu€Sanas grafiku koncentrdciju intervalam 0,5-5.0 ng/ul
vislabik apraksta otris kirtas polinoma vienadojums (noteik3anas koeficients ir R*=0,993).
Gradug3anas grafika nelinedrais raksturs darba koncentraciju diapazona ir lielakais levamizola
GH-MS PKJ noteikSanas metodes tritkums, Bet probléma ir atrisindma veicot gradugsanu
vairakiem punktiem un katru mérisanas reizi parbaudot linijas stabilitati [53]. Aprékinus var
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veikt izmantojot otras kartas polinoma analitisko vienadojumu vai izmantojot linedro
vienadojumu starp diviem tuvakiem gradugSanas grafika punktiem.

NepiecieSams atzim@t, ka, gradugSanas grafika konstru€sanai, katrai koncentrdcijai
pika augstumus ir jaméra vismaz piecas reizes, lai izslégtu lielas nejausas novirzes.
Gradu€Sanas grafiku ir jamé&ra katru reizi péc masspektrometra autoregul&sanas (autoiune), jo
regul@Sanas rezultata var tikt izmainTts spriegums uz elektrodiem, tatad arT aparata jutiba.

AESH-MS-MS gradugianas grafika konstruésanai izmantoti standart$kidumi ar
koncentracijam 0,1, 0,5, 1,0, 5,0, 10,0, 20,0, 50,0 ng/ml. Gradu€3anas taisne ir linedra un
noteik3anas koeficients ir R*=0,998.

Nosakot minimali nosakdmo levamizola koncentriiciju standartS$kiduma no attiecibas
signals / troksnis = 3, ieglist $adus rezultatus: GH-MS EJ rezima -140 ng/ml, GH-MS PKJ
rezima - 8,9 ng/ml, AESH-MS-MS - 0,19 ng/ml.

Parrékinot $o koncentrdciju uz levamizola saturu aknas, ja noteikSanu veic atbilstosi
2.nodalas metodei, iegist $a8das metodes jutibas: GH-MS EJ - 1,9 pg/kg, GH-MS PKJ - 0,12
ug/kg, AESH-MS-MS - 0,0025 pg/kg. Literatiird lidz $im ir aprakstitas minimalds noteikSanas
robezas - 20 png/kg piena ar Skidruma hromatografijas metodi [10], 5 pg/kg aknu ar GH-MS EJ
metodi [11], 1 pg/kg piena ar GH slapek|a - fosfora selektivo detektoru [15, 54]. Skidruma

hromatogrifijas ar UV detektoru jutiba levamizola standartSkidumam ir 170 pg/ml [55].

Atgiistamiba, atkdartojamiba un reproducéjamiba

Loti svarigs analitiskas metodes raksturlielums ir atgiistamiba, kas rada standartvielas
ekstrah&3anas pakapi, un metodes precizitite, ko izsaka ar atkirtojamibu un reproducéjamibu.
Lai noteiktu metodes parametrus parbaudi levamizols tika pievienots matricai (aknam) tris
dazados limenos (0,5, 1 un 1,5 reizes no maksimali pielaujamas levamizola koncentricijas) un
analizéts ar GH-MS metodi tris dazadas dienas pa seSiem paral&liem atkartojumiem. Rezultati

aprékinati, izmantojot deiter€to levamizola iek3gjo standartu. Rezultati ir apkopoti 4.tabula.
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4 tabula

Levamizola GH-MS noteiksanas atglistamiba un atkartojamiba (n=6)

T Levamizola l.diena 2.diena 3.diena
standartpiedevas Noteikid Atkarto- Noteikta Atkarto- Noteikta Atkarto-
koncentracija koncentracija, | jamiba, | koncentracija, | jamiba, koncentracija, | jamiba,
ng/kg Yo ng/kg % ng/kg %
50 32,5 5,4 46,5 7.8 41,1 s |
F
100 112 4,5 82 13 97 48 |
150 143 6,7 150 5.3 141 2,8

Levamizola vidgja (n=18) atglistamiba standartpiedevai ar koncentraciju 50 pg/kg ir
93%, koncentracijda 100 pg/kg - 97% un koncentracija 150 pg/kg — 96%, kas apmierina
prasibas pret analitiskam metodém, saskana ar kuram metodes atglistamibai (standartpiedevu

koncentréciju diapazona > 10 pg/kg) jabut > 80% [48].

3.1.5. Levamizola paraugu sagatavoianas metoZu izstride. Fentanila atlieku noteikSana

Lai izstradatu paraugu sagatavoSanas metodi, kas biitu pielietojama p&c iespgjas
lielakam savienojumu skaitam, $aja pétijuma parbauditas universalds metodes: gelfiltracijas
hromatografija un cietds fazes ekstrakcija.

Cietas fazes ekstrakcija ar Oasis MCX kolonnu ir pielietojama bazisko savienojumu
noteikSanai, jo $aja kolonna ir sorbents ar apgrieztas fazes un katjonu apmainas funkcionalam
grupam. Saja darba ir parbaudita iesp&ja izmantot §is kolonnas levamizola noteiksanai. Tika
konstatéts, ka levamizola absoliita desorb&amiba uz Qasis MCX kolonnas ir 71% un
mérfjumu atkartojamiba ir 10% (n=3). Metodei ir raksturigs neliels reagentu patérins, ta ir atra
un &rta izmantoSana, salTldzinot ar Skidruma-Skidruma ekstrakciju. Pateicoties sorbenta
selektivam Tpasibam, Oasis MCX kolonnas efektivi attira paraugu no traucgjosam vielam

(10.att.)
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10.att. Aknu parauga ar levamizola standartpiedevu 10 ng/g péc attirisanas ar Qasis MCX
kolonnu GH-MS hromatogramma.

Cietas fazes ekstrakcija ar Oasis MCX kolonnu tika pielietota ari fentanila atlieku
noteikSanai [6]. Analizes metode ir izmantota dazadu fentanila farmakokinétikas parametru
noteikSanai putnos. Metodes ir selektiva, jutiga (noteikSanas robeza ir 0,05 ng/ml) un linedra

standartpiedevu diapazona 0,2 - 150 ng/ml (R = 0,999).

3.1.6. Levamizols dzivnieku izcelsmes produkeija

Valsts veterindro zalu atlieckumdaudzuma kontroles programmas ietvaros levamizols
tika noteikts 90 galas un 300 piena paraugos no dazadam Latvijas kautuvém un fermam.
Paraugi tika uzglabati -18°C temperatird. Levamizola klatbitne tika konstatéta septinos
paraugos - ciiku un liellopu aknas. Pargjos paraugos levamizola saturs bija zem minimalas
nosakdmas koncentracijas. Vislielakd novérotd levamizola koncentricija ir 20 ug/kg. St
koncentracija ir mazaka nekd maksimili pielaujamais levamizola saturs produktos, kas
noteikts Eiropas Savienibas valstis (100 pg/kg). No pétljuma rezultatiem var secinat, ka, ta ka
levamizolu pladi pielieto Latvija, ir nepiecieSams turpindt §7 veterindra prepardta satura

kontroli dzivnieku izcelsmes partikas produktos.



3.2. Hormonalo savienojumu atlieku noteikSanas metode

3.2.1. Derivatizacija un masspektrometriskas fragmenticijas veidi

Saja  darba  tika veikta hormondlo  savienojumu  derivatizicija  ar
heptafluorosviestskabes (HFBA) anhidridu un reakcijas produktus analize ar gazu
hromatografijas — masspektrometrijas metodi elektronu triecienu, negativds un pozitivas
kimiskas jonizacijas rezimos. Rezultati rada, ka visus savienojumus var iedalit divas grupas —

vielas, kas reag€ ar vienu vai divim HFBA molekulam. Ka pieméru var minét estradiolu 2 un

estronu 3.
OH 4
CH, GH, O-HFB
/&@ * — /@@@
_—m———
HO HFB-O
2
(@]
CH, CH, 2
" HFBA
—_— /
o
HO HFB-0O
3

!l.au. Estriola un estrona derivatizacijas shémas.

Tabula Nr.5 paskaidro atdkirtbu starp divam grupdm, veicot savienojumu analizi ar

masspektrometrijas metodi.



5. tabula

Hormonalo preparatu derivatizacijas produktu noteik$anas jutiba GH-MS PKJ un NKJ rezima.

Savienojuma nosaukums 100 ng/ul skiduma smailes Smailu HFB grupu
augstums augstuma skaits |
PKIJ rezima | NKJ rezima attiectba derivatizacijas
| PKJ un NKIJ produkta
rezZimos :
Estrons 133353 8045 17 1 j
Androstendions 70768 6483 X [ |
1 Androsterons 199858 14961 14 |
" 17-metiltestosterons 89716 1301 69 |
' Vidgja attieciba savienojumiem saturodiem 1 HFB grupu 28
Dietilstilbestrols 65457 285605 0.23 2
Boldenons 309362 230469 1.3 2
i Estriols 217914 263342 0.83 2
| Heksestriols 153497 44462 35 2
bl-Hidroksipmgesterons 15250 82419 0.19 2
i Vidgja attieciba savienojumiem saturo$iem 2 HFB grupas 1:2
1

No rezultatiem var secindt, ka negativas kimiskas jonizdcijas rezZims nav jutigs pret
savienojumiem, kas pievieno tikai vienu heptafluorsviestskibes molekulu. Saja gadijuma ir
ieteicams izmantot pozitivo kimisko jonizaciju vai elektronu triecienu jonizaciju.
Savienojumiem, kas var pievienot divas HFB molekulas, ir ieteicama negativas kimiskis
Jonizacijas izmanto3ana sakard ar $7 reZlma augsto selektivitates un jutibas [imeni.

Pamatojoties uz derivatizacijas produktu masspektriem, tika izv@l@ti apstak|i gazu
hromatografijas — masspektrometrijas analizes veikSanai izvel&to jonu skan&Sanas reZima. Dati

ir apkopoti 6. tabula:
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6. tabula

Jonu izvéle hormonalo savienojumu analizei ar GH-MS péc derivatizacijas ar HFBA

Savienojums Joni EJ rezima Joni PKJ rezima Joni NKJ rezima
Dienoestrols 445; 658 - 442: 461
Heksestrols 331; 303 - 446; 465

| Dietilstilbestrols 660; 631 - 444 463
"17a-Metiltestosterons 465 430 461; 479; 481; 521 i
Zeranols 696; 625 - 499: 674;: 694; 713
Boldenons 678; 464 - 462; 462; 658; 678
Nandrolons 666; 453 - | 430; 450; 469; 646
Androsterons 486:; 442 469; 487; 255; 273 |
Testosterons 680; 467 - 444; 464; 483; 660
17p3-Estradiols 664; 409 - 427; 624; 644; 645
Estriols 663; 449 - 446; 639; 679; 710
Androstendions 482: 449 445 465: 483: 511 -
Estrons 466; 422 449: 467; 495; 507 -
Progesterons 510; 467 467;493; 511; 539 -
21-Hydroksiprogesterons 722;707 - 525; 702; 703; 704
Megestrola acetats 477, 580 - 738; 758
medroksiprogestemna 479; 582 - 740: 760 |
‘Lacetﬁts |

Izstradajot analitisko metodi, tika parbaudita ari hormonalo savienojumu derivatizacija
ar pentafluoropropionskabes anhidridu (PFPA). Rezultati liecina, ka derivatizacijas reakcija ar
PFPA veidojas reakcijas produkti, kas dod zemaku GH-MS signalu, salidzindjuma ar
produktiem reakcija ar HFBA. Bez tam HFBA derivatizacijas produktiem ir lielaki aiztures
laiki un lielakas raksturigo jonu masas (50 masas vienibas uz vienu HFB grupu), tadéjadi
ievérojami uzlabojas noteik3anas selektivitate. 3.9. attéls parada nandrolona hromatogrammu
péc derivatizacijas ar HFBA un PFPA maisTjumu (1:1). Smaile ar aiztures laiku 23,11 min ir
nandrolons ar divaim HFB molekulam, smaile ar aiztures laiku 22,37 min ir nandrolona
atvasinajums ar 1 HFB un 1 PFP grupu, bet smaile ar aiztures laiku 22,05 min ir nandrolona
atvasinajums ar divam PFP grupam. Talaka metodes izstridasana tika veikta, izmantojot tikai

derivatizaciju ar HFBA.
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Facim:

[2.an.  GH-MS hromatogramma NKJ rezima nandrolona derivatizacijas  reakcijas

(HFBA+PFPA) produktiem.

3.2.2. NoteikSanas metodes parametru parbaude

Linearitate.

Lai novértétu izstradatas noteikSanas metodes kvalitati, tika noteikti galvenie metodes
raksturlielumi (linearitate, atkartojamiba, atglistamiba un noteik$anas robeza) | | hormonaliem
savienojumiem.  Detekt€3anas  sisttmas linearitaite tika  parbaudita, izmantojot
standartSkidumus ar 5 dazadam koncentracijam. P&c savienojumu derivatizacijas ar HFBA un
GH-MS mérfjumiem tika konstruéts gradu&Sanas grafiks. Rezultati liecina, ka metodei piemit
laba korelicija starp GH-MS signalu un hormonilo savienojumu koncentraciju (R’ ir intervala
no 0,993 dietilstilbestrolam lidz 1,000 megestrola acetatam). Negativas kimiskas jonizacijas

rezima gradu€Sanas grafikus labdk apraksta otras kartas polinoma vienadojums.

Reproducéjamiba

Hormonalo savienojumu metodes validacijai tika izvel&ti devini savienojumi, kas parstav ufs
prepardtu grupas (stilbéni, steroidi un rezorcinskabes laktoni) ar dazadam kimiskam ipasibam.
Parbaudei katrs savienojums tika pievienots matricai trfs dazados limenos un analizéts tis
dazadas dienas pa seSiem paraléliem atkartojumiem. Rezultati iegliti, izmantojot attiecigis
savienojumu grupas iek$€jo standartu. Tabulds 7 - 9 atspoguloti vid&jie rezultati (izteikti ar

relativo standartnovirzi) no visim 54 analizém.
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Atgiistamiba

Parametra parbaudei tika salidzindta piedevas aprékinata koncentracija ar kalibréSanas

grafikiem, kas ieghti, izmantojot savienojumu standartSkidumus. Dati par hormonalo

savienojumu atgiistamibu apkopoti 7. - 9. tabulas.

7. tabula

Stilb&nu noteiksanas metodes reproduc&jamiba un atglistamiba

Savienojums lek$€jais Standatpiedevas | Reproducgjamiba, | Atglistamiba,
standarts koncentracija, % %
pgkg
0,9 8.9 98
DEN 4,5 6,5 119
18,0 8.0 125
0.3 9,0 98
DES DES-d6 1,5 7,2 98
6,0 9,9 108
0,08 9.4 131
HEX 0,4 8.3 119
1,6 10,1 111

8. tabula

Zeranola un taleranola noteikSanas metodes reproducgjamiba un atgiistamtba

gSavienojums leksgjais Standatpiedevas | Reproducéjamiba, | Atgiistamiba,
standarts koncentracija, % %
png/kg
Zeranols- 0,4 17,0 118
Zeranols 44 2,0 12,5 106
4.0 12,6 92
Taleranols- 0A 17,9 18
Taleranols d4d 2,0 16,6 97
| 4,0 6.1 97

9. tabula

SteroTdu noteik$anas metodes reproducgjamiba un atgiistamiba

Savienojums leksgjais Standatpiedevas | Reproducgjamiba, | Atglstamiba,
standarts koncentracija, % Y%
ugkg |
3,0 9.1 104
Boldenons 12.0 12;-?.- 03
17B3- 2,0 14,7 146
L Estradiols Testosterons 8.0 14.0 101 |
Testosterons 3 = L LS s
8,0 82 87 ,
Nandsal 3.0 L1 130 |
androlons 2.0 10.2 123 =
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Plasu atgiistamibas intervalu (no 92% lidz 146%) var paskaidrot ar diviem faktoriem:
1) analizéjamo savienojumu zudumi paraugu sagatavosanas procesa;

2) matricas efekts, kas pastiprina savienojumu analitisko signalu.

3.3. Sulfanilamidu un nitroimidazolu atlieku noteikSanas metode

3.3.1. Savienojumu fragmentacija, AESH-MS-MS apstaklu izvéle

Lai izvél@tos analizu apstak]us
e tika uznemti sulfanilamidu un nitroimidazolu standartvielu masspektri,
e analizei izv@léts molekularais jons un veikta to fragmentacija,
e no Skembu joniem izvéléts fragments (jons) ar lielako intensitati (izpemot
sulfanilamidu).
lespéjamas fragmentacijas ir $adas:
sulfadimetoksinam 4, sulfahlorpiridazolam, sulfametizolam un sulfatiazolam ir lidziga

fragmentacija:

0 OCHs B I
| 7\ H N //N \ Ar, 15 eV H
Ha2 N ﬁ NH \ DRI H:N@ﬁ
_ -
4 0 OCHs - 0

Sulfanilamids 5 veido aduktu:

— -+
ﬁ
HzN‘O—S —NHs+ CH:CN A, 8 Y- LHICH
_ o
5
_ " g
C |
—> HzN S =NH:
! :
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Sulfadimidins 6 fragment€jas sekojosi:

: > o T )
I o
HzN S —NH _</ B
: > 0
.
—— > H2N § — NH:2CH:»
!

Nitroimidazola grupas savienojuma (ronidazols 7) fragmentacija realizgjas sekojosi:

/H H
3 +
| |N Ar, 12eV | |N
0 j\_ )\/O M+ o /E N
Y T \”/ Y T CHy
\c\> CHy 9 1(\3 CHy

3.3.4. NoteikSanas metodes parametru parbaude.

Sulfanilamidu un trimetoprima detektésanas linearitate

Lai veiktu veterinaro zalu atliecku kvantitativo noteik$anu, ir nepiecieSams parbaudit
attiecigu gradu@3anas grafiku linearitati. Tika pagatavoti sulfanilamidu un trimetoprima
standartSkidumi ar koncentracijam 10, 5, I, 0.5 un 0,1 ng/ul un uznemtas hromatogrammas.
Péc gradu€sanas grafiku konstrugéSanas aprékina taisnes vienddojumus un noteikSanas

koeficientus.
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Sulfanilamidu detekt@Sanas linearitate

10. tabula

' Nosaukums StandartskTdumu koncentrécija, ng/pl Taisnes .
10 5 1 05 To1 vienadojums P ;
o 3 5
=8
Smailes laukums Z 3z
Z =2
Sulfadimetoksins 5935 2279 |[365 (210 |42 y= 388,92x-189,01 0,987
Trimetoprims 4901 | 2354 | 545 | 371 | 197 y=474,34x+ 98,79 0,999
Sulfahlorpiridazins | 16971 | 8006 | 1165 | 673 | 118 y=1712,4x-298,66 0,999
Sulfadimidins 10875 | 4702 | 719 |363 |77 y= 1090,7x-274,09 0,996
Sulfametizols 16986 | 6912 | 1017 | 377 |76 y=1706,5x-591,85 0,992
Sulfatiazols 27233 | 11116 | 1818 | 687 | 153 y=2725,9x-848,65 0,993
Sulfanilamids 30812 | 13961 | 2642 | 1441 | 291 y =3066,1x-350,13 | 0,998

No iegiitiem datiem var secinat, ka gandriz visiem sulfanilamidiem ir laba linearitate, jo

noteiksanas koeficienti svarstds no 0,987 lidz 0.999. Nedaudz sliktaka linearitate ir

sulfadimetoksinam (R = 0,987) un sulfametizolam (R>= 0,992).

