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ABSTRACT 

Analysis of veterinary drugs residues using masspectrometric methods. Bartkevičs V.. 

supervisors Dr.chem,J.Ģībietis. 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 o f 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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PE<X>EPAT 
OnpenejieHHe ocTaTOHHbi.x KO^THHCCTB BeTepHHapHbix npenapaTOB MCTOJIOMM 

MaccneKTpoMerpiiH. B.BapmeBHH. HayHHbM pyKOBOAHTcrib jip.xHM.5i.rnŌHeTHc, jj.HCcerjrau.HJi. 

65 crpaHHii, 55 jiMTeparypHbix CCMJIOK. Ha jiaTbiujCKOM aawiee. 

OCTATKH BETEPHHAPHblX nPEPIAPATOB, TA30BA^ H XHUKOCTHAfl 

XPOMATOrPAOHfl - MACCnEKTPOMETPHfl , J1EBAMH30J1, rOPMOHAJIbHblE 

nPEITAPATbl, AHTHBHOTMKH, HECTEPOHUHblE nPOTHBOBOCnATIHTEJIbHblE 

JIEKAPCTBA 

IjHccepTauHa nocBJimeHa pa3pa6oTKe MCTOHOB onpene . ienn» ocnvro i iHbix Ko.in iiecTB 

BeiepHHapHbix npenapaTOB MeTonaMH MaccneKTpoMeTpHM. npoBeAeH o63op nyOJiHKauHH, 

nocBJimeHHbix onpeAejienHK) ocraTKOB JieBaMH30Jia, ropMOHanbHbix npenapaTOB, necrepoHniibix 

npoTHBOBocnaJinTejibHbix JieKapcTB M cyiibcpaHHJiaMHflOB B p a i w m b i x viaTpnuax. Pa3paōOTaHbi 

xpoMaTO-Macc-cneKTpovieTpHMecKHe .weTOflbi ATJI o n p c i c i e n n j i ocTaTKOB 33 pa3in i nib[x 

npenapaTOB. CHATM H oocyacaenbi Maccneicrpbi BeTepHHapHbix npenapaTOB e pa3.nnnnbiMH 

MeronaMH noHH3aunH. ripeanoxeHa B03M0>KHaa cxe.via cpparMenTauHH HccienyeMbix BemecTB. 

OpoBeaeHa onTHMH3auHJi ocuoBHbix napaxieTpoB Merona pjrn onpene;iennH ocTaTKOB 

BeTepHHapHbix BemecTB. OcuoBfioe BHHMatiHē yneneHo j iocTHJKennio BbicoKOH 

iiVBCTBHTejibHOCTH Merona H B03MOJKHOCTH ncno.ib30BaHHsi MeToaa a rui ana.TH3a no 

B03MOJKHOCTH oanbiuero MHCJia npepapaTOB. npoBepenbi ocuoBHbie aHaiHTH lieCKHe 

xapaKTepncTHKn viaccneicrpoMeTpHMecKHx MCTOHOB. PajpaōoTaHHbie MeTOAbi Hcnojib30Banbi 

una KOHTpo,ia B JlaTBHH ocTaTKOB BeTepHHapHbix BemecTB B npojryiaax JKHBOTHOTO 

npOHCXO)KHeHH5I. 
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PROMOCIJAS DARBĀ LIETOTO SAĪSINĀJUMU SARAKSTS 

EJ Elektronu triecienu jonizācija 

ES+ Pozitīvā elektriskās izsmidzināšanas jonizācija 

GH Gāzu hromatogrāfija 

GH-MS Gāzu hromatogrāfija - masspektrometrija 

AEŠT1 Šķidruma hromatogrāfija 

AEŠH-MS-MS Šķidruma hromatogrāfija - tandēma (ar trīskāršo kvadrupolu) 
masspektrometrija 

NĶJ Negatīvā ķīmiskā jonizācija 

PĶJ Pozitīva ķīmiskā jonizācija 

SIM Izvēlēto jonu monitorings 

MRM Izvēlēto reakciju monitorings 

TQ Trīskārša kvadrupola masas analizators 
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IEVADS 