Veicot savienojumu gradu@Sanu uz matricas (izmantojot standartpiedevas 20, 50, 80 un

100 pg/kg) tika iegiitas 3adi gradu@Sanas grafiku noteiksanas koeficienti:

sulfadimetoksins R*=0,996
trimetoprims R*=0,995
sulfahlorpiridazins ~ R*=0,997
sulfadimidins R*=0,994
sulfametizols R*=0,999
sulfatiazols R?=10,996
ronidazols R*=0,999
metronidazols R?= 0,994
Lidz ar to sulfanilamidu un nitroimidazolu Skidruma hromatogrifijas — tandéma

masspektrometrijas noteik§anas metodei ir nov@rojama laba koreldcija starp $kidumu

koncentraciju un masspektrometra analitisko signalu.
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Noteiksanas robezkoncentracija
Saskanpa ar Latvijas likumdoSanu, sulfanilamidu atlieku daudzums dzivnieku audos
nedrikst parsniegt 100 pg/kg. NoteikSanas robezas tika aprékinatas standartSkidumam (¢=0,5

ng/ul) un paraugam ar piedevu 100 pg/kg.

11. tabula
Savienojumu noteik$anas robeza

Nosaukums Standartskiduma Parauga

Konc., Signals/ Noteiks. Signals/ | Noteiks.

ng/pl troksnis, robeza, troksnis, S/N = robeZa,

S/N ng/pl (100 pg/kg) | ug/kg ;
Sulfa- 0,5 10,1 0,15 18,9 | 16 |
dimetoksins
Trimetoprims 0,5 30,8 0,05 38 8
Sulfahlor- 0.5 26,7 0,06 92 3
_piridazins
Sulfadimidins 0.5 57,5 0,03 100 3
Sulfametizols 0,5 25,0 0,06 77 4
Sulfatiazols 0,5 15,8 0,09 128 2
Sulfanilamids 0,5 16,4 0,09 29,5 10
Ronidazols - - - 53 (50ug/kg) 3
Metronidazols - - - 41 (50pg/kg) 4
Vidéja noteiksanas robeza, pg/kg 7
|

No rezultatiem var secinat, ka izstridatd paraugu sagatavoSanas metode ir jutiga pret

visiem darba izmantotajiem sulfanilamidiem, trimetoprimu un nitroimidazoliem.



3.4. Nesteroido pretiekaisuma preparatu atlieku noteikSanas metode

3.4.1. Nesteroido pretiekaisuma lidzeklu fragmentacija dazados jonizicijas rezimos

Izstraddjot nesteroido pretiekaisuma [idzek|u atlieku noteikSanas metodi, tika uznpemti
savienojumu masspektri dazados jonizacijas rezimos. Mérijumi PKJ rezima paradija, ka 3aja
rezZima ir novérojama neliela savienojumu molekulu fragmentacija un parsvara veidojas
melekularais jons un brivu radikdlu apvienoSanas produkti [M+C:Hs]" un [M+C;Hs]™
Molekulu fragmentacija ir izteiktaka EJ rezima. Fenilbutazona masspektri elektronu triecienu
un pozitivas kTmiskas jonizacijas rezimos ir paraditi 13. att€la.
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13.att.(a) Fenilbutazona masspekirs, kas iegtits no standartskiduma ar GH-MS EJ reZima. (b)
Fenilbutazona masspekitrs, kas iegiits no standariskiduma ar GH-MS PKJ rezima.

GH-MS mérijjumi rezultati un jonu izvéle nesteroido pretiekaisuma lidzek|u
noteiksanai ir apkopota 12.tabula.
12.tabula

Jonu izvéle nesteroido pretiekaisuma lidzek|u noteiksanai ar GH-MS metodi

Savienojuma Savienojumu metilatvasinajuma Savienojumu metilatvasinajuma |

nosaukums joni GH-MS PKJ rezima joni GH-MS EJ rezima :

Fenoprofens 197, 225,257 197. 256, 198 i
Naprokséns 185, 245,273 185,244, 170

~ Ketoproféns 269. 297, 309 209, 191,268 ]

Diklofenaks 278, 310, 250 214, 242, 309 #

‘ Fenilbutazons 323, 351, 367 279, 309,183 J




3.4.2. Nesteroido pretiekaisuma lidzeklu derivatizacijas reakcijas

Saja pétijuma ir parbaudita iesp&ja veikt vienlaicigu fenilbutazona un citu nesteroido
pretickaisuma Itdzek]u (ketoproféns, naprokséns, fenoproféns, diklofenaks) noteikSanu. Siem
savienojumiem piemit organisko skabju ipasibas un pirms analizes ar gazu hromatografijas
metodi ir nepiecieS8ams veikt derivatizaciju. Eksperimentos ir parbaudita sililéSanas reakcija ar
BSTFA, metil&é3anas reakcija ar metanola — sérskabés skidumu, propil&sanas reakcija ar BF; /
C;H50H skidumu un butil&sanas reakcija ar BF; / C4H9OH skidumu.

lesp€jamie reakcijas mehanismi ir paraditi 14. attéla.

0= N~ ~S0OH

o Bu
BF 3/BuOH BF 4/PrOH H,S04/CH40H
Ph Ph Ph
N N—N N—N
/
0 Z ~o8u 0= N Z ~~0pr 0= N\ OMe
Bu Bu Bu

14 att. Fenilbutazona 8 derivatizicijas reakcijas mehanismi, izmantojot dazdadus reagentus

Eksperimentu rezultati parada, ka fenilbutazons nereagé ar silil¢joso reagentu (BSTFA).
Metilgsanas reakcijas produktu gazhromatografiska analize liecina par nemainitd un metiléta
fenilbutazona klatbiitni. Hromatografisko smailu laukumu attieciba Me-PBZ / PBZ ir 1.7.
Smailu laukumu attiectba fenilbutazona propilatvasindjumam un fenilbutazonam ir 0,38 un
fenilbutazona butilatvasindgjumam un fenilbutazonam ir 0,27. Rezultati rada, ka derivatizacijas
reakcijas izndkums samazinas Iidz ar alkilgrupas masas pieaugumu, Var minét, ka

propilésanas un butiléSanas reakcijas zemo iznakumu galvenokart nosaka stériskie faktori.



Saltdzinot dazidu metil€Sanas reagentu pielietosanas efektivitati, turpmakiem p@tijumiem tika

izmantots trimetilsilildiazometana $kidums heksana.

3.4.3. Paraugu sagatavoSanas metodes izstrade. Metodes selektivitate.

Izstradata paraugu sagatavos$anas metode pamatojas uz to, ka fenilbutazona sadaliSanas
konstante starp organisko un fidens faze dazados pH vértibas batiski atSkiras. Saja
eksperimentd tika parbauditi heksans, etilacetats un dihlormetans. Analizes paradija. ka
heksans ir piemérotakais $k1dinatdjs traucgjoso vielu ekstrakcijai no sarmaina tdens Skiduma,
bet dihlorometans ir labakais Skidinatdjs fenilbutazona ekstrakcijai no paskabinatas tGdens
fazes. lzstradatas metodes apraksts ir sniegts 2.3. nodala.

Metodes selektivitte tika parbaudita, analiz&jot dazadus tuk$os galas un piena paraugus. So
paraugu hromatogrammas nesatur smailes, kas parkldjas ar nesteroido pretickaisuma Iidzek|u

smailém. Fenilbutazona noteiksanas metodes selektivitate ir paradita 15. attéla.
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15.att. Galas parauga hromatogramma bez fenilbutazona piedevas kopa ar standartpiedevas

hromatogrammu. Fenilbutazona standartpiedevas koncentracija ir 30 ug/kg.

3.4.4. Metodes linearitiate un jutiba

GH-MS mérfjumi fenilbutazona standart3kidumiem ar koncentracijam 10 — 1000 ng/ml
uzrada labu korelaciju starp smailu augstumiem un fenilbutazona koncentriciju (R3 = (.998).
Fenilbutazona noteik3anas robeza standartSkidumos elektronu triecienu jonizacijas rezima ir
10 ng/ml (aprékinats, nemot véra signils / troksnis attiecTbu no fenilbutazona standartskiduma

ar koncentraciju 20 ng/ml). GH-MS mé&rfjumi pozitivas kimiskas jonizacijas rezZima paradija,
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ka analizei ir raksturiga piecas reizes zemaka jutiba un I7dz ar to metozu kvalitates parametru
parbaudei ir izmantots tikai elektronu triecienu jonizacijas rezims.

Gradu@sana uz matricas uzradija labu linearitati paraugiem ar nesteroido pretiekaisuma
lidzek|u piedeva koncentraciju diapazona 10 — 100 pg/kg (R* = 0,998 (diklofenaks), R* =
0,998 (fenoproféns), R? = 0,999 (naprokséns), R* = 0,989 (ketoproféns), R* = 0,998
(fenilbutazons)).

Nesteroidu pretiekaisuma lidzek|u noteik3anas metodes atgiistamiba un atkartojamiba tika
parbaudita, tris dazadas dienas analizgjot seSus paraugus ar standartpiedevu koncentracijam 5.
10 un 25 pg/kg. Validacijas rezultati ir apkopoti 13. tabula.

[3. tabula
Nesteroido pretiekaisuma lidzek|u atlieku noteik$anas metodes reproduc€jamiba un

atglistamiba

[ Savienojums Standartpiedevas Noteikta Reproducgjamiba, % |
! koncentracija, pg/kg | koncentracija, pg/kg ‘
Fenoproféns 5 3.9 27 ]
10 8.5 20 1

25 29,1 5.6

Naprokséns 5 3.9 28

10 8,1 20

25 27,3 6.0

Ketoproféns 5 3.9 25

10 8,0 21

25 25,1 12,8

Diklofenaks 5 4.4 12

10 7.4 20

| 25 25,8 6.1

Fenilbutazons 5 3.9 27

10 85 23

25 21, 1.9

Metodes validacijas rezultati liecina, ka metodes atgiistamiba atbilst prasibam pret
analitiskam metod@m, saskand ar kurdm metodes atgiistamibai jabiit virs 70% (standartpiedevu
koncentraciju diapazond 1 - 10 pg/kg) un virs 80% (standartpiedevu koncentraciju diapazona

virs 10 pg/kg) [48].
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3.4.5. Fenilbutazona atlieku apstiprinaSana

Nemot véra to, ka vairdkas valstis ir aizliegta fenilbutazona izmanto$ana dzivnieku
arstésanai, Tpasa uzmaniba tika pievérsta fenilbutazona atlieku apstiprindsanas iespgjam. Saja
noliikd tika noteiktas fenilbutazona jonu attiecibas paraugiem ar dazadas koncentracijas
standartpiedevam. Analizei tika izmantota 2.3.nodala aprakstita metode bez derivatizacijas

stadijas. Rezultati ir apkopoti 14. tabula.

Relativa attiectba joniem, ko izmantoja izvéléto jonu monitoringam GH-MS mérijjumiem

14. tabula
Fenilbutazona piedevas Relativa jonu intensitate, %
koncentracija (ug/kg)
183 Da 252 Da 308 Da 309 Da
5 54.0 99 27,2 8.8
10 543 9.9 26,9 8.9
20 58,1 6.8 28.3 6.8
25 58,0 6.4 28.8 6,8
B 50 56.9 6,2 30,1 6.8
Vidgja relativa jonu 56,3 7.9 28,3 7,6
intensitate, %
Relativa standartnovirze, 3.5 243 4.5 14,7
%
Maksimali pielaujama + 10% + 50% t 15% + 50%
relativa standartnovirze

Rezultati liecina, ka dazadu jonu signalu attiectbas izkliede atkariba no standartpiedevas
koncentracijas nav bitiska. Jonu intensitates relativa standartnovirze atbilst prasibam, kas ir
noteiktas Eiropas Komisijas I@muma Nr.2002/657/EC. Tadgjadi metodi var veiksmigi
izmantot fenilbutazona atlieku apstiprinasanai. Tas ir loti svarigi, jo vairdkas valstis netiek

pielauta fenilbutazona atlieku klatblitne dzivnieku izcelsmes produktos.




3.5. Gelfiltracijas hromatografijas izmantoSana veteriniro preparatu
atlieku noteikSanai

3.5.1. Gelfiltracijas hromatografijas apstaklu optimizacija

Veicot analitiskds metodes izstradi, tika parbaudita iesp&ja izmantot gelfiltracijas

hromatografijas metodi biologiska parauga ekstrakta attiriSanai no trauc&josam vielam,

nosakot veterindro prepardtu atlieku koncentraciju. Gelfiltracijas hromatografija |auj atdalit

savienojumus ar augstu molekulmasu (taukus un olbaltumvielas) no mazmolekulariem

savienojumiem. Gelfiltracijas hromatografijas apstak|u optimizacija (frakciju tilpuma izvéle)

tika veikta, izmantojot polihlorbifenilu (PHB) maisTjumu ar molekuldaram masam diapazona

200-400 Da. Parsvard veterinaro preparatu molekularas masas arf atrodas $aja diapazona, tapéc

datus ir iespéjams izmantot, lai novértétu metodes kvalititi. Eksperimenta tika savaktas

frakcijas ar intervdlu 3 ml un noteiktas PHB koncentracijas frakcija ar gdzu hromatogratijas

metodi. Rezultati ir apkopoti 15.tabula.

Gelfiltracijas hromatogrifijas frakcijas izvéle

15. tabula

Frakcija, ml | Gazu hromatografijas smailu laukumi, nosakot PHB saturu
frakcija
PHB28 PHD52 PHDI138 | PHDI33 | PHDI8O
22-25 7,2 7.4
25-28 6,9 1.3 44.6 255 28,2
28-31 133.8 141,4 252,8 276,5 308,9
31-34 2417 160,1 281.6 346 397.1
34-37 132,1 889 | 1544 194,2 216 |
37-40 79.8 55,1 97.7 117.5 136.4
40-43 55,9 40,3 66,7 81,1 97.3
43-46 42.1 28,2 47,7 58.6 67.9
I 46-49 27.8 18.5 35,3 42,5 50,9
49-50.5 23,4 115 29,7 39.2 41,5
PHB saturs frakcijas 25- 95,9 96,9 97.1 - 96.7 964
49ml (%)
Frakcija, kas satur 31-34 ml 31-3d ml | 31-34ml | 31-34 ml | 31-34 ml
maksimalo PHB
koncentraciju
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3.5.2. Sulfanilamidu attiriSanas efektivitite, izmantojot gelfiltracijas hromatografiju.

Péc gelfiltracijas hromatografijas apstak|u optimizacijas, izvEl8tie parametri tika
izmantoti sulfanilamidu un trimetoprima hromatografijas efektivitates parbaudei. 1 ml
sulfanilamidu standartskiduma ar koncentraciju 25 pg/ml tika attirits uz gelfiltracijas
hromatografa, savacot 25 ml frakciju. Salidzinasanai | ml standart3kiduma tika at3kaidTts I1dz
25 ml ar etilacetata un cikloheksana maisijumu (1:1). Péc linearitates parbaudes, sulfanilamidu
atglistamiba (R) tika noveértéta, salidzinot eluata un standartS$kiduma absorbcijas (Apims, Apec).

Rezultati ir apkopoti 16. tabula.

16. tabula
Sulfanilamidu atgstamiba, veicot parauga attiriSanu ar gelfiltraciju

'Nr | Savienojuma h, NM A Apc R, %

} nosaukums

' 1. | sulfanilamids 261 0,089 0,096 108

EE sulfadiazins 267 0,125 0,108 86
3. | sulfadimidins 267 0,090 0,044 49
4. | sulfahloropiridazins 272 0,085 0,063 74
5 sulfadimetoksins 269 0,082 0.083 101
6. | dapsons 258 0,047 0,025 33
7 sulfatiazols 259 0,039 0,030 T
8. | sulfametizols 258 0,039 0,034 87

Rezultati rada, ka vidga sulfanilamidu atglistamiba, izmantojot paraugu attirisanu ar
gelfiltracijas ir 79%. Tas liecina par iesp&ju izmantot gelfiltracijas hromatografiju biologisko
paraugu attiriSanai. lesp&ams, ka sulfanilamidu zudumi ir saistiti ar mijiedarbibu starp gela
virsmu un molekulam un absorbciju uz stikla virsmas, Rezultatd notiek smailu paplainasanas

un atglistamibas samazinasanas.

3.5.2. Gelfiltracijas hromatogrifijas izmanto$ana citu veterindro preparitu noteikSanai

Péc gelfiltracijas pielietoSanas sulfanilamidu noteikSanai tika parbauditas arf iespgjas

pielietot o metodi visu 3aja disertdcija izmantoto prepardtu grupu analizei. Eksperimenta tika
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izmantoti desmit steroidu savienojumi, fenilbutazons un levamizols. 17.tabula ir apkopoti dati

- —

par savienojumu atgiistamibu, veicot savienojumu attirisanu ar gelfiltracijas metodi.

17. tabula
Veterinaro preparatu atgistamiba, veicot parauga attirisanu ar gelfiltracijas hromatografiju
Savienojums Absolita atgtistamiba (n=3), %

Dienostrols 79
Heksestrols 65

Dietilstilbestrols 67 I

| 7a-metiltestosterons 117 :

Boldenons 60 I‘
Nandrolons 71
I 7b-estradiols 67
Progesterons 66
Megestrola acetits 60

Medroksiprogesterona acetats 64 I

Levamizols 62 |

Fenilbutazons 114 i

Rezultati rada, ka gelfiltracijas hromatogrifija ir pielietojama visu 3aja darba izmantoto
savienojumu noteik3anai. Kompensgjot dazu savienojumu zemu atgiistamibu ar ieks€jo
standartu palidzibu, metodi var efektivi izmantot gan kvalitativiem méTjumiem, gan
kvantitativam analizém. Nemot vérd to, ka, lietojot S0 metodi panak mazmolekularo vielu

atdali3anu no trauc€jodam vielam, metodi var izmantot arf citu veterinaro zalu analizei.
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SECINAJUMI

I. Piedavan vairaki jaunindjumi. kas iepriek$ nav aprakstiti zinatniskaja literatiira:

s pirmo reizi aprakstita levamizola noteik3anas metode ar gazu hromatografijas —
masspektrometrijas metodi poziGvas Kimiskds jomizacijas rezima un  3kidruma
hromatografyu — tandéma masspekirometriju elektroizsmidzinasanas reZima. Metodém
ir raksturiga augstaka jutiba salidzinajuma ar GH-MS elektronu triecienu rezima;

s piedavata hormonalo savienojumu noteik$anas metode, ar kuru, izmantojot vienu
paraugu sagatavolanas shému, var noteikt stilbenu (dictilstilbestrols, heksestrols,
dienostrols), steroidu {17a-metiltestosterons, boldenons, nandrolons, estradiols,
testosierons, epitestosterons, progesterons, megestrola acetats. medroksiprogesterons
acetals, estriols, estrons, cis-androsterons, hidroksiprogesterons) un rczorcinskabes
laktonu {zeranols, taleranols) atliekas dzivnieku izcelsmes produkcija;

» izstradata nesterotdo pretickaisuma lidzek|u (fenilbutazons. ketoproféns, naproksens,
lenoproféns un diklofenaks) atlieku analizes metode. tzmantojot savienojumu
metil&Sanu ar trimetilsiiiidiazometanu un gazu hromatogrifiju — masspektrometriju:

o izstradata Skidruma hromatografijas — tandéma masspektrometrijas metode, kas lauj
vienlaicigi noteikt trimetoprimu, sulfanilamidu un nitroimidazolu grupas preparatus:

» veterindro preparatu atlieku noteikSanai pielietotds shémas ir izmantotas fentanila
farmakokinétikas pétijumiem;

* cksperimentos paradits, ka gelfiltrdcijas hromatografija ir izmantojama ka unificéta
paraugu sagatavosanas metode vienlaicigai levamizola, fenilbutazona, steroidu un
sulfanilamidu atliekv anahzei.

2. Kopuma 3$aja darbd i izstradatas jaunas metodes 33 savienojumu noteik3anai. Tie
parstav daZadas veterinaro savienojumu grupas: antibiotikas, pretparazitiros preparatus,
augdanas stimulatorus, nesteroidos pretiekaisuma lidzek|us. 1zstradato metozu kvalitate
parbaudita, veicot metodes validaciju un nosakot dazadus metodes parametrus (selektivitate,
linearitate, atgiistamiba, atkartojamiba).

3. lzstradatas metodes aprobétas Valsts Veterinarmedictnas diagnostikas centra Partikas
kontroles laboratorija Latvijas dzivnieku izcelsmes produkcijas kontrolg, nosakot veterinaro
z&lu atlieku klatbimi. Vairak ka 500 paraugu analizu rezultdti kopuma liecina par dzivnieku
izcelsmes produkcijas  nekaitigumu. Tomér dazu  veterinaro zalu atlieku konstaté3ana
(levamizols un progesterons) liecina par nepiccieSamibu turpinat sistematisku kontroli,

1IZmantojot drosas un jutigas metodes.
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V. Bartkevics, G. Kuckovska, J. Gibicetis

LEVAMIZOLA ATLIKUMDAUDZUMU NOTEIKSANA
PARTIKAS PRODUKTOS AR HROMATOGRAFIJAS UN
MASSPEKTROMETRIJAS METODEM

Valsts Veterinarmedicinas diagnostikas centrs
Latvijas Universitate

Levamizols ir antihelmintu preparats, ko pladi lieto veterinarija.

T

Ja levamizolu lieto dzivnieku arstéSanai, ir nepiecieSams laiks, lai drstnie-
ciskais preparits tiktu izvadits no organisma. Ja tas nav ievérots, levamizols ar
dzivnieku 1zcelsmes partikas produkciju var nonikt cilvéka organisma, apdrau-
dot ta imunsistému. Partikas produkcijas nekaitiguma kontrolet nepiecie$amas
drodas un jutigas analizes metodes.

Zinatniskaja literatira levamizola noteikSanai biologiskajds matricds tiek
piedivata gizu hromatografijas metode, izmantojot nepolaras kolonnas DB1 vai
DRBS5, ar fosfora slipckla selektivo detektoru [1, 2] vai masspekirometrisko de-
tektoru elektronu triecienu jonizacias rezima (3], ki ari Zkidrumu hromato-
grafijas metode, lietojot C8 vai C1& kolonnas un UV detcktoru [4, 5] vai mas-
spektrometrisko detektoru molekulird jona (ragmentu skenésanas rezima [6].

Paranga sagatavo$anai galvenokirt izmanto ekstrakciyu ar etilacetatu vai
hloroformu sarmaini $kiduma. Ekstrakta attfrTianai lieto skidruma — Skidruma
ckstrakeyu (1, 3], cietas fazes ekstrakciju uz 18 kolonnas (7] un $kidrumu
hromatogrifiju [5].

Analizgjot levamizola saturu piena ar Skidrumu hromatogrifijas metodi un
UV detektoru, minimala nosakama levamizola koncentricija ir 20—50 g/l [4].
[zmantojot termojonu detcktoru, var panakt jutibu 5 pg levamizola /kg parauga.
[2]. Literatord ir dati par mimimalo nosakimo levamizola koncentraciju 1 pg/l
piena [1]. Bet §a8du augstu jutibu panak ar liclu 1esvaru un ilgstodu, darbietilpTgu
parauga attirisanu. Darba autori 1zmantojudi &ctras pirejas starp organiskiem
§kidinatajiem un tdens {3zi. Metodel nepieciciami licli reagentu daudzumi
(viena parauga analizel 300 ml ctilacetita, 200 ml cikloheksana un 100 ml di-
hlormetana), kas palielina metodes izmaksas, Bez tam, sakard ar sareZ{itu
parauga sagatavolanas procediiru palielinds arf levamizola zudumu vai pie-
sdmojuma lespd)as.

Lai uz{abotu levamizola noteik3anas jutibu un automatiz&tu paraugu saga-
tavoSanas procediras, $ajd p&fjuma tiek piedavata gizu hromatografijas — mas-
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spektrometrijas (GH/MS) metode pozitivas kimiskds jonmizacijas reZima un
skidrumu hromatografija — tandéma masspektrometrija (SH/MS/MS) jonu reak-
cijas skené3anas reZima, paraugu sagatavosanai izmantojot Skidruma - $kid-
ruma ckstrakciju, gelfiltracijas hromatografiju vai cietas fazes ekstrakciju. Ap-
skatiti levamizola fragmentacijas procesi dazidos jonizicijas reZimos un sali-
dzinatas dazadas paraugu sagatavoSanas metodes. Ipasi uzmaniba pievérsta gel-
filtracyas hromatografijai, nemot véra iesp&ju pielietot So procediiru ari citu
veterinaro zalu kontrolei.

EKSPERIMENTALA DALA

Mérfjumu apstikli un izmantotas iekartas. Gizu hromatogrifijas m&rijumi tika
veikti, 1zmantojot firmas flewlett Packard gizu hromatogrifu HP 6890 ar Hewletr Packard
masselektivo detektoru HP 5973 un automiusku paraugy icvadidanas iekartu HP 7683. Gazu hro-
matografijas kolonna: 30 m x 0,25 mm, nekustiga faize DB 5 (0,25 pm slams). Gazhromato-
grifiskas analizes parametri: nes&jgize — helys ar plismas atrumu | cm’/min, injektora
temperatiira 240 °C, parauga tlpums 1 pl. Kolonnas temperatiras programma: 60 °C—240 °C
(30 °C/miin); 240 °C {4 min); 240°C—260°C (10 °C/min); 260°C (4 min). Gazu hromatogrifa
masspekirometra parejas temperatdra 280 °C. Masspektrometra masu ass kalibré3ana un jonu
avola regulésana pozitivas kimiskds jomzdcyas reZimid vetkta ar perfluoro-5,8-dimetl-3,6,9-
trioksidodekanu (PFDTD) pic joniem ar miz 41, 267, 599. Elcktronu energya 156,2 ¢V, jonu
avola temperatdra 250 °C. kvadrupola temperatara 106 °C, spriegums uz efektrodiem 1133 V.

SH/MS/MS mé&Tjumicm izmantols Micromass Quattro 1l masspektrometrs ar triskarso
kvadrupolu sist¢mu, Waters Alliance 2690 tkidrumu hromatografs ar Waters Symmetry C18
kolonnu (3.9x 150 mm, nekustTgas fizes slinis 5 pm). Skidrumu hromatografijas parametr
izokratiskd rezfmi: eluents 60% H,0, 39%% CH,OH, 1% CH,COCOH, analizes laiks 8 min, plis-
mas dtrums [ mi/min un parauga tilpums 10 pl. Masspektrometrijas parametri: pozitivas elek-
triskds izsmidzinatanas jonmizacijas (ES”) refims, jonu reakciju monitorings, 2049 —» 77,9
sken&fanas pirceja, konusa spricgums 35,0 V, sadursmju energija 22,0 eV, spriegums uz kapilira
JS5kv.

Cielfiltracijas hromatografijas eksperimentient 1zmantots Haters firmas siiknis 515, autom3tis-
kais paraugu icvaditys Warers 717-plus, frakciju kolekiors Waters [l un stikla kolonna (1 1x500 mm),
kas pildita ar Bio-Beads 5-X3 gelu. Kustipa fize: etilacetdts/cikloheksins {1ilpuma atliectba 1:1);
plismas dtrums 1 ml/min.

Darbam par standartviclu zmantots levamizola hidrohlorTds (Sigma). Pagatavoti ti pamat-
tkidums metanola (1 mg/ml) un darba 3kTdumi hioroforma (GH) vai kustiga faze (SH) ar kon-
centracipam no 1 lidz 10 pp/ml.

Paraugu sagatavoiana, izmantojot Ikidruma - Skidruma ekstrakeiju. Parauga
iesvaru (10 g vai ml) wevieto centrifigas m&genss, pievieno 5 g beziidens natrija sulfata, 1 ml 50%
KOH skiduma un 15 mi etilacctdta. Homogenizé maksimala airumd 7 min. Horizontala maisTiaja
paraugus maisa 13 min. Centrifugé 15 min ar 3000 apgr/min. Etilacetdta s1ani nolej citd mégens.
Atkarto ekstrakeiyas procediru ar 15 ml etilacciita, Atdala otro etilacctita slini un pievieno
pirmajam. 20 ml iegitd 3kidrd parauga parnes cemtrifigas mégené, pievieno 3 ml 0,5 M HC,
intensivi krata 2 min un tad centnifug? 5 min ar 3000 apgr/min. Atdala ctilacetita s1ani. Udens
514 parnes rd centrifigas magent. Pievieno | ml 50% KOH skiduma un sakrata. Pievieno
100 pl hloroferma, krata 1 min. Izmantojot 100 pl 3lirei, pAmes visu organisko slani 200 p! pude-
mé. letvaicg ITds sausam slapekla plisma. Pievieno 100 pl hloroforma un izékidina samaisot.
Garhromatografiskai anaitzei pemn | ul.

Paraugu sagatavoiana, izmantejot gelfiltracijas hromatografiju. Parauga iesvaram
(5 g vai mi) previeno 3 g bezidens natrija sulfata, 1 ml 50% KOH &kiduma un t5 mi edlacetdta,
Veie levamizola ekstrakeiju, k3 aprakstits icpricks. Atkirto ekstrakcijas procediru ar 15 ml
etilacetdta. Apvieno etitacetata slanus un ietvaic® Iids sausam ar roticijas iclvaic®iju, Iz8kTdina
sauso atlikumu 4 mil ciklohcksana/etilacctata maisTiuma (tilpuma atliccTba 1:1). Pirms izman-
todanas gelfiltricijas hromatograjai skidunu filicd caur 0.45um Millipore Mitlex Tilttu, Filtrite
(L ml} hrematografe ar gelfilteacijas kolonnu. Elugdanas tilpums no 25 ITdz 49 ml (kopa 24 ml).
letvaic€ Skidumu Iidz sausam un 1z8kTdina 100 pl izooktina. Gizhromatogrifiskal analizei nem
1 pl $kiduma,
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Paraugu sagatavoiana, izmantojot cietas fazes ekstrakciju ar Oasis MCX kolonnam.
Parauga iesvaram (5 g vai ml) pievieno 5 g bezadens nitrija sulfita, | ml 50% KOH 3kTduma un
15 ml etilacetita. Veic levamizola ekstrakciju, k3 aprakstits ieprieks. Atkarto ekstrakcijas proce-
diru ar 15 ml etilacetdta. Apvieno etilacetdta slanus. 20 ml iegitd 3kidra parauga parnes centri-
figas m&gen&. Pievieno 5 ml 0,5 A HCI, intensTvi krata ar roku 2 min un tad centrifugé 5 min ar
3000 apgr/min. Atdala etilacetata slani. Cietds fizes ekstrakcijai ar Qasis MCX (sorbenta masa —
60 mg) kolonnu nem 4 m! 0,5 A/ HCl slina. Kondiciong kolonnu ar | ml metanola un 1 ml ddens.
Uznes paraugu (4 ml 0,5 M HCI). Skalo kolonnu ar 1 ml 1 N HCI un 1 mi metanola. Elu# leva-
mizolu ar 2 ml 5% amomnjaka $kTduma metanola. Paraugu ietvaicg un atkariba no detektzSanas
veida iz3kidina 100 pl izooktina vai kustTgas fizes.

REZULTATI UN TO IZVERTESANA

Levamizola masspektra uznemsana

ar dazadam jonizacijas metodém

Lai izmantotu masspektrometriju kvantitativaja analiz un 1zvélétos op-
timilus mé&ridanas apstiklus, nepiecie$ama analiz&jamas vielas masspektra uz-
nemsana. Elektronu triecienu jonmzacijas reZima galvena smaile atbilst 204 Da,
kas raksturo levamizola molekularo jonu. lespgjama levamizola fragmentacija ir
paradita 1. shéma.

I. shéma
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Jona ar masu 176 Da veidofanis ir saistlta ar liazolidina cikla 8kelSanu un
stabila neitrala fragmenta CH,=CH, at¥kelfanos. ST sabrukianas shéma viegli
realiz&jas C—N un C-S saidu nestabilitites d€] [8]. Sakara ar elektronu tnecienu
lielo energiyu, 176 Da jond notick C-N un a-C—C saidu 3kel3anas, veidojoties
stabilarn jonam ar masu 148 Da. ST jona stabilitati varatu izskaidrot ar ta cik-
lizaciju. Jona ar masu 127 Da veidoSanis notiek, $keloties saiter starp diviem
gredzeniem — benzola un 2,3,5 6-tetrahidroimidazo|2, 1 -bjtiazola.

Masspektram, kas 1eglits negativas kimiskas jonizicijas (NKI) ar metanu re-
Z2imd, galvena smaile ir (M—H) . Titad, levamizolam NKJ reZzima vairik rakstu-
rigas protona pameses reakcijas, nevis elektrona satveres procesi. Jona ar masu
148 Da veidodanis varétu notikt [7dzigi ki elektronu iriecienu jonizicijas (ETJ)
Procesa.

Pozittvis kTmiskds jonizacijas ar metanu masspektram ir raksturiga mazika
fragmenticija, salidzinot ar elektronu triecienu jomzichas rezimu. Galvend
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smaile ir (M+H)", kas veidojas protona pammeses procesd. lespéjama fragmen-
ticija ir predivita 2. shéma.
N j 2. shéma
S

Jona ar masu 178 Da veido3anos ietekmé saidu C-N un C-S nestabilitate.
Péc CH,=Cll1; atSkeldanas jons pievieno divus protonus, jo protonu pameses
procesi pozitivis kimiskas jomiziacijas (PKJ) rezimd ir ar lielu varbitibu.
Dotajos apstaklos saites C-§S 3Zkelfanas notiek izdevigak ncka gredzena
atvérianas, tapéc veidojas jons ar masu 145 Da. Jona ar masu 127 Da veido-
sands pozitivas kimiskds jonizacijas rezima notiek lidzigi ka elektronu triccienu
jonizAcijas apstaklos. Talakd jona ar masy 127 Da frugmentacija notiek ar
CH,=CH, at8kelsanos, $kelotics divim - N saitém.

Jona ar masu 163 Da veidoZanis ES™ rezima (3. shema) izskaidrojama ar
C-N un divu o-C—C saidu sabrukSanu,

3. shéma

____________

Loti tesp€jams, ka 163 Da jons stabiliz§as, veidojot piecloceklu ciklu, Jona
ar masu 159 Da veido3ana notiek, atSkeloties CI1,=$ fragmentam. Jons ar masu
145 Da veidojas lidz1gi ka fragmentacyjd pozitivias klmiskis jonizicijas rezima.
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Veicot MS/MS mérijumus, kvadrupola Q; parametr tika uzstaditi ta, lai tas
filtr&tu tikai 205 Da jonus. Reakciju kamera Q; jons ar masu 205 Da sadursmju
ar argona atomiem rezultata fragmenté&jas talak. Fragmentacijas shéma ir visai
lidziga fragmentacijai pozitivas kTmiskas jonizacijas apstaklos (4. shéma).

N 4. shéma
//l\
N s

Saifu C—N un C-~8 nestabilitites del notick gredzena atvériana un CI1,=CII,
atSkel$anas. Jons ar masu 178 Da ir galveni smaile 205 Da skembu jonu mas-
spekird ES' reZima (sadursmju energija 22 eV). Atdkir™hi no pozitivas kimiskas
jonizicijas rezima, 127 Da jons ES” jonizicijas reZima pievieno divus protonus,
veidojot jonu ar masu 129 Da.

K3 redzams no iegutajiem rezultaticm, levamizola fragmentacijas shému
stipri ietekm& jonizicijas veids un jonizicijas energija. Fragmentacija parsvard
notiek 2,3,5,6-tetrahidroimidazo[2,1-btiazola sistema. VisintensTvika fragmen-
tacija ir raksturiga elektronu triecienu jonizicijai. PozitTvis un ncgativas kimis-
kas jonizacijas spektriem ir raksturigs stipri 1zteikts molekulard jona signils,
Elektriskas izsmidzinidanas jontzacijas gadijumid masspektra galvena smaile
atbilst levamizola molekularajam jonam un parsvari ir fragmenti ar lielu mole-
kularo masu, kas liccina par to, ka ES ir maiga jonizicijas metode.

Masspektrometra parametru optimizésana
levamizola notciksanai

I.evamizola standart3kTdums ar koncentraciju 1 mg/ml atkdrtoti tika ic-
vadits gazu hromatografa ar masspektrometru, kas darbojis dazados jonizacijas
reZimos. legiiti tris masspektri, kas atbilst elektronu triecienu, pozitivas un ne-
gativis kimiskds jonizacijas rezimiem. Par salidzinasanas kritériju izvEl&ta mas-
spektra galvends smailes intensitite. Rezultat paraditi 1. att,
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Levamizola masspektra
galvenas smailes
intensitate

Elektronu trieciena  Pozifiva kimiskd ~ Negativa kimiska
Jonizacijas veids
{. att. Levamizola masspektra galvenas smailes intensitate atkariba no jonizicijas veida

Masspektra galvenas linijas intensitate raksturo metodes jutibu. Vislielaka
analitiska signdla intensitate raksturiga kimiskas jonizacijas reZimam. Tas varé-
tu bt izskaidrojams ar levamizola molekulas protongSanas zemo energiju un
Iidz ar to lieliem iznakumiem CH, pozitivas kimiskas jonizacijas procesa. Loti
zema negativas kimiskas jonizacijas analitiska signdla intensitate ir saistita ar
levamizola molekuld esofo atomu zemo elektrontiecksmi. No rezultatiem var
secindt, ka levamizola noteik3anai vispiemérotakie ir elektronu trieciena vai po-
zitivas kimiskas jonizacijas darbibas rezimi. Optimalo metodes jutibu var sa-
sniegt tiedi pozitivas kimiskas jonizdcijas reZima.