Problēmas uktualitūte 

Mūsdienu lauksaimniecībā ražošanas efektivitātes paaugstināšanai plaši tiek lietoti 

dažādi veterinārie preparāti - dažādu slimību ārstēšanai, dzīvnieku svara pieauguma 

uzlabošanai, nomierināšanai transportēšanas laikā utt. Sakarā ar veterināro zāļu izmantošanu, 

to atliekas tiek atrastas arī dzīvnieku izcelsmes pārtikas produktos un var izsaukt negatīvas 

reakcijas cilvēka organismā. Pēdējos gados ir novērojama pastiprināta sabiedrības interese par 

pārtikas nekaitīgumu, tāpēc ir nepieciešams kontrolēt zāļu atlieku koncentrāciju tādos pārtikas 

produktos kā piens, gaļa, gaļas izstrādājumi, zivis. Veterināro zāļu atlieku kontroles 

nepieciešamība ir noteikta vairākos Eiropas Savienības un Latvijas likumdošanas aktos. 

Viens no svarīgākiem kontroles efektivitātes priekšnosacījumiem ir precīzu, ātru un 

jutīgu analīzes metožu izmantošana. Līdzās veterināro zāļu atlieku noteikšanas metodēm ir 

nepieciešami arī farmakokinētiskie pētījumi, medikamentu metabolisma noteikšana un 

veterināro preparātu tīrības pārbaude. Pēdējos gados ir novērojama strauja attīstība 

masspektrometrijas analīžu jomā. To nosaka iespēja veikt analīzes ar lielāku jutību un 

vienlaicīgi iegūt informāciju par vielas struktūru, tādējādi apstiprinot preparāta klātbūtni 

paraugā. Ņemot vērā masspektrometrisko metožu selektivitāti. ir iespējams vienkāršot 

paraugu sagatavošanu, jo nav nepieciešama daudzu traucējošo vielu atdalīšana. Vēl viena 

masspektrometrijas analīžu metožu priekšrocība ir iespēja pielietot tās plašam ķīmisko 

savienojumu spektram. Līdz ar to ir iespējams izstrādāt metodes, kas vienlaicīgi ļauj noteikt 

vairākus savienojumus. 

Promocijas darba mērķis 

Promocijas darba mērķis ir jaunu analītisko metožu izstrāde veterināro zāļu atlieku 

analīzēm, kam. salīdzinājumā ar literatūrā aprakstītām metodēm, būtu vairākas priekšrocības: 

• zemāka noteikšanas robeža: 

• vienkāršāka paraugu sagatavošanas procedūra: 

• iespēja izmantot metodi pēc iespējas vairāku veterināro zāļu atlieku noteikšanai: 

• būtu iespējams izmantot izstrādātās metodes savienojumu klātbūtnes pierādīšanai 

atbilstoši oficiālām prasībām. 

Ņemot vērā veterināro preparātu zemo koncentrāciju un nepieciešamību pēc vielas 

identificēšanas, tika izvēlēta gāzu hromatogrātljas - masspektrometrijas (GH-MS) un 

šķidruma hromatogrātljas - trīskārša kvadrupola masspektrometrijas (AEŠH-MS-MS) 
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metodes. Lai palielinātu analīzes jutību un uzlabotu selektivitāti, pētījumos ir pielietota gāzu 

hromatogrāfija - masspektrometrija ar pozitīvo un negatīvo ķīmisko jonizāciju. 

Zinātniskā novitāte un pētījumu praktiskā nozīme 

Šajā darbā ir piedāvāti vairāki jauninājumi, kas iepriekš netika aprakstīti zinātniskajā 

literatūrā: 

1) pirmo reizi aprakstīta levamizola noteikšanas metode ar gāzu hromatogrāfijas -

masspektrometrijas metodi pozitīvās ķīmiskās jonizācijas režīmā un šķidruma 

hromatogrāfiju - tandēma masspektrometriju elektroizsmidzināšanas režīmā [1]; 

2) pirmo reizi piedāvāta hormonālo savienojumu noteikšanas metode, kas. izmantojot 

unificētu paraugu sagatavošanas shēmu, var vienlaicīgi noteikt stilbēnu, 

steroīdu un rezorcinskābes laktonu atliekas dzīvnieku izcelsmes produkcijā [2]; 

3) pirmo reizi izstrādāta gāzu hromatogrāfijas - masspektrometrijas metode 

nesteroīdo pretiekaisuma līdzekļu (fenilbutazols, ketoprofens, naproksens. 