SH/MS/MS darbibas optimizésana loti svarigi ir izvélgties tadu potencialu
starpibu uz konusa un sadursmju energiju, lai galvenas smailes intensitite un
Iidz ar to metodes jutiba biitu maksimala. Potencidlu starpiba uz konusa ietekmé
prekursora jona ar masu 205 Da veidoSanos. Eksperimenta noskaidrots, ka
levamizola molekulara jona intensitate sasniedz maksimalo vértibu, ja sprie-
gums ir 35 V.

Sadursmju energija ietekmé procesus, kas notiek reakciju kamera Q,. Jons ar
masu 205 Da sadursmju rezultatd ar argona molekuldm fragment&jas, un ana-
lizes jutibas paaugstina$anas nolikos ir nepiecieSams izvéléties Skembu jonu ar
vislielako intensitdti. Lai paaugstindtu mériSanas selektivitdti, raciondli ir iz-
véleéties Skembu jonu ar lielaku masu, jo tad fona ietekme ir vismazaka. Méri-
jumi liecina, ka 205 Da jona fragmentacija ar sadursmes energiju 5 eV nenotiek.
Skembu jona ar masu 178 Da intensitite ir maksimald pie argona molekulu
energijas 25 eV, bet pie 45 eV 3is jons pilnigi parvérdas fragmentos ar zemaku
masu. Uznemot 178 Da jona signdla intensitates atkaribu no sadursmju ener-
g1jas 20—30 eV intervald, analizei izvEl&ta sadursmju energija 22 eV.

Levamizola identifikacija

Identificgjot savienojumu ar hromatografiskam metodém, par krit€riju
visbieZdk izmanto izdaliSanas laiku. Lai paaugstinatu analizes drosibu, ieteicams
uznemt analiz&jama parauga hromatogrammu, lietojot citas polaritates kolonnu.
St metode prasa vairaku kolonnu izmanto3anu un ir loti darbietilpiga. Masspek-
trometrijas metodes izmantosana lauj vienkar$ot identific@$anas procediiru.

Lai noteiktu levamizola klatbiitni analiz&jama paraugd, uznem masspektru
GH/MS elektronu triecienu jonizicijas reZima. Levamizola masspektram rakstu-
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riga jonu ar masu 121, 148, 203, 204 Da klatbiitne. Aprékina attiecigo linjju 1n-
tensitdti atttecTba pret galveno smaili ar m/z 148,

Elektronu triecienu jonizicijas masspektrometrijas rezultati apkopoti 1. ta-
bula.

{. tabula
Levamizola jonu relativa intensitate masspektra GH/MS
elektronu triecienu jonizicijas reZima (n=10)
Levamizola Relativa intensitite joniem ar m/z, %
koncentricija, pg/ml 121 148 203 204

I 44+12 100 4745 67+16

2 35¢4 100 4714 79+15

5 2643 100 4543 90+10

Rezultati rada, ka atkariba no levamizola koncentracijas mainas arf jonu in-
tensitate. So paridibu var izskaidrot ar fona ietekmi, kas ir liclaka zemam kon-
centracijam. NepiecieSams pievérst uzmanibu jonam ar masu 204 Da, kura sig-
nala intensitate masspektra pieaug lidz ar koncentraciju. Lielas koncentracyas
jonam ar masu 204 Da atbilst galvend smaile. Jonu attiecibas nenoteiktiba sa-
mazinas, pieaugot koncentracijal.

Tatad, nosakot levammizolu ar GH/MS metodi elektronu triecienu jonizacijas
reZima, janem vera preparata koncentracija, t.1. nezindmas smailes masspektru
nepiecieSams salidzinat ar tuvakas koncentracijas standart8kiduma masspektru.

GH/MS mérjjumiem pozitivas kimiskas jonizacijas rezima izvélas jonus ar
masu 127, 204, 205, 206 Da. To relativd intensitate pret galveno smaili (205 Da)
paradita 2. tabula.

2 tabula
Levamizola jonu relativi intensitdte masspekora GH/MS
pozitivis Kimiskis jonizicijas rezimi (n=3)
Levamizola koncentracija, Relativa intensitite joriem ar mfz, %
ng/mi 127 204 | 205 206
0,5 4,9 4.6 100 13,0
1 34 3.8 100 14,9
L5 4.5 4732 100 134
2 33 7 100 15,4
2.5 4,2 4,2 100 13,6
3 4.6 4.4 100 12,5
3,5 4.4 4.3 100 12,7
4 43 4.3 100 12.6
4.3 39 4,0 100 13,0
5 4.0 4,2 100 12,9
Videja atticciba 4,1 4,2 100 13.5
Relativa standartnovirze, % 12 5.8 0 13

Rezultati rada, ka GH/MS mérfjumiem kimiskds jonizdeijas re2ima dazidu
Jonu relativas intensitates atkariba no koncentracijas ir krictni mazika, To var
1zskaidrot ar maziku fona ictckmi uz GH/MS pozitivas kimiskds jomzicijas
mé&rmumiem. Rezultatiem ncnovéro tendenci samazinaties vai paaugslinities
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lidz ar koncentricijas mainu. Stabilas jonu intensitates attiectbas lauj drosi veikt
levamizola notcik3anas procediras.

Rezultate atkirtojamibas un linearitates parbaude.
Minimala nosakama levamizola koncentracija

Laj salidzindtu gazhromatografijas — masspektrometrijas rezultdtu at-
kartojamibu elektronu triecienu un pozitivas kimiskas jonizacijas reZima, hro-
matografa atkdrtoti (n=5) ievadija levamizola standart§kidumus ar koncentraciju
I, 2 un 5 pg/ml. Rezultdti  apkopoti 3. tabula.

3. tabula

Levamizola GH/MS noieik$anas atkartojamiba elektronu triecienu un
pozitivas kimiskas jonizacijas reitmos (#=5)

Relativas standartnovirzes hromatografisko smailu augstumiem,

Levanuzola koncentracija, %
pg/ml T = . o
elektronu triecienu jontzacijas | pozitivas kimiskas jonizicijas
rezims rezims
1 I 5.4
2 12,5 3.2
5 15,1 7.3

No rezultatiem (3. tab) var secinét, ka gizu hromatografijas - masspektro-
metrijas metoder raksturiga samérd liela paralélo mérjjumu izkliede. Masspek-
trometrija atkdrtojamiba atkariga galvenokart no jonizicijas procesu stabilitates.
Pozitivas kimiskas jontzacijas reZima iegito datu labdka atkartojamiba, iespé-
Jams, Ir saistita ar §1s metodes augstiku jutibu. 1.1dz ar to analitiskais signals
viendddm 3kTduma koncentracijim elektronu triecicnu jonizicijas rezimi ir tu-
vik notetkSanas robeZar — rajona , kur gadijuma novirzes ir lielakas,

Iai noteikiv SH/MS/MS metodes rezultitu atkartojamibu, tika izmantots fe-
vamizola standarnSkidums ar koncentricyu 5 ng/rnl. Relativa standartnovirze
5 atkartotiem mérfjumiem (smailu laukumiem) ir 6,8%. Nemot véra loti zemo
Skidumu koncentraciju, var izdart secindgjumu par SH/MS/MS mérijumu Jabaku
atkartojamibu, salidzinot ar GIYMS elektronu triecienu jonizicijas rezima.

Gazu hromatogyifijas / elektronu trtecienu jonizicijas masspektrometrijas re-
zultitu inearitates parbaude veikta, uznemot hromatogrammas levamizola stan-
dartikidumiemn ar koncentracyu 1, 2, 5 un 10 pg/ml. Korelacijas koeficients &
linedrai kalibré3anas taisnei, kas tegiita ar GH/MS melodi elcktronu triecienu
Jonizacijas reztma, ir 0,991, kas ir pietickami labs radiifys, nemot verd metodes
atkartojamibu,

GH/MS pozitivas ktmiskds jonizacljas reZImi iegito kalibréSanas grafiku
koncentraciju intervalam 0,5—35,0 pg/ml vislabik apraksta otras kartas polino-
ma vienddojums y' = 14009x% — 863,38x + 39222, Korelacijas koeficients R* 53ja
gadijuma ir 0,993, KalibréSanas grafika nelincdrais raksturs darba koncentriciju
diapazond ir helikais 31s levamizola notetk&anas metodes trikums. Probléma
atristndma, veicot kalibrésanu vairikim koncentricyaIm un katry mé&risanas vetzi
pirbaudot linijas stabilititi. Aprekinus var veikt, izmantojot otras kartas polino-
ma analitisko vicnadojumu vai linedro vienddojumu intervalam starp diviem tu-
viakiemn kalibréianas grafika punktiem.
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SH/MS/MS kalibrésanas grafika konstrug$anai izmantoti standart3kidumi ar
koncentracijam 0,1; 0,5; 1,0; 5,0; 10,0; 20,0; 50,0 ng/ml. Kahbré3anas prafiks ir
taisne ar korelacijas koeficientu R* = 0,998.

Minimald nosakama levamizola koncentricija noteikta no attiecibas signals /
fons =3. GH/MS mérijjumos pamatlinijas fona svirstibas levamizola 1zdalidanas
laika intervala gan elektronu triecienu, gan pozitivas kimiskas jonizacijas re-
Zimos ir 50 vienibu robeZds. Lidz ar to levamizola minimald nosakama dau-
dzuma hromatografiskas smailes intensitate ir 150 vienibas. Minimala nosakama
levamizola daudzuma noveértésanai 1zmanto formulu

Cin ™ (5o Mandass P Candars
Lai p&c iespé€jas precizak novert&tu metodes jutibu, nepiecieSams izmantot ze-
mikas koncentracijas standart$kiduma mé&Tjumu rezultatus. Lietojot So formulu
un kalibré3anas grafiku datus, iegist sekojosas minimalas nosakamas levami-
zola koncentracijas:

GH/MS ETJ rezima:  Cuin= (150/1014)x1 = 0,14 pg/ml = 140 ng/ml;
GH/MS PKJ rezima:  C,,;, = (150/8399)x0,5 = 0,0089 pg/ml = §,9 ng/ml.
Ar SH/MS/MS minimala nosakami koncentracija

Cain= (3/15,63)x1 ng/ml = 0,19 ng/ml.

Parrekinot 30 koncentraciju uz levamizola saturu produktos, ja noteik3anu veic
atbilstosi ieteiktajai metodes, 1egist $adas metodes jutibas: GH/MS ETJ 1,9 pg/kg,
GH/MS PKJ 0,12 pug/kg, SH/MS/MS 0,0025 pg/kg. Literatara lidz §im noradi-
tas $adas robeZkoncentracijas: 20 pg/kg piena ar $kidrumu hromatogrifijas me-
todi [4], 5 pg/kg aknu ar GH/MS metodi ETJ rezima [3], | pg/kg piena ar GH
un slipekla - fosfora selektivo detektoru [1]. Ql,{idrumu hromatografijas metodes
jutiba, lietojot UV detektoru, levamnizola standartdkidumam ir 170 ng/ml {9].

L.evamizola paraugu sagatavo§anas metoZu izstriade

Laj izstraditu paraugu sagatavoianas metodi, kas biitu pielictojama péc
icspéjas lielikam savienojumu skaitam, $aja pétijuma parbauditas universilas
metodes: gelfiltracijas hromatografija un cietas fazes ekstrakcija.

Gelfiltracijas hromatogrifija [anj atdalit savienojumus ar augstu molckularo
masu no mazmolekuliriemn savienojumiem. Gelfiltracijas hromaitogrifijas ap-
stiklu optimizicija (frakeiju tilpuma i1zvEle) veikta, 1zmantojot polihlorbifermlu
(molekuldre masu diapazons 200—400 Da) maisjumu. Izvelotics frakciju
tilpumu 24—49 ml, polihlorbifenilu desorb&jamiba (izdalianis no kolonnas) ir
90—95% robeZas. Pielietojot gelfiltracijas hromatogriafiju paravgu sagatavo-
Sanai, konstatéts, ka absoliita desorbgamiba ir tikai 62% (n=5). l.evamizola
zudum ir saistiti ar td adsorbenyu uz stikla un vielas zudumiem, ietvaicEjot
paraugu. Gelfiltracijas hromatografijas metodei ir raksturiga laba atkartojamiba
(6,9% piecos mérjjumos). Nemot veri to, ka, lictojol 30 metodi panak mazmo-
lckularo vielu atdaliS8anu no traucCjodiam vieldm, metodr var 1zmantot art citu
veterinaro zilu analizei.

Cietds fizes ekstrakeija ar Qasis MCX kolonnu ir pelictojama bizisko sa-
vienojumu noteikanai, jo §aja kolonni ir sorbents ar apgricztas fazes un katjonu
apmainas funkcionalim grupim. Saja darbd parbaudita iespéja izmantot §is ko-
lonnas levamizola notetk$anai. Tika konstatéts, ka levamizola absolGta desorbe-
jamiba no Oasis MCX kolonnas ir 71% un mérmumu atkartojamiba ir 10%
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(n=3). Metodei raksturigs neliels reagentu patérins, ta ir itra un &rta izmanto-
Sand, salidzinot ar Skidruma - $kidruma ekstrakciju. Pateicoties sorbenta selek-
tTvim Tpa$ibdm, Oasis MCX kolonnas efektivi attira paraugu no trauc&o3im
vielam (2. att.).

Signila intensitate,

iv.
lon 205.00 (204.70 to 205.70). MCX_ST10.D

1000

800 893

3 88848¢

T T T T R T Ty ———r—T —
500 550 600 650 7.00 7.50 800 BS50 900 8950 10,00 10.50

Laiks, min

2. att. Aknu paraugs ar levamizola standartpiedevu 10 ng/g péc attiriSanas ar Oasis MCX kolonnu.

Levamizols dzivnieku izcelsmes produkcija

Valsts veterinaro zalu atlikumdaudzumu kontroles programmas ietvaros
levamizols tika noteikts 40 galas un 100 picna paraugos no dazadam [.atvijas
kautuvem. Paraugi tika uzglabati —18 °C temperatiira. Levamizola klatbGtne tika
konstat&ta septinos paraugos — ciku un liellopu aknas. Pargjos paraugos leva-
mizola saturs bya zem minimalas nosakamas koncentracijas. Visliclakd novéro-
ta levamizola koncentracija ir 20 pg/kg. ST koncentracija ir mazaka nekd mak-
simali piclaujamais levamizola saturs produktos, kas noteikts Eiropas Savieni-
bas valstts (100 pg/kg). No masu pétijuma rezultitiern var secinat, ka, ta ka le-
vamizolu pladi pielieto Latviji, ir nepicciciams turpinit 31 veterinira preparata
satura kontrolt dzivnicku 1zcelsmes partikas produktos.

Secindjumi, [. [zpétita levamizola molekulas fragmentacija daZados
jonizacijas reZimos, |.evamizola fragmentacija pirsvara notiek 2,3,5,6-tetra-
hidroimidazo[2,1-b]tiazola gredzena un ir stipri atkarTga no jomzacijas veida un
encrgijas. Nemot vérd levamirzola molckulas fragmentu intensitati masspektra,
izvelet optimalie joni analizel jonu monttoringa re?Tma.

2. STI/MS/MS levamizola noteiksanas metodes optimalic parametri ir parcjas
205Da— 178Da skenciana, potencidlu starpiba uz konusa 35 V un sadursmju
energiya 22 eV. Levamizola noteikSanai optimalie ir joni ar masu 121, 148, 203,
204 Da GH/MS metoder ETJ reZzima un 127, 204, 205, 206 Da GH/MS metodei
PKJ reZzima.

3. Jonu intensitates attiecibas GH/MS PKJ rezima nav atkarigas no levami-
zola koncentracijas (0,5—5 pg/ml). Veicot levamizola picradiZanu ar GH/MS
ETJ rezima, janem vEra levamizola koncentracija.

4. SH/MS/MS un GH/MS PKJ mé&rjumu relativas standartnovirzes ir no 3
Iidz 8%. GH/MS mé&rfjumiem ETJ re?Tma ir sliktaka atkartojamiba. GIVMS
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metode PKJ rezima lauj uzlabot levamizola noteik3anas jutibu no 140 ng/ml
(GH/MS ETJ) lidz 8,9 ng/ml. SH/MS/MS metode raksturojas ar augstako lidz
$im literatiira aprakstito jutibu — levamizola minimala nosakdma koncentracija
ir 0,19 ng/ml.

5. Izstradatas jaunas paraugu sagatavosanas metodes, izmantojot cietas fazes
ekstrakciju un gelfiltricijas hromatografiju. Sis procediiras ir iesp&jams automa-
tiz&t un pielietot arf citu veterindro zalu analizém.

6. Levamizola klatbutne tika konstatéta septinos no 140 parbauditiem aknu
paraugiem. Vislielaka novérota levamizoela koncentracija ir 20 pg/kg.
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V. Bartkevils, G. Kufkovska, J. Gibietis

ANALYSIS OF LEVAMISOLE RESIDUAL AMOUNTS
IN FOOD USING GEL PERMEATION CHROMATOGRAPHY,
GC/MS IN PCI MODE AND LC/MS/MS

SUMMARY

This publication is dealing with determination of levamisole residual
amounts in animal orgin products with chromatographic and mass spectro-
metric methods. Mass spectra of levamisole obtained using different ionization
methods (EI, PCI, NCI, electrospray) and possible levamisole fragmentation
patterns are considered. Optimization of analytical methods for detection of
levamisole is performed with regard to achigve the highest sensitivity level of
analysis. Main charactenstics of the GC/MS ElL, PCI and LC/MS/MS methods
(lincanty, reproducibility) were compared. Possibility of using of gel permeation
chromatography and Oasis MCX solid phase extraction procedures for the
sample clean-up is described. The presence of levamisole in 7 liver samples
(from 140 samples tested) was established. The found concentrations of this
potential harmful compound were below the maximum allowed content,

B. Baprkesu, I'. Kyurkonckas, A. Fnonerne

OIIPEAEJEHHE OCTATOYHBIX KOJTUYECTB IEBAMH3O0JIA
B IMMMOJAYKTAX JKHBOTHOTO NMPOHUCXOHJAEHHA METOIAMH
XPOMATO-MACC-CTIEKTPOMETPHH

PESIOME

ﬂaHHaﬂ n)’ﬁIIHKalIHH NMOCBAWCHA ONPEACNEHHIO OCTATOUYHBIX KOJIH-
YeCTB JICBAMH30ONA B MPOAYKTAX AHMBOTHOTO MPOHCXOMJICHHH MCTOOAMH XpO-
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MaTo-macc-cnekTpometpun. PaccmoTpeHa ¢parMeHrauus jgesaMu3ona rpu pas-
NHYHBIX pexxUMax HOHU3aLHHK. [IpoBeneHa oNTHMHU3ALIMS YCIOBHI aHaIMTHYEC-
KOro Meroja onpeaefieHus IeBaMMU30Ma C LEIb0 YNYYLUEHHUs 4yBCTBHTENbHOC-
TH ananu3a. CpaBHEeHbl OCHOBHbIE [1apaMeTpbl METO0B ra30BOH M HJIKOCTHOMH
Xpomaro-macc-cnekTpoMerpii. OnucaHa BO3MOXKHOCTb IPUMEHEHHA renb-puiib-
TpauMOHHOH Xpomarorpaduu u TBepaoda3HO# IKCTPaKLMHK U1 OYHCTKH 0bpa3-
ua. Hanuwuue nesamwusona noareepxkaeHo B 7 obpaszuax nedeHd u3 140 npo-

BEPEHHbLIX 00pa3LOB.
lesniegts 18.01.2002
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Analltiska Kimija
V. Bartkevics, J. Gibietis

DETERMINATION OF RESIDUAL PHENYLBUTAZONE

IN FOOD PRODUCTS USING
GAS CHROMATOGRAPHY - MASS SPECTROMETRY

State Veterinary Medicine Diagnostic Center,
University of Latvia

Phenylbutazone (PBZ) is a drug of the pyrazolone group related to the
nonsteroidal antiinflammatory drugs (NSAID).