fenoprofēns un diklofenaks) atlieku noteikšanai gaļā [3.4]; 

4) pirmo reizi izstrādāta šķidruma hromatogrāfijas - tandēma masspektrometrijas 

metode, kas ļauj vienlaicīgi noteikt trimetoprimu. sulfanilamīdii un nitroimidazolu 

grupas preparātus [5]; 

5) veterināro preparātu atlieku noteikšanai pielietotās shēmas ir izmantotas fentanila 

farmakokinētikas pētījumiem [6]; 

6) pirmo reizi gelfiltrācijas hromatogrāfija tika izmantota unificētai paraugu 

sagatavošanai levamizola, fenilbutazona, steroīdu un sulfanilamīdu atlieku 

noteikšanas analīzē. 

Kopumā šajā darbā ir izstrādātas metodes 33 savienojumu noteikšanai. Tie pārstāv 

dažādas veterināro savienojumu grupas: antibiotikas, pretparazitāros preparātus, augšanas 

stimulatorus, nesteroīdos pretiekaisuma līdzekļus. 

Izstrādājot metodes, lielākā vērība tika pievērsta metožu jutībai un vielu 

identificēšanas iespējai. Tika pārbaudīta arī citi metožu parametri - precizitāte, linearitāte. 

atgūstamība. Tika piedāvātas savienojumu fragmentācijas shēmas un noteiktas arī masspektra 

raksturīgo m/z līniju attiecības, kas ir svarīgs rādītājs \ielas identitātes apstiprināšanai. 



Promocijas darba aprobācija 

Izstrādātas metodes tika izmantotas Valsts veterināro zāļu atlieku uzraudzības 

programmas ietvaros. Līdz ar to promocijas darba laikā tika iegūta plaša informācija par 

dzīvnieku izcelsmes produktu nekaitīgumu un veterināro preparātu klātbūtni Latvijas 

produktos. 

Darbs tika izstrādāts Valsts Veterinārmedicīnas diagnostikas centra Pārtikas kontroles 

laboratorijā un Latvijas Universitātes Ķīmijas fakultātes Analītiskās ķīmijas katedrā. Darba 

rezultāti tika izklāstīti piecās publikācijās [1-3. 5, 6] un ziņoti divās zinātniskās konferencēs 

(II Pasaules latviešu zinātnieku kongresā un Euroresidue V konferencē). 
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1 . LITERATŪRAS APSKATS 

1.1. Veterinārie preparāti un to noteikšanas metodes 

Ņemot vērā veterināro preparātu daudzveidību (pašlaik Latvijā ir noteikti ierobežojumi 

vairāk kā 200 zāļu lietošanai veterinārmedicīnā), to atlieku noteikšanas metožu izstrādei ir 

izvēlēti savienojumi ar atšķirīgām ķīmiskām īpašībām, kas pārstāv dažādas preparātu grupas. 

Levamizola molekulai piemīt bāziskās īpašības un tas pārstāv antihelmintu preparātu grupu. 

Nesteroīdo pretiekaisuma līdzekļu molekulām piemīt organisko skābju īpašības. Savukārt 

sulfanilamīdi uzrāda amfotēras īpašības un tie pārstāv antimikrobiālo preparātu grupu. 

Izstrādājot noteikšanas metodes citiem savienojumiem, ir iespējams izmantot šajā darbā 

piedāvātas shēmas, vadoties no preparāta ķīmiskām īpašībām. 

Veterinārajā medicīnā plaši tiek lietoti antihelmintu preparāti. Pārsvarā šīm vielām ir 

raksturīga selektīva iedarbība pret helmintiem un nosacīti tās var iedalīt antitrematožu. 

antinematožu vai anticistožu preparātos. Visplašāk veterinārijā pielieto imidazolu 

atvasinājumu grupas preparātus. Raksturīgākais šīs grupas pārstāvis ir Ievamizols 1 [7, 8, 9]. 

Levamizols ir labi ūdenī šķīstošs savienojums, kuru lieto ne tikai orāli. bet arī injekciju 

veidā intramuskulāri. To izmanto nematožu apkarošanai liellopiem, aitām, kazām, cūkām, 

suņiem, kaķiem un vistām. 