N .
CHy
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These drugs possess antifever, antirheumatic and antiinflammatory activity.
According to the literature data, 93% of veterinarians use nonsteroidal anti-
inflammatory drugs for the treatment of animals, 60% of veterinarians apply
medicine more than once per weck [1]. Taking into account the long elimination
half-life of drug in animals (in plasma - from 30 to 80 h) a high possibility of
occurrence of phenylbutazone residues in animal origin food products exists.
The restdues of this medicine exhibit serious harm for human health because of
possibilities to cause an aplastic anemia or some allergic reactions even at very
low exposure levels.

Taking into account the toxicity of phenylbutazone there exists an actual
need to claborate a sensitive and reliable method for deterrmination of residual
quantitics of phenylbutazone in food products — meat and milk. High-per-
formance liquid chromatography with UV-detection 15 widely used for deter-
mination of phenylbutazone [2, 3]. (Gas chromatography with mass-spectro-
metric detection has been used for confirmation of results [4, 5]. Urine or serum
samples are tested for the drug, and detection limits vary from 500 ng/mi [3, 4]
to 35 [2] and 20- -50 ng/ml [5, 6].

In order o apply the elaborated analytical method for the control of animal
origin food products it is necessary to improve scnsitivity of the method (at lcast
up to 5 ng/ml (ng/g)). Gas chromatographic  mass-spectrometric (GC MS)
determination of drug preceded by sample preparation using liquid — Hquid
extraction is proposed in this paper. The fragmentatton of phenylbutazone using
different 1onization modes and different dernivatization paths is evalvated. Dif-
ferent characteristics of the analytical method, such as lincarity, reproducibility,
precision and detection limit are checked.
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Fig. I. Mass spectrum of phenylbutazone obtained by GC-MS from a pure solution a) electron impact ionization mode; b) positive ion chemical ionization



EXPERIMENTAL

Materials and equipment. Analyses were performed on a HP 5973 quadruple mass
spectrometer coupled to a HP 6890 gas chromatograph (Hewlett Packard) cquipped with DB 5
fused silica column {30 m x 0.25 mm i.d., 0.25 um). Conditions of gas chromatographic analysis:
carrier gas — helium (flow rate 1 con*/min), injector temperature 250 °C, temperature of GC-MS
interface 280 °C, column temperature program: 100 °C (isothermic, 4 min); 100 °C —»280°C
(gradient 15 °C/min); 280 °C (isothermic, 20 min), sample volume | pl. Calibration of mass-
spectrometer and regulation of ion source parameter in electron impact mode was performed
using perfluorotributylamine (PFTBA) as internal standard.

Standard commercial phenylbutazone (Aldrich) was used for preparation of stock solution in
dichloromethane with concentration | mg/ml and process solutions in dichloromethane with
concentrations from 0.01 to 1 pg/mi.

Sample preparation using liquid — liquid extraction. Sample (5 g or ml} was placed m
50 ml polypropylene centrifuge tubes and anhydrous sodiumn sulfate (3 g), 2 M solution of H,50,
{1 ml) and a-hexane (10 ml) were added. The mixture was homogenized using Ultra-Turrax for
2 min, then shaken in horizontal shaker for 10 min, centrifuged for 10 min at 3000 rpm. Then
5 ml of hexane layer were transferred to 10 ml glass centrifuge tube and 0.5 M NaOH solution
(2 mi) was added. After shaking for 2 min the mixture was centrifuged for 5 min at 3000 rpm.
Hexane layer was discarded, 2 M H,S0,; (1 ml) was added to water phase and the tube was
shaken. Then dichloromethane (4 ml) was added and mixture shaken by the hand for 2 min. The
water phase was separated and the dichloromethane layer evaporated to dryness in nitrogen flow
at 40 °C. The dry residue was dissolved in 100 pl of dichloromethane and 1 pl of the obtained
solution was injected in GC-MS apparatus.

RESULTS AND DISCUSSION

Fragmentation of phenylbutazone
in electron impact and
positive ion chemical ionization modes

The mass spectra of phenylbutazone in electron impact and positive
chemical ionization modes are shown in Fig. 1.
Mass spectrum obtained using the positive ion chemical ionization mode
shows that only insignificant fragmentation of phenylbutazone molecule occurs
and mostly adduct ions are observed. So the ions [M+C,H;]" and [M+C;H;]"

Scheme |

NH=N N—HN"

183 Da 252 Da 77 Da



ionization mode. The structures of the main ion fragments and the possible
paths of fragmentation observed applying this ionization mode are shown in
Scheme 1.

Based on the intensity of peaks in mass spectra the ions with masses of 183,
256, 308 and 309 Da were chosen for analysis in the electron impact 1onization
mode and ions with masses of 120, 309, 337 and 349 Da — for analysis in the
positive 1on chemical ionization mode.

Phenylbutazone
derivatization studies

Although the properties of phenylbutazone molecule allow performing
a direct analysis by the gas chromatography, derivatization studies were per-
formed in order to evaluate the possibilities to elaborate multi-residue methods
for simultaneous determination of phenylbutazone and other compounds from
the NSAID group (diclofenac, ketoprofen, naproxen, piroxicam). These acidic
compounds should undergo derivatization prior to the gas chromatographic
analysis. Silylation with bis(trimethylsilyl)tnfluoroacetamide (BSTFA), me-
thylation with a methanol — sulfuric acid solution, propylation with BF; /
C;H-OH and butylation with BF, / C;H4OH were chosen. Possible derivati-
zatton reactions are shown in Scheme 2.

CeH
CGHS\ / &S Scheme 2
N—N
0 Z ~oH
/ BF 3/C,HgOH 1 BF3IC3HTO\ H,S0,,/CH;0H
CEHS\\ /CEHS CGH5 /CsHs CGHS /CGHs
N\
N—~N “N—N N—N
o /7 TN0C g o S ~ocH, O 7 T~0CH,
|
CaHo C4Hg C4Hg

The experiment shows that no reaction occurs using the silylating reagent.
Gas chromatographic analysis of mixture from methylation reaction reveals the
presence of methylated and unchanged phenylbutazone (chromatographic peak
area ratio CH;-PBZ / PBZ = 1.7). Consequently, the peak area ratio for C;H;-
PBZ and unchanged PBZ is 0.38 and that of CsHs-PBZ to unchanged pheny!-
butazone 1s 0.27. The obtained results show that derivatization reaction pro-
ceeds less efficiently with increasing the length of alkyl chain. The steric factors
determine the absence of analytical use of propylation and butylation reactions.
Use of bis(trimethylsilyl}tnfluoroacetamide leaving phenylbutazone molecule
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intact or methylation after optimization of reaction conditions reveals the pos-
sibilities to elaborate a multi-residue method for determination of some other
NSAID group compounds.

Choice of solvents for extraction and selectivity of the method

The feature of phenylbutazone molecules to distribute differently bet-
ween the organic and water phases at different pH 1s used in the elaboration of a
sample preparation method for the determination of phenylbutazone. Hexane,
ethyl acetate and dichloromethane were tested for these procedures. Hexane was
found to be the most appropriate solvent for extraction of interfering com-
pounds (mostly fat) from alkalified water phase, and dichloromethane — for
extraction of phenylbutazone from acidified water phase.

Selectivity of the elaborated method is demonstrated in Fig. 2.
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Fig. 2. Chromatogram of spiked meat sample containing 50 ng/g of phenylbutazone overlaid on
chromatograrn of blank meat sample

Linearity and sensitivity
of the method

The GC-MS analysis of standard solutions of phenylbutazone in con-
centration range 10—1000 ng/ml reveals good correlation between the peak
height and phenylbutazone concentration (R® = 0.998). The detection limit of
phenylbutazone in standard solutions using electron impact ionization mode is
10 ng/ml (calculated from signal-to-noise ratio of 20 ng/ml PBZ solution). GC--
MS measurements performed using the positive chemical 1onization mode sho-
wed that this mode ts 5 times less sensitive, so only electron impact ionization
was employed in further experiments.

Calibration on matrix showed good linearity for samples containing phenyl-
butazone in concentrations of 5, 10, 20, 25 and 50 ng/g (R* = 0.998). Absolute
recovery for contaminatien level of 50 ng/g was 79.7%. Sensitivity of method 1s
demonstrated by analyzing samples containing phenylbutazone in low con-
centrations (Fig. 3).

Intensity of phenylbutazone peak on chromatogram of sample of meat spi-
ked with phenylbutazone at concentration of 5 ng/g and signal-to-noise ratio
shows that the detection limit 1 ng/g is characteristic for the proposed method.
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Fig. 3. Chromatogram of spiked meat sample (PBZ concentration 5 ng/g)

Confirmation of presence of phenylbutazone residual amounts

In order to check the possibility to confirm the presence of phenylbut-
azone in animal origin food products the ratios of different ions at different
residual drug concentrations were measured. Results are summarized in Table.

Ratio of ions used for the selected ion monitoring GC-MS

Phenylbutazone content Relative abundance of ions, %

ng/g 183 Da 252 Da 308 Da 309 Da

5 54.0 9.9 213 8.8

10 543 9.9 26.9 89

20 58.1 6.8 28.3 6.8

25 58.0 6.4 28.8 6.8

50 56.9 6.2 30.1 6.8

Average abundance of ions, % 56.3 19 28.3 7.6
Relative standard deviation (RSD) 31.5% 24.3% 4.5% 14.7%
Maximum permitted RSD for +10% +50% + 15% * 50%

variation of ion abundance

As follows from the Table, variations of intensity ratio of different ions in
mass spectrum are not significant. Relative standard dewviations of ion inten-
sities comply with the limits set in EC decision No. 2002/657/EC. Thus the pro-
posed method could be successfully used for confirmation of presence of
phenylbutazone residual amounts in natural products. Importance of this method
parameter 1s emphasized by the fact that in many countries PBZ residue level in
food has zero tolerance.

Conclusions. |. Pattern of the fragmentation of phenylbutazone mole-
cule under different ionization modes 1s proposed and optimal ions for GC-MS
analysis in the selected 1on monitoring mode are chosen.

2. Derivatization studies of phenylbutazone molecule are performed in order
to elaborate a multi-method for the determination of nonsteroidal antiinflam-
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matory drugs. The methylation reaction gives the best yield of derivatives
amendable for gas chromatography.

3. The elaborated GC-MS method for the determination of phenylbutazone
is selective, linear, stable, sensitive (limit of detection | ng/g) and applicable for
the control of animal origin products on presence of phenylbutazone residual
amounts. Stability of different ion ratio makes this method reliable for use for
confirmation of presence of residual amounts of phenylbutazone.
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Y. Bartkevics, J. Gibietis

FENILBUTAZONA ATLIKUMDAUDZUMU NOTEIKSANA
DZIVNIEKU IZCELSMES PRODUKTOS
AR GAZU HROMATOGRAFLJU - MASSPEKTROMETRIJU

KOPSAVILKUMS

Publikacija veltTta fenilbutazona atlikumdaudzumu noteik3anas meto-
des izstradei ar gazu hromatografiju — masspektrometriju. Piedavata fenilbut-
azona fragmentacijas shéma dazados jonizacijas rezimos. Izskatita iespéja veikt
fenilbutazona derivatizaciju, izmantojot silil€joSus un alkil€josus reagentus. Iz-
stradata Skidruma - Skidruma ekstrakcijas paraugu sagatavoSanas metode. Veik-
ta izstradatas metodes analitisko parametru parbaude.

B. BaprieBuy, . C'nouernc

ONIPEAEJIEHHE OCTATOYHbLIX KOJITHYECTB ®EHUJIBEYTA30OHA
B MPOAYKTAX dKUBOTHOI'O INIPOUCXOXKIAEHHA
METOJOM 'A30BOH XPOMATO — MACC-CIIEKTPFOMETPHH

PE3IOME

Jannaa nybnukauus noceauicna paszpadoTke MErToga onpeaeneHHs
OCTAaTOYHLIX KOJIHUECTB (PeHHNOyTasoHa B NPOLYKTAX JKHBOTHOI'O NPOHCXOXK-
ACHHUA METOAOM ra3oBOH XpomaTto-macc-cniekTpomerpui. llpeanoxena cxema
¢pparmenTauuy (QeHnndyrazoHa W paccMOTPEHbl BapUAHTBLI HCIOABL30BAHHS
JepUBAaTH3ALHH [J18 aHAJIM3a METOJI0M rasoBoi xpomMartorpadud. Onucan Mc-
TOA JUIS OUYMCTKM OHONOrHueckoro obpa3la ¢ MCMONb30BAHHEM JKHIKOCTHO —
KUIKOCTHON SKCTpakuvH. PaspaboTaHHbIH MeTOA NpuUMEHeH A1 KOHTpPOJIs
OCTATOYHLIX KOJIMYecTs (eHnnbyTazoHa B NpojyKTax >KHBOTHOTO IIPOHCXOXK-
JeHHs.
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animal species.

Course objective. The major objective of this course is to review the
pathology and where appropriate, the etiology, pathogenesis, diagnosis
and control of infectious, neoplastic, iatrogenic, nutritional, and meta-
bolic diseases of laboratory animals. At the completion of this course,
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HBIINIATA KAK MOIEJIb VI HCUIEJOBAHNWA
DAPMAKOKHHETHKH HHBEKIHHOHHBIX ITPEIIAPATOB

H. Bepsuns, I Cmuprosa, B. Tumaee*, B. bapmxesuuc*, H. Byaa**
Huctutyr 6uonoran Jlaterfickoro yausepcrrera, Canacminic

*[ocynapcTeennni NEHTP BETEPHIAPHO-MEHIHICKOR THArHOCTHKHE [TpojosombcTReRBOR

H BeTeprHAPROA Cnyk0b1 Jlareuickod PecryGmixn, Pura

**AO Karvyexc, Pura, Ilatsas

Ilporisenena onesKa NPATOIHOCTA HLITLIAT B KA9ECTBE MONEIH [UIA BCCACA0BARNSA (PAPMAKOKHEETH-
HECKHX NapaMeTpoBR HHBEKIBOHHBIX NPENapaTos, BLABICHL! CXOACTBO H PANHIHA (PapMAKOKHHETHKH
chenTaprna B opragA3Me Kpbic ot Pentanan (AO Kaasyexc, JIaTRHA) BROQKHTR XHBOTHBIM
HOAKOXHO B fode 100 Mer/kr. [lugaMBKy CONCpKARRA HEMIMEHEHRONO (DEHTAHRANA B IUIAIME KPOBH Yepel
OnpenenenHbie POMEXYTKH BPEMEHE OIIPEACIE MOTAQHIEPOBARELIM METONOM BBICOKOI((DEKTHREOR
WKHIKOCTHOR XPOMATOIPathiH B CONETAHHN ¢ TARJEMEOR Macc-cnekTpoMeTpred. Cornacuo nonyueEbM
JIAHHBIM, NOCTE BBEACHAA KPBICAM B IBIUINTAM (DEHTAHI B OIMBAKOBLIX MOMSPHBIX KOMHYECTRAX OCHOBHBIE
thapmakokmneTHYICCKRe NapaMeTps! npenapata (AUC, T, C . Cl) y nsyx Buios HCCIEOBAREBLX
KHBOTHBIX HMENH GJHIKHE BETHYHHBI, YTO CBHICTEALCTEYET O BOIMOXHOCTH HCNOMLIOBAHES MBULINT
B Ka9ECTRE MOJICNH HAPSITY C MPhIIYHAMH,

Knwueswsie cnopa:denmanin, Papmaxokunemurd, Mo0eib NQ KUGOMHBLY, {BNAZMA, KPbICH

CHICKENS AS AN ANIMAL MODEL FOR THE INVESTIGATION
OF PHARMACOKINETICS OF INJECTION FORMULATIONS

N. Berzina, GG. Smirnova, V. Titaev*, V. Bantkevichs*, [. Bula**

Institute of Biology of Latvian University, Salaspils

*Republic of Latvia Food and Veterinary Service State Veterinary Medicine Diagnostic
Centre, Riga

**JSC Kalceks, Riga, Latvia

The aim of this work was Lo assess the suitability of the chickens as an animal model for investigation
of the pharmacokinetics of injection formulations, to determine the similarities and variations of the
pharmacokinetics of fentanyl in rats and chickens, Fentanyl produced by JSC Kalceks (Latvia) was adminis-
tered subcutaneously at a dose of 100 ug/kg. The dynamics of concentration of unalterable fentanyl in
plasma in a definite time periods were determined by HPLC in combination with tandem mass spectrometry
method. Our data demonstrated that basic pharmacokinetic parameters of fentanyl (AUC,, T_, C..i
C1)in rats and chickens are in close agreement. These results indicate that the chickens would be used as a
suitable animal model for the study of pharmacokinetics of injection formulations.

Key words: fentany, pharmacokinetics, animal model, chickens, rats

B kauecrse Mogeneit iR HayHlsIX HCCAEAOBANHA  pAl cneunPHYECKHX OCOGEHHOCTER, HMEETCH
HCTIOMLIYIOTCH pauiMumbie Bujtkt Ausothbix [1, 3,  Muoro ob6mero ¢ miexonuraomumi. HauGonee
6, 11], 8 TOM YHCIE Wt ITHIbE, B MEXAHHIME OCHOB-  NIMPOKOE NPHMEHEHHE B JAGOPATOPHBIX YCIOBMAX
HBIX NPOLUECCOB OOMEHA KOTOPBIX, HECMOTPS HA  HANUIA IOMANTHAE ITHIGI, IMABHBIM 06Da3ioM Kyphl,

Correspondence to: N, Berzina, Institute of Biology of Latvian University, 3 Miera St., Salaspils, LV-2169 Lama.
E-mail: nemo.berzina@email.lubi.edu.lv
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B MEHBOICA CTCNCHK — MUICHER # neperena [1, 4],
Hame peero pTHUL ARBDOTCA GOBENTOM HCCAEIO-
Banuit p OGNacTH cpasnHICIBROA (PHIHONOrHN H
TPA AYYICHHE META0OIHIECKHE NPONLCCos, 41O
€8A3ANO € NpACYMCH HM BLICOKOR MHTCICHD-
HOCTBI0 OOMcHa., Kyphl H MHUOKK HCIOIBLIYIOTCA
TAKKE VA POTYYERRA OHOOFHYECKOTO MaTephaa
(TkaHeR B ANTHTEN ), IPOBEAEHAA TOKCHKOMOTHHCC -
KHX TpONEHyp, CuerxH Be30NacCHOCTH M HPeK -
THBEHOCTH dhapManesTHYECKUX [penapatos, a
TAKNKE I TECTHPOBAHKA GEIONACHOCTH CEMbCKO-
xoydicTeeEnol nponyxkiey [4]. B nocacmxee epema
Bee GOMLIICe KOMBYECTEY CENLCKOXOIANCTBE HHLLX
AUBOTHBIX, B TOM YHCHE UBIILNAT, HCOOTBIYETCR &
KAYCCTBE MONENH B JOKTARMMCCKUX HOMITAHAAX
H NpH thiapMaANEBTHILCKOR GNEHKE TPENapaToR.
Japaya AANHOIO HCCACNORAHHA - CPaBHCHWE
OCMOBRLIX (pAPMAKOKHHCTHYECKHX NTAPAMETPOB
¢heHTARMIA ha [IEYX MOTEIBDC KPLICAX, TPATHIHONHO
IlCﬂU"b'}yCMle n 1'10]106“!;1)& 3KC“C[)HME,HTH.X, H
OBIUIATAX.

JinA mHpoKO NPHMEHAEMBIX B KIHHWYECKOH
NMPAKTHKS CHITETHECKEX OfIHATOB, K WHCITY KOTOPLDX
OTHOCATCA PEHTAHINA, XAPAKTEPHER) CYMCCTREHHbIC
PAVIHIHA B (PAPMAKOKBHCTHES H apMaKonia-
wmke [10]. Npofinenma NEKHOCTA GENOMRIYEMEIX
METONOR KOIHYECTRERHONO ONPeCACHRR PAA
ONALTOR A GAONOrMIECKHX 0Gpalnax OCTaeTcA
AUTYANLHOH B B nacToamee apema. [ wnnun-
YECKHN HCChenouaHHA dieHTannna HanGoee 9acTo
NPEMCLAETCA PATHORMMYIIL T Moo | 18], kompri
XAPAKTEPHIYETCA BRICOKOH YyBCTBRTENLHOCTBIO
(20 irfut A IMes KPposr) B OTUOCKHTCIDIORN cne-
OHBHYHOCTLIO, OOYCHOUICITHOR HPCYTCTIHEM B
Kpony MeTAOONKTOS UPENAPATA WIN APYTHX BEC-
MIECTR, OMHIKAX N0 CIPYRTYPC K AHLMAMPYEMOMY.
Merngul ca1onoR xpoMaTorpaddl ¢ MAce-Clek-
TPOMETPHUCCKHM JIETCKTOPOM HIWHKYECR OUIILMH
W3 CAMEDX H3IGH PATCIBHBIX U IYBCTRHTCARMLIX {20
S50 0rdm naEsMEl KPOBH) 1A HIYSERHA PapMaKko-
KHHETHKY (retrtannna (3, 9] Merolittl scoko-
KPPCKTHEHOA RIOKOCTHOA XPOMATOITRTHE LA
DHPEOCACAAA PEHTANANA B NNATME KPOBY €
HCHOMRKIBARUCM YP-aorexropa NP LGMNC BOSTHLE
195-200 1M TRCOGYHIT WIHTEIRHOR ¥ TITERLIGE
auHcTkH 0fpataa (7, 8, 12]. B nocnernne ropu
IHATHTCABHLIA OPOrpEce AOCTHRKYT GRaronapy

IPHMENCIHID HOBOTO [OKONCHHA MICTPYMCHTAM-
Hofi TexmHKn. Henomsiosauke seicox KTHB-
HOM XHIKOCTHOR xpoMarorpadu b CONCTANNN €
TAHAEMHOA Macc-cnekTposeTphell (BIAMC)
ALAACTCA HACANbHLIM JUIA aHamMIa (peuTannna B
CROMHBIX BUONOMMHEEcKux MaTputax [13]. Takm
O0paloM, C MCTOIRNECKOH TOUKH IPSHHA HEAb
HACTOAMETO ACCHEMOBAHNA JaKMMAaCE B BOC-
UPOHIBENEHHH METOI2 TAHIEMRON MacC-CHCKTPO-
METDIHH ¢ WOHHIALMEH B JICKTPOCTIpES A OlIpe-
HEJACHAN HEAIMERERHOro QEHTANHAA B MAaIME
KPORH HCTIBITYEMBLX AHBOTHBIX.

MATEPHAJILI H METOOEI
AHBOTHEIE

B xauecrpe monenn Gun BRISpanel TOROBO-
IpENbic KPbICH! 000ero nona maccodt 150-200r e
BO3pacre 2 Mec. AHHBOTHBLY COREPAATH B OTKPbI-
TOR CueTeme o 6 acobel B knetke (Velaz, Yexan).
B kayecTse mMOACTHNA HCTONLIOBANH OTIHAKH,
Temmeparypa okpysaiomed cpems cocrasmna 25 °C.
JUHTCILHOCTE NEPHONA BPBRLIKAHAA K YCAOBHAM
comepwams 1 ¢yT. Kpuicw waeim ceofionmn
DOCTYN K Ipanrymiposamiony kopmy (TTAG Ipundexc,
Natany) 1 pononposomied soge. [l cpapawTem-
OO WIYIEHHA PAPMAKOKERCTAKY (DCHTANMIA B
KA'IELTRC ETOPOA MOASIH GhUTH BLIGRAME TLULANTA
mopomd Lohman brown saceni 350 r & 30-mconom
soapacTe. st conepxant B GATIPCANLIX
KIETKAX ¢4 CBOOOIHLIM JOSTYTION K KOPMY § BOOC,

BBEOFHUL TTPENAPATA
H 3ABOP OBPAILIOR KPOBIM

Npenapar cesrammna (0.005% nm mme i)
npoitiponcTra AQ Kareyene (Jlaraun} aupovHRM
BEOWATH (TEYIKONII0 A CHRIOKPATION 03¢ 100 MK,
Cogepaanne Heimmmii 3 waMe KpuRn HupeTe-
mann gepea 5, 15, 34, 60, 120, 240 1 300 smu
(y kpuie) guepea 5, 15, 30, 60 v 120 s {y npirmT)
nocne e prenenns (n=2J7). Kpoob watupain s
NPOGUPKH € TEN2PMIIOM: ¥ KPRIC W1 NOTLAILILHOM
APTEPHNL, ¥ LLITTAAT — Y conboq apneprd. O6panim
KpXmh empachyraposum 8 reucnne 10 s npi
3000 obimue. Tleaimy xpasn RO RpoBCOEHNR
anamna xpanwm npu —20 °C,



ONPEOENEHHE QEHTAHUNA
B OBPA3LAX TUTAJMB]

Onpenencane HEeHIMEREHHOTO eHTanmIa B
TadMe Kposs Npopofium Metogom BIAMC.
Jlausmi anaaWTHYeCKHA METO[L ARIAETCA PEIYIIL-
TATOM HCHAMHTCMAION MORH(PHKAINA BATMINPO-
panBorce metona {13]: B aponecce TORTOTOBKH
npo6 BMECTO ABTOMATHYECKOH CHCTEMM LA TBEp-
nodaaoi sxcrpaxnun (TED)} na 96-mynoTHLIX
naarax npumenscTea obpuRag 12-no3nonounan
paxyysnaa kavepa TED. s anamsia wenossio-
Bam 500 M ILTa3MBL KPOBIL.

Jina ouscTRn OGPasoE OT SHACHHBIX KOMNO-
HEHTOB MAAIMEl OIPUMEHANR NATENTOGAHULIE
narponsl (30 mr) gupmer Waters Qasis@ MCX,
CLIA, npencrasimouse cofOi cMech HMojHmLyc-
THIPOHIBHOM CONOMMMEPA ¢ CILTLHLIM KATHOH-
OOMEHHLIM COPOCHTOM.

Cramapnimse pacraopsL H3 oorosfony pacteopa
drerTannna v mevadone {1 mrfmn)} rotosknu
paGoyHE PacTBOPBL ¢ KOHIICHTpaitar 5, 50, 250,
1000 u 5 000 erfmn,

KannGponovuas kpasan. K nasdme xposs
(500 mxn) poGapRARK CTAHNApTHbe paGouue
pacreopst derramima {10-25 yir) pn nocrpoemea
XaHGpOBOTHOA KPRBOR CO CICMYIOLTHMH KOHUIEH-
TpanuAME Npenapara: 0,27 2; 10; 50 # 150 arfmn
UAIMB KPOBH.

IToaroToska olipasua zan anmaawta. flepen
NPOBCAEHHCM AHANHIZ OOPAILBI @Ml KPOBE
PAIMOPIXIBAIN IPH KOMMATHOH TEMIEPaTYpE,
satem uesTpudyruposani npa 3 000 oG/mKn B
Tenerse 10 sam. B 500 mecn meaanr miocrm 10 w0
KOHUEUTPHPOBaANCH (hOCPOpHOR KHCNOTH H
perpaxnsam 30 c.

Cxesa T3, Natpois YCTAHABIMBATH b BAKYYM-
Hy1o Kamepy e TOD 1 akrHBHposam copGerT 1 n
METAHONA, 3a7¢M 1 MA ICHONHIHPOBAHHOH BOIEL
B narpod pnocuap 300 Mkn fonxMcne HAOTO
obpalna mnaiMs B 2 MHH BLIJEPXKUBANH TON
paKyymon mpH 4 Gap. [na ovmcrkn ofipana copGenT
npoMsipama 1 v (.1 1 pacTEOpa COMNOR KHENO-
Thi, A 33TeM — | M1 METANOUE HOA RAKYYMOM NPH
10 Gap. Penranun anwuposany 2 M1 cMECH
MeTanona u 59%-ro pacTeOpa AMMOHNA THAP-
okcuna (95/5, 06./06.) non sakyyMom npu 4 Gap.

JMOAT YNAPHBATM [OCYXA M nOMANCR Oaue npw
40°C p Toxe azora. Ocrarok pacteopar 8 100 wn
McTaHoua, Jates 10 Mxa BBONRTH B xpOMaTOrpa-
DHYUECKYID KONOHKY.

AnanHTiueckoe obopynosanme. Hecik nosanme
APOBOAHIM HA HACTONMLHOM TAHNCM-KEANPYTIONL-
HOM XpoMaTo-Macc-cnexTpomerpe QUATTRO
LC (Micromass, BemxoOpaTanan), cosMemen-
HEIM ¢ cenapaumommasiM MomyneM Alliance 2690
(Waters, CILLA). [na apomarorpaduyeckoro pal-
nemeMua ncnoms3osam konoexy XTerra MS C18
3.5 mum 1 2,1 %100 mm (Waters) npa ckopocTa
noroxa 0,2 ma/ueo.

Perncrpausma g ofipaGorka nanmeix. Mace-
CNEKTPM PUUMTEILCKOTO ¢ /Z 337 H povephnx
nonos ¢ myz 105, 132 w 188 pemcrpuposam &
peXame neKTpocupes. JIeTexTHpopanne TeaIMe-
HCHHOrG (EHTaHEAa B ¢Opa3nax miaMbl NPOBRo-
AN PR TPEX ROYCPHEX HOHAX ONHOBPEMEHHO.
Macc-cnexTpnl 1 xpoMaTorpaMMul oGpainer
npeacTapnens wa puc. 1-3. KanuGposovnas
KpUBas & Imanaione kotmentpaut 0,.2-15G,0 mria
niaIMel AenAerca nunefsoR. Kosddguurnesr
onpenenerga 0,999, Ipenen oGuapyxenunn
seTona cocrapnsul ¥ nr/san mnasse-l. Pervcrpamno
n o0patoTKy NAHALIK TPOBMIAME ¢ HCTIOULIOBI-
HWeM DporpaMMHore oGecneveran Masslynx 3.5,

100 1,94

30 40 5.0

Bpema, vun
Puc. [ XposaTerpamua KoATPOARR0Te 82303 ATy

KPOBR UMRHT
Fig ). Chromaiogram of Bank chicken blood plasma
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Fig. 2. Chromatogram of chicken blood plasma spiked
with 25 ng/ml of fentanyl
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Puc. 3. XpoMaTorpasda ilbimiore O0paita n1uaive
KPoBN QHOAAT 4eped 15 wull uoche omorpaTioro
MOAKOXMODO BELACNAR thenTannia b uose 100 wxr/xr
Frg 3. Chromalogzram of clucken bood plasma wirhin 15 nun
alle) singhe subkulangous administeation of fentanyl at a
dose of [00 pp'kg

Anari hapMAKGKHHCTHYECKHK 1L PaMCTPOR.
Humisinyaminge W cpekeme sasvciug dapmasa-
KAICTAYCCKHX NAPAaMCTpnb 148 Kpeic (n=3} u

ULIAAT (/1=3) PAaCCAUTLIBEAH Wi OCHUBAIHH
NOAYHCHELIX KPHBLIX «KOHNEHTPAUHA~BDEMSA»
[OCKE GIHOKPATHOND HOIKORHON sBCIenus den-
Tanum & 303 100 mer/kr. Ian ouenks cxopersa v
PAVIHIHA KHACTHKH (PCHTUUE B TURIME KPOBH IBYX
BHIOB HHBOTHBIX HCOOMhIOBXH CITYICUHHE HEMO-
BEhiblE PAPMAKOKRRETHUCCKHC napameTpsl [2):

- MAKCHMATHAA KOHIEHTpaIMS B maame (C, ),

- BpeMA KOCTHACHHA MAKCHMARBROA KOHMEH-
pawnn (T ).

-~ MIOMaNs NOX KPHBOH «KORUERTPALHA—
Bpemar {AUC, ), paccwarrannas METOn0M Tpanemy;

— MEpARA NOXYITHMHAALKH (Tm}. paccuMTan-
HLIH METONOM THHEHHOA PErpecchu;

~ oA N0 hapMAKOKHRETHYECKO KpHBOH,
sKkcrpanomponainas to Seckonemoct (AUC, ),
PACCHUTAHHAA METONOM 3KCTPANOIALAY TEpPMU-
HALHAOTD Y9acTKa KPHBOH,

~ oGowA vbbem pacnpenencnua (V)

- obmmi wmpenc (1),

Bce thapMakOKHUSTHYSCKEE BapaMeTps NoA-
BEPTATHCE MATEMATAYECKOA 00paboTxe ¢ Henome-
aosamsem {-recta (P<0,05).

PE3¥NLTATEI H HX OBCYKIAEHHE

CPETHAE JHAYERKA KOHUEHTDAUKN PEHTaHHD
B [LIAIME KPUBH KPHIC H UBIILIAT N0CIE OTHOKPAT-
HOMo MOAKOXKIONO BRCRCHMA npenapara (Ta6n, 1)
GLUEE HEMOMLIORAE] /U ONPCACHCIMA OCAGRULIX
A pMAKOKHHETHYCCKIX TIAPAMeTpOB. Hiyacans
BHIAMHKH KOHICHTPAIMY NPENaPaTa Y %AROTHELX
HBYX RHROS (TR 2) nokaiamy, "o dhe T GhICTpO
BCACKIRALTCA B KPOBB, [RICTHTAA MakCHMARRHOR
KOHUCHTPAOHA B Teqerye 5-15 mug, Cpepnee
Ipakenne napamerpa ¥ kpeic {3902 arian)
110 cpamienuie ¢ uATaMe (28,97 W) xapak-
TEPHIYETCH BIICOKCH BHYTPRRHIOMOR RA[HAGENR-
pocTer — 33,06 w 15,079, cooreeTcTReRNY.
MexBH10BaRA BapHAOCALKGCTE b CPABHENMH ©
BHYTPHBUI0OOR BBIpAKCDA cratee (15,79%) o
ABCTCA CTATHCTHYCCKA NCIMAaumon,

B cpennem pataana B AUC |y KpHe
(1 896,67 wr-saoyma) @ mammr (1 63333 iravnimn)
e npepuiianT 13,39, [[oayucnHLic namnme
CLMETSIATRYIIT, WU 10278 BREIEIHE GUITINHIS
B OAMHAKOLBIA MOCBIPHBLK KAONTH'IECTEAX KPBICAM H



Tatuwua 1/Table |

Konuenrpaunn eHTannna 5 niame Kpopx
KPLIC M ULICIKT OCNE €00 OOKOKPATHOTO
NOIKOXHOre EBeaeHHA B Jo3e 100 micr/kr
(r=3)

Fentanyl concentration (ng/ml) in rat and chicken
blood plasma alter its single subcutzneous
administration at a dose of 100 pg'kg (n=13)

KoBOcwypanys, Ar/M1 aaiMe Kpona

Bpewma, Kpaicss | LsintaTa
MUD | Cpemmec |Cragmapre.. Cpeagee |Cramsapra.
| 3mavense | oncrom. | imavewme | otmeaoca.

5 1508 4,18 11,26 2,42
15 39,01 12,88 28,98 4,37
30 2634 4,61 16,24 3,54
60 3,66 233 14,17 1.92
120 3,19 0,70 1,87 0,32

240 1,00 0,29 - ~

00083 0% - -

ULINAATAM CTENEML B CKOPOCTh abcophuum,
KOMIRYSCTBO A0COPOKPYEMOrD aXTABAOND BEURCTED ~
HEWIMEHCRHOTO (PEHTAHKAA B OPTaHKIME 3THX MH-
BOTHBIX ABLOOTCH OIH3KAMH BETMYARAMY,

Cl,, amu CKOPOCTL OYMMECHUA OPraHKIMa OT
(henTanuma, KmeeT OIHIKHE 3RANCHHA ¥ KpblC B Y
wpeorr — 53,07 u 61,50 se/(Muw - kr), cooTeeter-
BEHHO, PAINHYHR HE ABNMIOTCH CTATHCTHYECKH
IHATUMBIMHE.