Levamizola iedarbības mehānisms pamatojas uz tiešu holinerģisku iedarbību. Lielās 

devās iedarbība pastiprinās, j o tiek inhibēta acetilholīnesterāze. Parazītiem tiek novērota 

spazmatiska paralīze. Saimnieka organismā levamizols izsauc blakusparādības, kas ir līdzīgas 

nikotīna iedarbībai, līdz pat neiromuskulārai blokādei. Novērots, ka levamizolam piemīt 

imunostimulējoša iedarbība. 

Levamizolam piemīt plaša spektra antihelmintā iedarbība. Novērots, ka vielai ir 

raksturīgas ierobežotas spējas cīņā pret parazītu kāpuru stadijām. Dažiem helmintu veidiem ir 

novērota paaugstināta izturība pret šo preparātu. Dozācija: injicējot intravenozi vai zem ādas -

5 mg/kg, orāl i - 7,5 mg/kg, zāļu uzlējuma formā -10 mg/kg. 

1.1.1. Levamizols un to atlieku noteikšanas metodes 

l 
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Levamizolam, atšķirībā no benzimidazota rindas savienojumiem, ir raksturīga ātra 

anliparazitāra iedarbība. Iedarbības maksimums ir novērots dažas stundas pēc preparāta 

ievadīšanas. Iedarbības intensitāte ir apgriezti proporcionāla laikam. Levamizola iedarbība ir 

samērā neilga. Pēc tam levamizols metabolizējas un izvadās no organisma. Pēc 24 stundām 

90% no ievadītās preparāta devas pāriet urīnā. Puspārvēršanās laiks ir 4 stundas. Suņiem 

smagas saindēšanā pazīmes novērotas pēc 12 mg/kg Ievāmizolas ievadīšanas. Letālā deva 

atkarībā no organisma stāvokļa ir 45-80 mg/kg ķermeņa svara, Blakusparādības ir līdzīgas 

intoksikācijām ar nikotīnu: nemiers, muskuļu tremors, caureja, atmiņas zudumi. 

Pēc levamizola ievadīšanas ir nepieciešams 3 dienu intervāls pirms var lietot dzīvnieka 

pienu un 8 dienas - gaļu. ASV ir aizliegts lietot levamizolu govīm laktācijas periodā [10]. 

Eiropas Savienības valstīs ir uzstādīta maksimāli pieļaujamā norma levamizola saturam 

dzīvnieku izcelsmes pārtikas produkcijā 100 ug/kg [11], 

Pastāv vairākas metodes levamizola noteikšanai dažādās matricās. Levamizola tīrību 

veterinārajās zālēs iespējams noteikt ar titrēšanu vai ar plānslāņa hromatogrāfiju [12, 13, 14]. 

Veterināro zāļu kvalitātes kontrolei pielieto arī spektrofotometrijas metodes [15]. Šīs metodes 

p ie l ie to ja levamizola koncentrācija ir liela un ir ļoti maz traucējošo vielu. 

Levamizola analīzēm sarežģītās matricās izmanto hromatogrāfiskās metodes vai 

polarogrāfiju. Pirms noteikšanas ar gāzu vai šķidruma hromatogrāfiju paraugu nepieciešams 

attīrīt no traucējošām vielām. Parauga sagatavošanai galvenokārt izmanto ekstrakciju ar 

etilacetātu vai hloroformu sārmainā šķīdumā. Ekstrakta attīrīšanai lieto: 

• šķidruma - šķidruma ekstrakciju [ I I , 16, 17]. Šī attīrīšanas metode pamatojas uz 

levamizola ķīmiskajām īpašībām. Skābā vidē levamizols protonējas un viegli šķīst ūdenī. 

Sārmainos šķīdumos levamizols atrodas molekulārā formā un šķīdība ir lielāka organiskos 

šķīdinātājos. Izmantojot pH izmaiņas un vielu dažādo šķīdību, ir iespējams iegūt ļoti tīru 

ekstraktu tālākai analīzei. Metodes trūkums ir liela darbietilpība un liels reaģentu patēriņš. 

• cietās fāzes ekstrakciju ar C18 kolonnas [18]. Levamizolu ekstrahē C18 kolonnās no 

sārmaina Šķīduma (pH=l 1,0-1 1,2). Eluē ar etilacetātu, kas piesātināts ar ūdeni. Metode ir 

ātra un ļauj efektīvi atdalīt traucējošās vielas. 