OORapyXcHel CTaTHCTHHCCKH LOCTOBEDRBLE
MEXBHIORLIE PAIIRYHR TRKHX EI3HMOCBAIANHBIX
(PApMAKOKHNCTHYECKEX RAPaMeTpos, Kak T u ¥
¥ KpbIC ONH cocTaranior 68,93 muH u 5,24 n/xr, ¥
upremer — 28,57 mun n 2,58 2/xr. 3ro ofycnoe-
AcHRO GoNce AHTCHCHBHBIM [0 CPARHERHIO C
MICKONATAMIHMA METAGONIHIMOM ¥ ITTHE, 970 B
CBOI) OQuEpeNb CBA3AMO ¢ OONEE BLICOKOR TEMITE-
paTypol Tela, TeMREOM GEpesapuranin M abcopl-
MK GHTATEHLHBIX BCIIECTS, HHTCHCHBHOCTRIO
CCPREYHRIX COXPAMERRE, MOPMORAMANLIM COCTOA-
RHEM OpPraHM3IMa, [THTAHHEM, OGPAIOM MHUIAE —
C NOABUXHOCTEI) XHBOTHOTO # Ip. Caenyer
OTMETHTE, YTO MCHBHACBLIE PAMMYHA N0 ITHM
nokazarenaM b Gomemed win Mennmel crenenn

Tabunwua 2/Table 2

Ociosuuie hapMakoKuHerHueckie napnxeTpsl thenmanind ¥ Kpuic (K) B ubmaar (LD
10CAE €10 OIHOKPATIOND 1IBINCKIONO BBeTeHna 8 1ot 100 MEr/kr (n=3)
Basic pharmacokinetic parameters of fentany! afier its single subcutaneous administration

al a dose of 100 pg/kg Lo rats (K) and chickens (1)

(#=3)

CradsapTROS NTIAOASANG |
K l

OrnocitMbuoe drenoperne, Fo

Cpeanet matennc

e T ) T i s
C, . urian 39,02 28,97 12,90 4,37 33,06 15,07
T o MAH 15 15 - - - -
T\ mHH 68,93 28,57 7.84 319 11.37 11,17
AUC | ur-amdan 1 843,33 155333 158,95 228,11 8,51 14,69
AUC  _,or-mvn ] 896,67 1 643,33 184,03 210,79 9,97 12,83
Cl . n{mun - k1) 5307 61,53 5,08 523 957 13,38
F, ufxr 5.24 2,58 0,25 0,713 4,69 28.35




XapaKTepHbl LI BCCX BHAOS J1a00PRATOPHBLX
KHBOTHBIX B CBA3AHLI € PA3THYHOR CTEHEHBIO
cBAIbIBAHKA Npenapata ¢ GENKaMH KpOBU, €ro
PHIUKO-XHMHYECKHMH CBORCTBAMH, cnenupukod
MeT2GOMHIMA JIEKAPCTBE Y AHBOTHOFO, HETHHCH-
HOCTSI0 (PapMaKOKKAETHKE H T. [,

ConocTabneRKe Y KPbIC H LILULTAT TaKHX ¢hap-
MAKOKMHETHYECKHX NAPAMETPOR (DEHTAHMNR, XaK
AUC,, T_..C_.,Cl, ykaisiBaer Ha oTcyTCTBHE
MENTY HHMH CTATHCTHHECKH NOCTOBEPHEIX PAXIH-
umit (npu Ps0,05).

Takum 06pa3oM, NOTYUCHHEbIC JAHHBIE CBMJS-
TEMLCTBYIOT O TOM, YTO NPHE MIYHEHHH 3AKOHOMED-
BOCTE# (PApMAKOKABETHKH MENHKAMEHTOR B
KayecTe MOJIC/H MOIYT ObITh HCONL30OBAHEI HE

TOMLKO KPBICLI, HO H LLULIATA KYP.
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HHTEP®EPOHOBBIA CTATYC H COLEPAKAHHE

B- H T-IHM®OIIUTOB ¥ KJIHHHYECKH 3[I0POBBIX
MAKAKOB PE3YCOB (MACACA MULATTA) PABHOT'O BO3PACTA

B. 3 Aepba, b. A Janun, M. B. Mesenyeea®, . H. Epwos*, H. M. Medsedeaa,
H. B. Kocyxuna, /1. /1. Kapaa-ozabt

HHH mepnnanckoi npamaroncray Poccuiickod AMH, Cown-Anep

*HHH snunemuonorun @ mukpobaonornn uM. H. @, lamanen Poccuiickos AMH, Mocksa

YeTaHoRNeRs! MoKatateH hyHKIHORMPOBARKA palibiX 3Beabes nuTepdeponosoro (MMH) craryca

¥ KIEHHYCCKH J00POBBIX MaKakos pesycon (Macaca mudatta) pasusix BOIPAcTHEX FPYIN B CONOCTARICHHE
€ KOMAMECTBeHusIM cofepxanneM y HrX B- g T-mamcponuron u ux cyGnomymimmi. [Tokalamo, ¥mo no
CPABHEHHIO ¢ MOJIOJILIMA XKHBOTHBIMH ¢ BoapacToM HOH-cratyc y 06c3nan MERSETCH B XapakTepuiyercs
nenpeccued cuaresa HOH-a g HOH-y. 310, 09eBHIR0, CBA3AHO C KONHACCTRCHHBIM YMEHLITCHAEM
hpaxman B-mamonsTos B QYRKIHOIATLELME HAPYIICHRAME T-KNeTOUHOND 3BEHA, PAIBHBAOIMAMECS NP

CTapCHER.

Key words: wuumepgpeponoasii cmamye, H@H-a. HPH-y, B- u T-nusmgpoyump, Macaca mudata

INTERFERON STATE AND B- AND T-LYMPHOCYTE COUNT
IN HEALTHY MACACA MULATTA OF DIFFERENT AGE

V' Z. Agrba, B. A. Lapin, M. V Mezentseva®, F. I Eshov*, N. M. Medvedeva, N. V Kosukhina,
D. D. Karal-ogly

Research Institute of Medical Primatology, Russian Academy of Medical Sciences, Sochi-Adler
*N. F. Gamaleya Research Institute of Epidemiology and Microbiology, Russian Academy
of Medical Sciences, Moscow

Indices of functioning of different sections of interferon (IFN) state have been established for healthy

rhesus monkeys (Macaca mulatra) of different age in comparison with the content of B- and T-lymphocytes
and their subpopulations. IFN-state in monkeys changes with age. Development of depression of [FN-a
and [FN-y synthesis is characteristic of old monkeys in comparison with young animals. Perhaps this is a
result of quantitative reduction of B-lymphocyte fraction and age induced disorders in T-lymphocytes.

Knwuewwe cnona: [FN-state, [FN-a, IFN-y, B- and T-lymphocytes, Macaca mulatta

JUmst MONCITHPOBAIKA TATONOIHYMECKIX COCTOSHMI
HENOBEKA B IKCTICPHMEHTAIBHON METHITAHE MIHPO-
KO HCTIONB3YIOTCA PANHYHBIE BRI mprMaTos [11].
B cuiy HX aHATOMO-(DHIHONOTHYECKONO CXONCTRA
H 3BOMIOUHOHHOR GIMIOCTH K YENOBCKY, PE3yilb-
TATH HCCHCAOBANNA, NONYYEHHLIE Ha OGeIbAHAX,
MOKHO 3KCTPAIONHPOBATD Ha MOACH ¢ MHHHMATL-

Ho#il koppekuued. [ aexsaTHON OMEAKH SKCIe-
PHMEHTANLHBIX IAHHBIX Pa3pabOTAHLI B HIYYCHE
HOPMATHBHBIC MOKA3ATENH (PYHKUHOHHPOBAHHA
PalMUYHBIX PHIHONOTHYECKHX CHCTEM ITHX
KHBOTHBIX, B YACTHOCTH, KapTana kpoeu [10],
aKTHBHOCTh MENOUHON B Kucnod doedatas [1],
OCOBCHHOCTH PAGOTE JMIOKPHHHON CHCTeMEI [2] 1 11p.
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NITROIMIDAZOLU, SULFANILAMIDU UN TRIMETOPRIMA
ATLIKUMDAUDZUMU NOTEIKSANA PARTIKAS PRODUKTOS AR
SKIDRUMA HROMATOGRAFILJAS — TANDEMA
MASSPEKTROMETRIJAS METODI

Valsts Veterinarmedicinas diagnostikas centrs
Latvijas Universitate

Sulfanilamidu grupas savienojumus un trimetoprimu plai izmanto veterinard
medicina, ka antibakteridlus lidzeklus ar kimiski — terapeitisku efektu. Preparatus
pielieto zarnu infekciju un citu slimibu arstesanai. Sulfanilamidus bieZi izmanto arf ka
piedevu dzivnicku baribai. S5-nitroimidazolu grupas preparatiem arl piemTt
antibakteriala iedarbiba, tom&r, pemot v&ra to potenciilas kancerogénas un mutagénas
ipadibas, preparatu izmanto3ana produktivajiem dzivniekiem ir aizliegta.

Pielietoanas gadfjuma So vetenin@ro preparatu atlickas var noklut partika ar
dzivnieku izcclsmes produktiem (galu, pienu) un apdraudet cilveku veselibu. Tapéc ir
nepieciciams  kontroldt %o savienojumu atlikumdaudzumu partikas produkeija,
izmantojot drogas un precizas metodes.

Zindlniska)a lteratard ir pedavatl dazadi  varianbh  sulfanilamidu  un
iimectoprima  noteikianai  dzivnieku  izcelsmes  produkcijd.  Sulfanilamidu
koncentracijas novertéianal var izmantot imunofermentative metodv vai planslapa
hromatografiju [1]. Mikrobiologiska metode sulfanilamidu noteikSanai  nav
pelietojama, jo analizes jutiba nav pietickoa [2]. Preparatu ckstrakcijai no parauga
1zmanto etilacedatu (3, 4, 5], acetonitrilu [6], diklormetanu [7]. Paraugu atfiri3anai no
traucg)osim wvieldim izmanto cictds fazes ekstrakeiju uz C18 sorbenta [7], -NI;
sorbenta [8] vai silikagela [9]. Ir piedaviti du?adi vananti sulfanilamidu detekiésanai.
Augsti cfektivas Skidruma hromatografijas metodes jutiba ir 10-100 peikg [10, 11,
12], gazu hromatografijas - masspektrometnjas metodes jutiba ir 25-50 pg/kg [6].
Nemot vera nepicciesamibuy  pirms merianas  ar  gazn  hromatografu -
masspektrometru veikt sulfanilamidu savicnojumu derivatizaciju, par optimalaku
metodi 0 prepardtu  notetk3anai var uzskatit $kidruma hromatografijas -

masspektrometrijas metodi (SH/MS/MS) [5, 6].



Nitroimidazolu grupas savienojumu noteik3anai literatdrd ir aprakstita
$kidruma hromatografijas [13], gdzu hromatografijas ar slapekla — fosfora selektivo
detektoru [14] un gazu hromatografijas — masspektrometrijas metode [15].

Neskatoties uz témas izklstu vairakas publikacijas, pieecjama literatiira nav
sastopama iespéja veikt paraugu sagatavodanu, izmantojot gelfiltracijas
hromatogrifijas metodi. INav ari piedavits variants veikt paraugu sagatavo$anu, lai
vienlaicigi varétu noteikt trimetoprima, sulfanilamidu un nitroimidazolu saturu.
Izmantojot SH/MS/MS metodes augsto selektivititi, nav nepiecieiams veikt daZas
papildus paraugu sagatavo3anas stadijas, awkiribi no literatlrd aprakstitgjam

metodém [16).

EKSPERIMENTALA DALA

Merijumu apstak]i un izmantotas iekartas. SH/MS/MS merjjumiem izmantots
Micromass Quattro 11 masspekirometrs ar triskarso kvadrupolu sist€ému, Waters Alliance
2690 3kidrumu hromatografs ar Waters Svmmetry C18 kolonnu (3,9%x150 mm, nckustigis
fazes slanis 5 pm). Skidrumu hromatogrifijas parametri izokritiskd reZimi: eluents 30%
CH:CN, 70% H,O, analizes laiks 10 minfies, plismas atroms 0,8 mYmin un paravga tilpums
10 pl. Masspektrometrijas paramctri: atmosferas spiediena pozitivas kimiskas jonizacijas

rezims, jonu reakciju monitorings. Masspektrometra parametri ir apkopoti 1.tabuli.

1 tabula
Savienojumu analizes parametri
Nr. Savienojuma nosaukums ~ Sken@3anas parcjas Sadursmju encriija, cV
1. Sulfadimetoksins 310.8> 1557 15
2. Trimetoprims 290,9>229.8 25
3. Sulfahlorpiridazols 2847 > 155,7 15
4. Sulfadimidins 278,8> 185,7 15
5. Sulfametizols 2708 > 155,7 15
6. Sulfatiazols 255,7> 155,7 15
7. Sulfanilamids 213,7=172,7 8
8. Metronidazols 172,0>128,0 10
9. Ronidazols - 201,0> 1400 12



Gelfiltricijas hromatografijas eksperimentiem izmantots Waters firmas siknis 515,
automatiskais paraugu ievaditajs Waters 717-plus, frakciju kolektors Waters 1 un stikla
kolonna (11x500 mm), kas pildita ar Bio-Beads S-X3 pgelu. Kustigi faze:
etilacetats/cikloheksans (tilpuma attieciba 1:1), plismas atrums | ml/min.

Darbam par standartvielam izmantoti sulfadimidins, sulfahloropiridazins, dapsouns,
sulfatiazols, trimetoprims, ronidazols, metronidazols (Riedel-de-Haen), sulfanilamids,
sulfadiazins, sulfadimetoksins, sulfametizols (Sigma). Par ick3¢jo standartu izmantots

sulfadimidins-d4 (RIVM).

Paraugu sagatavoSana, izmantojot Skidruma — 3kidruma ekstraffciju. Galas
paraugam atdala taukus, 5 g nosver 50 ml centrifiigas megené, pievieno 10 ml acetonitrila,
100 pl iek§&ja standarta ar koncentricije 5 ng/pl un homogenizé ar Ultra — Turrax. Krata 10
min un 10 min centrifugé 3000 apgr/min 15°C temperatira. Ekstraktu filtré caur papira filtru,
kura iebérts nitrija sulfits. Acetonitrila ekstraktam pievieno 15 ml heksana, krata mégeni 10
min un 10 min centrifugé 3000 apgr./min. Atdala heksana slani un ietvaicg acetonitrilu Iidz
sausam slipek|a plisma 40°C temperatira. Sausam atlikumam pievieno 100 pl acetonitrila —
dejonizéta Gdens maisfjuma (30:70). Nosaka veterinaro zaju atlieku koncentraciju, izmantojot
SH/MS/MS.

Paraugu sagatavolana, izmantofot pelfitracijas hromatogelfiju. Galas paraugam
atdala taukus, 5 g iesver 50 ml centrifiigas mégen€, pievieno 15 ml cikloheksina — clilacelata
maistjuma (1:1), 100pul iek3&ja standarta ar koncentraciju 5 ng/pl un homogenize ar Ultru
Turrax. Krata 10 min un 10 min centrifugg 3000 apgr./min 15°C temperatura. Ekstraktu {iltrg
caur papira [iltru, Kurid ieb€ns natrija sulfats, paraugam pievieno v&l 15 ml cikloheksina -
ctilacetita maisijuma (1:1} un atkarto ckstraketju. 30 ml ckstrakta izlvaic€ ar rotacijas
tetvaicetaju (40°C, 235 mbar). Sausam allikumam pievieno 4 ml cikfoheksina — ctilacctata
maisijuma (1:1}, {iltre caur Millex filtru (poru izmérs 0,45 pm) un savac 4 ml stikla pudelés.
Attira paraugu, izmantojot gelfiltracijas hromatogratyu. Ieslédz cluenta plasmu ar atrumu 0,5
ml/min un 30 min laikd lidzsvaro kolonnas gelu ar mobile fazi. Palielina mobilds fazes
pismas atrumu lidz 1 ml/min un levieto paraupus autosamplerd. Atbilstodi autosamplera
programmai, | ml parauga skiduma tiek ievadits kolonna. Frakeiju kolektors savac frakeiju no
24 lidz 49.minutei, kas atbilst mobilis fazes titpumam 25 ml. Kolonnu skalo ar eluentu vienu
minuti un tad ievada citu pataugu. [zZtvaice parauvga frakceiju, sausajam atlikumam pievieno
100 pl acctonitrila — dejoniztta tidens maisjjuma (30:70). Nosaka vetcrinaro 7zaju atlicku

koncentraciju, izmantojot S1/MS/MS.



REZULTATI UN TO IZVERTESANA
Sulfanilamidu un nitroimidazolu fragmenticija, Skidruma

hromatogrifijas — masspektrometrijas analizu apstiklu izvéle

Izstradajot metodi sulfanilamidu, trimetoprima un nitroimidazolu noteikSanai
ar SH/MS/MS metodi, vispirms tika izvéléti optimalakie mérisanas parametri. Saja
noliika veiktas sadas proceduiras:

e uzpemti sulfanilamidu, trimetoprima un nitroimidazolu standartvielu

masspektri,
» analizei izvélets molekularais jons un veikta ta fragmentacija,

e no Skembu joniem izvéléts fragments (jons) ar lielako intensitati (izpemot

sulfanilamidu).
lesp€jamas fragmentacijas shémas ir sadas:

sulfadimetoksinam, sulfahlorpiridazolam, sulfametizolam un sulfatiazolam ir lidziga

fragmentacija:
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Nitroimidazola grupas savienojuma (ronidazols) fragmentacija realizgjas sekojosi:
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Noteikianas metodes parametru pirbaude,
Sulfanilamidu un trimetoprima detektéSanas linearitite

Lai veiktu veterinaro zaju atlieku kvantitativu noteik3anu, ir nepiecieSams
parbaudit attiecigu gradug$anas graftku hnearitati. Tika pagatavoti sulfanilamidu,
trimetoprima un nitroimidazolu standart$kidumi ar koncentracijam 10, 5, 1, 0,5 un
0,1 ng/pl un uzpemtas hromatogrammas. Péc gradugianas grafiku konstruganas
aprékina taisnes vienadojumus un korelacijas koeficientus.

. 2 tabula

Savienojumu detcktéianas linearitate

Nosaukums Standart3kTdumu koncentracija, ng/ul Taisnes vienadojums | Not.
10 5 1 0.5 |0l koef. R?
Smailes laukums

Sulfadimetoksins 3935 2279 365 210 42 y= 588,92x-189,0] 0,987
Trimetoprims 4901 2354 545 371 197 y= 474,34%+ 98,79 0,999
Sulfahlorpiridazols 16971 8006 1165 673 118 y=1712,4x-298 .66 0,999
Sulfadimidins 10875 4702 719 363 77 y= 1090,7x-274,09 0,996
Sulfametizols 16986 6512 117 377 76 y= 1706,5x-391,85 0,992
Sulfatiazols 27233 1116 1818 687 153 y— 2725,9x-848.63 0,993
Sulfanitamids 30812 13961 2642 1441 291 y = 3066,1x-350,13 0,998
Romidazols 1882 995 137 93 17 y = 190,8x-6,44 0,998
Metronidazols F1538 4854 774 369 36 y=1146,4x%-236,5 0,994

No iegltiem datiem var sccindt, ka gandriz visiem nitroimidazoliem un

sulfanilamidiem ir laba linearitate, jo korelacijas koeficienti svarstas no 0,987 Iidx

0,999, Nedaudz sliktaka linearitate ir sulfadimetoksinam (R? = 0,987), sulfametizolam

(R? = 0,992).

Veicot savienojumu gradu€3anu ar matricu (izmantojot standartpiedevas 20, 50,

B0 un 100 ng/g) tika iegatas 3adi gradusanas grafiku noteik3anas kocficienti:

sulfadimetoksins

tnmetoprims

R? = 0,996
R? - 0,995



sulfahlorpiridazins ~ R* = 0,997

sulfadimidins R? = 0,994
sulfametizols R%= 0,999
sulfatiazols R = 0,99
ronidazols R = 0,999
metronidazols R? = 0,994

Lidz ar to sulfanilamidu un nitroimidazolu $kidruma hromatogrifijas — tandéma
masspektrometrijas noteik3anas metodei ir novérojama laba korelacija starp skidumu

koncentraciju un masspektrometra analitisko signalu.

NoteikSanas robeZa :

Saskana ar Latvijas likumdo$anu, suifantlamidu atlieku daudzums dzivnieku
audos nedrikst parsniegt 100 ng/g. Nitroimidazolu klatbiitne partikas produktos nav
piclaujama. Noteik3anas robeZas tika aprékinatas standartdkidumam (c=0,5 ng/pl) un

paraugam ar piedevu 100 ng/g.

3. tabula
Savicnojumu noteik$anas robeZa
Nosaukums StandartikIduma Parangi
Koncentracija, | Signals/ Noteiksanas | Signals/ Noteikianag
ng/pl troksnis, S/N | robeza, ng/pl | troksnis, S/N robea,
(100 ngip) ng/g
Sulfadimetokstns 0.5 10,00 0,15 189 16
Trimetoprims 0,5 30,75 0,05 37,9 ]
Sutfahtor- 0.5 26,69 0,06 21,6 3
piridazols
Sulfadimidins 0.5 57,45 0.03 1001 3
Sulfametizols 0.5 24,98 0,06 76,8 4
Sulfatiazols 0.5 15,82 0,09 128,0 2
Sulfanilamids 0,5 16,41 0,09 29,5 10

Ronidazols 0,5 14,40 0,10 52,69 (S0ngig) 3



Metronidazols 0,5 61,68 0,02 41,10 (S0ng/g} 4

Videja noteik3anas robela, ng/g 7

No rezultatiem var secinat, ka izstradati paraugu sagatavosanas metode ir jutiga

pret visiem darba izmantotajiem sulfanilamidiem, trimetoprimu un nitroimidazoliem.

Gelfiltracijas hromatogrifijas apstiklu optimizacija

Veicot analitiskas metodes izstrdadi, tika parbaudita iesp€ja 1zmantot
gelfiltracijas hromatografijas metodi biologiskd parauga ekstrakta attiriSanai no
traucéjo3am vielam, nosakot sulfanilamidu un trimetoprima saturu. Gelfiltracijas
hromatografija Jauj atdalrt savienojumus ar augstu molekulmasu (taukus un
olbaltumvielas) no mazmolekulariem savienojumiem. Gelfiltracijas hromatografijas
apstak|u optimizacija (frakciju tilpuma izvéle) tika veikta, izmantojot polihlorbifenilu
(PHB) maistjumu ar molekulmasam diapazona 200-400 Da. Sulfanilamidu un
nitroimidazolu molekulmasas ari atrodas 3ajd diapazona, tipéc datus ir iespéjams
tzmantot, lai novértétu metodes kvalitati. Eksperimentd tika savaktas frakcyas ar
intervalu 3 ml un notciktas PHB koncentracijas frakci)d ar gizu hromatografijas

metodi. Rezultati ir apkopoti 4. tabula.

4 tabula
Gelfiltracijas hromatogrifijas frakcijas izvele
Frakcija, ml Gazu hromatografijas smaiju laukumi, nosakaot PIIB saturu frakcija
PHB2§ PIID52 PHD13§ PHDM 53 PHDIL80

22-25 7.2 0 0 0 74
25-28 6,9 11,3 44,6 25,5 282
28-31 133,3 k41,4 2528 276,3 308,9
31-34 241,7 160,1 281.6 346 3971
34-37 1321 289 1544 194,2 216
3740 79.8 35,1 91.7 117,3 136.4
40-43 559 40,3 66,7 31 97.3
43-46 42,1 282 47,7 38,6 679
46-49 27.8 18,5 353 42.5 509

45.50.5 234 17,5 29,7 392 41,5



PHB saturs ftakcijas 959 96,9 97,1 96,7 96,4
25-49ml (%)

Frakeija, kas sator 31-34 mt 31-34 ml 31-34 ml 31-34 ml 31-34ml
maksimile PHB

koncentraciju

No rezultatiem var secinat, ka izveloties frakciju tilpumu 24-49 ml,
polihlorbifenitu atgistamiba (R} ir >95% un tadgjadi 3os gelfiltracijas parametrus var
izmantot arf citu vielu ar 1idzigu molmasu atdalt$anai no lielmolekularam vielam.

Sulfapilamidu at€irisanas efektivitiite, izmantojot gelﬁltrﬁéijas hromatogrifiju.

Pec gelfiltracijas hromatografijas apstakju optimizacijas, izvelgtie parametni
tika 1zmantoti sulfanilamidu un trimetoprima hromatografijas efektivitates parbandei.
1 ml sulfanilamidu standartSkiduma ar koncentrdciju 25 pg/ml tika atfirits
gelfiliricijas hromatografa, savacot 25 ml frakciju. Salidzindsanai 1 ml
standart§kiduma tika at3kaidits lidz 25 ml ar etilacetata un ciklohcksana maisijumu
(1:1). Pec linearitates parbaudes, sulfanilamidu atgistamiba (R) tika novértéta,

salidzinot elvata un standart$kTduma absorbeijas (Apims, Ape.). Rezultati ir apkopoti 5.

tabula.
3. tabula

SulfanilamTdu atgastamiba, veicot parauga at(Tri¥anu ar gelfiltrdciju

Nr [Savienojuma | A,mm Agirms Apee R, %

nosaukuma l

1. sulfanilamids 261 0,089 0,096 108
2. sulfadiarins 267 0,125 0,108 86
3. sulfadimidins 267 0,090 0,044 49
4. sulfahloropiridazins 272 0,085 0,063 74
5. sulfadimetoksms 269 0,082 0,083 101
6. dapsons 258 0,047 0,025 53
7. sullatiazols 239 0,039 0,030 77
8. sulfametizols 258 0,039 0,034 87

Vid&ja sulianilamidu atgiistamiba, % 79



—_——

Rezultati rada, ka vidéja sulfanilamidu atglistamiba, izmantojot paraugu attiriSanu ar
gelfiltracijas metodi ir 79%. Tas liecina par iespiju izmantot gelfiltracijas
hromatografiju biologisko paraugu attiridanai. lespéjams, ka sulfanilamidu zudumi ir
saistiti ar mijiedarbibu starp gela virsmu un molekulim, un adsorbciju uz stikla

virsmas. Rezultata notiek smaiJu papladina$anas un atgiistamibas samazinaSanas.

Secindjumi. Tika izstradata 8kidruma  hromatografijas -  tandéma
masspektrometrijas metode, ar ko vienlaicigi var noteikt sulfanilamidu,
nitroimidazolu un trimetoprima atlickas dzivnieku izcelmes produkcija. Aprakstitas
vienkar§as paraugu sagatavoianas metodes, izmantojot gelfiltricijas hromatografiju

un Skidruma - Skidruma ekstrakciju. Izstradata metode ir selektiva, lineara un jutiga.
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ANALYSIS OF SULPHONAMIDES, TRIMETOPRIM AND
NITROIMIDAZOLE RESIDUAL AMOUNT USING LIQUID
CHROMATORAPHY - TANDEM MASSPECTROMETRY

This publication is dealing with determination of sulphonamides, trimetoprim and
nitroimidazole residues in animal origin products. Simple and sensitive method for
simultaneous determination of these compounds using liquid chromatography -
tandem masspectrometry is proposed. Possible fragmentation patterns of compounds
in electrospray ionization mode are considered. Main characteristics of the proposed
LC/MS/MS method are evaluated. Possibility to apply gel permeation
chromatography for the sample clean-up in residue analysis of sulphonamides is
described.
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Introduction

Use of anabolic steroids for agricultural meat production was officially banned in Europe in
the 80°s. Taking into account growing public concern with issues of food safety use of
reliable multi-residue method for analysis of steroid compound in official control of food
products is very important. Most of methods used for analysis of steroid compounds employ
several silylating reagents and several sample preparation routes for analysis of androgens,
gestagens, stilbenes and resorcyclic acid lactones [1, 2, 3]. Such approach being selective and
sensiive however has several drawbacks because different sample preparation and
derivatisation procedures are time-consuming and expensive and it is necessary to use several
internal standards as well. Besides silylating reagents deteriorate the masspectrometric system
rapidly in case of extensive use.

This paper is devoted to development of analytical method for determination of residues of
steroid compounds 1n animal origin products using single sample preparation method,
derivatisation by fluorinated anhydrides and detection of products by gas chromatography —
masspectrometry in electron impact and positive and negative ions chemical ionisation.

Materials and methods

Apparatus. Analyses were performed on a HP 5973 quadruple mass spectrometer coupled to a
HFP 6890 gas chromatograph (Hewlett Packard) equipped with DB-5 fused silica column (30
m x 0.25 mm id., 0.25 pm).

Chemicals. Reagents and solvents were of analytical grade quality and provided by Baker
{Griesheim, Germany) and Acros (Geel, Belgium). The solid phase extraction columns (C18,
100 mg / 1 ml) were from Waters. The derivation reagents pentaflucropropionic acid
anhydride (PFPA) and heptafluorobutyric acid anhydride (HFBA) were purchased from
Alltech (Lokeren, Belgium). The reference steroids were from Riedel-de Haen (Seelze,
Germany) Vetranal® series.

Sample pre-treatment, extraction and purification.

Urine: 1 mt of acetate buffer solution (pH 5.2) and 25 pl of glucoronidase were added to 5 m!
of urtne. Solution was incubated at 37°C during 2 h. Steroid compound were extracted twice
with 5 ml of tert-butylmethylether (TBME).

Meat: 5 g of meat were extracted twice with 5 ml of tert-butylmethylether (TBME) with
Ultra-Turrax homogenisator.
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Combined TBME extracts were evaporated to dryness under N; flow in water bath at 40°C. 3
m! methanol, I ml water and 25 pul of intemal standard (dichlorophene} were added to dry
residue. Fat was eliminated by extraction with 4 ml of hexane. Steroid compounds were
extracted from methanol/water layer by addition of 5 m} dichloromethane. Dichloromethane
layer was evaporated to dryness. Residue was dissolved in 1 ml 40% solution of methanol in
water and transferred to the top of the C18 column previously conditioned with 1 ml of
methano! and 1 ml of water. The column was washed with 1 ml of 40% methanol and 20%
acetone. Steroid compounds were eluted with 2 ml of methanol. Methanol was evaporated to
dryness in N, steam in water bath at 40°C.

Derivatisation. 75 pl of acetone and 25 pl of HFBA or PFPA were applied to dry residue.
Derivatisation was performed 60 min at 60°C. After derivatisation mixture was evaporated
under N; flow in water bath at 40°C. Residue was dissolved in 100 ul of isooctane and 1 pl
was used for GC-MS analysis.

Results and discussion

Derivatisation and pattern of mass-spectrometric fragmentation. Steroid compounds were
derivated with HFBA and products of derivatisation were analysed by GC-MS in negative ion
(NICI), positive ion (PICI) chemical ionisation and electron impact (El) mode. According to
the results of analysis all compounds could be subdivided into 2 groups — reacting with 1 or 2
molecules of HFBA. As examples of such compounds estradiol (I) and estrone (II) could be
represented.
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Table 1 explains importance of distinguishing between those 2 groups.

Different sensittvities of steroids derivatisation products in PICI and NICT modeTable l
Height of peak obtained from Ratio of peak | Number of
Name of compound 100 ng/ul solution height HFEB in
Tn PICImode | In NICImode | PICI/NIC] | denvate
Estrone 133353 3045 17 1
Androstendione 70768 6483 11 1
Androsterone 190858 14961 14 1
17-methyltestosterone 89716 1301 09 |
Average ratio for compounds containing 1 HFB group 28
Diecthylstilbestrol 65457 285605 0.23 2
Boldenone 309362 230469 13 2
Estriol 217914 263342 0.83 2
Hexestriol 153497 44462 35 2
21-Hydroxyprogestrerone 15250 82419 0.19 2
Average ratio for compounds containing 2 HFB groups 1.2

It can be inferred from the results that negative ion chemical ionisation is not so sensitive for
compounds containing only one HFB group. In this case use of positive ion chemical
lonisation or electron impact ionisation is advisable. For compounds containing two HFB
groups use of NICI is recommendable because of highest selectivity of analysis in negative
ion chemical ionisation mode.

Based on fragmentation data of miass spectra GC-MS conditions were chosen for analysis of
steroid compound in selected ion mounitoring (SIM} mode. These data are summarised in table
2.

During elaboration of method of analysis derivatisation with HFBA and PFPA was checked.
Results show that derivatisation with PFPA gives products with lower GC-MS response.
Besides HFBA derivatisation yields products with increased retention times and diagnostic
ion masses (50 u for one HFB group): the consequence is the better specifity of
chromatograms. Figure 1 shows products of competitive derivatisation of nandrolone with
mixture of HFBA and PFPA (1:1). Peak with retention time 23.11 min is nandrolone
containing 2 molecules of HFB, peak with RT 22.57 min — nandrolone containing 1 HFB and
1 PFP group and peak with RT 22.05 min — nandrolone with 2 PFP groups. So further
elaboration of method was done using HFBA derivatisation.
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T
Choice of ions for SIM analysis of steroid compounds after derivatisation with I-Il*"Bj:qkt:,le ?

Compound Ions in EImode | Ionsin PICI mode | Ions in NICI mode
Dienoestrol 445; 658 - 442; 461
Hexestrol 331; 303 - 446; 465
Diethylstilbestrol 660; 631 - 444; 463
17c.-Methyltestosterone 465; 480 461; 479, 481, 521 -
Zeranol 696; 625 - 499; 674, 694; 713
Boldenone 678; 464 - 462; 462; 658, 678
Nandrolone 666; 453 - 430; 450, 469; 646
Androsterone 436; 442 469; 487; 255, 273
Testosterone 680(; 467 - 444; 464; 483; 660
173-Estradiol 664; 409 - 427; 624; 644; 645
Estriol 663; 449 - 446; 639; 679; 710
Androstendione 482; 449 445; 465; 483; 511 -
Estrone 466; 422 449:; 467 495; 507 -
Progesterone 510; 467 467;493; 511; 539 -
21-Hydroxyprogesterone 722; 707 - 525;702; 703; 704
Megestrol acetate 477, 580 - 738; 758
Medroxyprogesteron acetate 479; 582 - 740; 760

A damos

TS AN B DY

=22 57

2205 W

|
AN

S

23.11

T —— i ¥ T e T T T T T AL i
21 6021 80 22 .00 22 20 22 40 22 .60 22 80 23.00 23 20 23.40 23,60 23.80 24 .00 24 20

v -

Figure 1: GC-MS NICI response of nandrolone competitive derivatisation (HFBA+PFPA)

products.
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Method parameters. Lfnearity.

In order to check a performance of analytical method main parameters of analysis (linearity,
repeatability, recovery and limit of detection) was evaluated for 11 steroid compounds.
Linearity of detection system was checked using standard solutions with 5 different
concentrations. After derivatisation with HFBA and GC-MS measurements calibration curve
was constructed. Results show that method exhibits good correlation (R? ranging from (.993
for diethylstilbestrol to 1.000 for megestrol acetate) between GC-MS response and
concentration of steroids. Calibration curve in NICI GC-MS mode is beter fitted by quadratic

regression.

Repearability. Five samples with equal spike level was independently analysed and relative
standard deviation was calculated.

Repeatability of analytical method for detection of steroid compounds (n=5) fovle?
Compound RSD, % Compound RS5D, %
Dienoestrol 10 Testosterone 11
Hexestrol 9.4 17p-Estradiol 12
Diethylstilbestrol 12 Progesterone 11
17a-Methyltestosterone 15 Megestrol acetate 20
Boldenone 10 Medroxyprogesterone acetate i3
Nandrolon 12

It follows from the results that method indicates repeatability ranging from 9 to 20%. For
routine analyses repeatability of internal standard could be used as quality parameter.
Application of elaborated method for routing analyses showed repeatability of internal

standard to be inrange 8-15% (n=8+16).
Recovery. Recoveries of steroid compound are given in Table 4.

Table 4
Absolute recoveries of steroid compounds

Compound Recovery, % Compound Recovery, %
Dienoestrol 54 Testosterone 88
Hexestrol 69 17B-Estradiol 137
Diethylstilbestrol 54 Progesterone 84
Boldenone 143 Megesirol acetate 106
. Nandrolone 67 Medroxyprogesterone acetate 117

quad interval of recoveries could be explained by two main factors — losses of analytes
during sample preparation procedures and enhancing effect of matrix.
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Sensitivity. Sensitivity is the most important parameter of this analytical method since most of
compound needs positive detection. Sensitivity of method was calculated based on signal-to-
noise ratio 3/1 of spiked chromatograms. Results are given in Table 5.

Recommendations for laboratories performing analysis of residues of steroid compounds
indicate target sensitivity below 1 ng/g. Results show that elaborated method is sensitive and
applicable for control of steroids residues in food products.

. Table 5
Limit of detection (LOD) of steroid compounds
Compound LOD, ng/g Compound LOD, ng/g
Dienoestrol 0.3 Testosterone 0.16
Hexestrol 0.04 17p-Estradiol 0.13
Diethylstilbestrol 0.13 Progesterone : 0.3
17-Methyltestosterone 0.2 Megestrol acetate 0.7
Boldenone 0.14 Medroxyprogesterone acetate 1.8
Nandrolone 0.2

Recommendations for laboratories performing analysis of residues of steroid compounds

indicate target sensitivity below 1 ng/g. Results show that elaborated method is sensitive and
applicable for control of steroids residues in food products.

Conclusion

Results of conducted experiments showed that all 17 steroid compounds react with HFBA
giving products with different number of HFB groups. Depending on number of fluorine
atoms in derivatisation products a type of GC-MS 1onisation (NICL, PICI or EI) mode should
be chosen. NICI is preferable for molecules containing 2 HFB groups. Single sample
preparation procedure could be applied for analysis of these compounds in food products.
Method is sensitive (LOD from 0.04 ng/g for hexestrol to 1.8 ngfg for medroxyprogesterone),
accurate and precise. Practicability of elaborated method was evaluated by implementation in
veterinary drug residue monitoring program in Latvia.
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V.Bartkevics, J.Gibietis. Acylation of steroid compounds by fluorinated anhydrides: reaction patterns, mass-
spectrometric fragmentation of products and applicability of dertvatives for analysis in chemical ionisation
mode.

Applicability of acylation by HFBA for derivatisation of 17 steroid compounds and mass-spectrometric
fragmentation of derivatisation products is investigated. GC-MS conditions (SIM ions, type of chemical
ionisation mode) are described. Sensitive multi-residue method for determination of residues of steroid
compounds based on single sample preparation procedure with C18 SPE cartidges and derivatisation with
HFBA is proposed.
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