• šķidruma hromatograjiju [19]. Ātra un efektīva metode, kas var tikt automatizēta. 

Nepieciešamība izmantot šķidruma hromatogrāfu gan parauga sagatavošanai, gan analīzei 

palielina analīzes izmaksas un sarežģītību. 

Pēc ekstrakta attīrīšanas levamizola noteikšanai visbiežāk izmanto šķidruma 

hromatogrāfiju [10], gāzu hromatogrāfiju ar slāpekļa - fosfora detektoru [17, 18], gāzu 

hromatogrāfiju ar masspektrometrisko detektoru [ I I ] , 
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Šķidruma hromatogrāfiju pārsvarā veic ar C18 vai C8 kolonnu, par kustīgo fāzi 

izmantojot CH3OH/H2O/CH3COOH maisījumu (30/69/1 tilpuma procenti), vai C H 3 C N / O . I M 

(NH 4 ) 2 C03 (65/35) maisījumu [191. Izmanto arī jonu pāru šķidruma hromatogrāfiju. Šajā 

gadījumā pielieto kustīgo fāzi ar sekojošu sastāvu: 0,2% etiķskābes šķīdums ūdenī - metanols 

- heptānsulfonskābe (55:45:2) [20]. Analizējot levamizola saturu pienā ar Exirehti kolonnas 

ekstrakciju un šķidruma hromatogrāfiju, minimālā nosakāmā levamizola koncentrācija ir 20¬ 

50 pg/1 [10]. Gāzu hromatogrāfija i izmanto nepolāras kolonnas DBi vai DB5 un nesējgāzi 

hēliju. Izmantojot termojonu detektoru, var panākt jutību 5 ug levamizola / kg parauga. [21]. 

Literatūrā ir dati par minimālo nosakāmo levamizola koncentrāciju I pg / L piena [17]. Bet 

šāda augsta jutība panākta ar lielu iesvaru un ilgstošu, darbietilpīgu parauga attīrīšanu. Darba 

autori izmantoja četras pārejas starp organiskiem šķīdinātājiem un ūdens fāzi. Metode prasa 

lielus reaģentu daudzumus (vienam paraugam - 300 ml etilacetāta, 200 ml cikloheksāna un 

100 ml dihlormetāna), kas palielina metodes izmaksas. Bez tam, sakarā ar sarežģītu parauga 

sagatavošanas procedūru, palielinās arī levamizola zudumu vai piesārņojuma iespējas. 

Literatūrā aprakstīta levamizola noteikšanas metode ar superkritisko šķidruma 

hromatogrāfiju - masspektrometriju [22]. Šajā metodē par eluentu izmanto šķidru CO2 ar 

metanola vai izopropanola piedevām. Levamizola analīze uz skābām nekustīgām fāzēm (-CN, 

ODS2) nav iespējama, jo ir novērojama preparāta absorbcija uz tām. Darbam izmanto 

kolonnas pildījumus ar -NFL grupām. Šādā sistēmā var sadalīt četrus veterinārus preparātus -

levamizolu, linkomicīnu, hloramfenikolu un furazolidone Detektora izvēli ietekmē tas, ka 

linkomicīna un furazolidona hromoforām grupām ir zema gaismas absorbcija. Tāpēc UV 

detektora vietā ir nepieciešams izmantot masspektrometrisko detektoru. Darbā ir izmantotas 

veterināro preparātu standartvielas un publikācijā nav apskatīta levamizola ekstrakcijas un 

ekstrakta attīrīšanas procedūras. Tāpēc ir grūti spriest par šīs metodes izmantošanas iespējām 

levamizola analīzēm dzīvnieku izcelsmes produktos. Publikācijā nav sniegta informācija par 

metodes atkārtojamību un jutību. Literatūrā tika piedāvāta arī šķidruma hromatogrāfija -

masspektrometrijas metode atmosfēras spiediena ķīmiskās jonizācijas režīmā [16]. Metodes 

noteikšanas robeža ir 2 - 4 pg/kg. 

Apskatītajā zinātniskajā literatūrā nav piedāvāta gāzu hromatogrāfijas -

masspektrometrijas metode pozitīvās ķīmiskās jonizācijas režīmā un šķidruma hromatogrāfijas 

- t a n d ē m a masspektrometrijas metode elektroizsmidzināšanas režīmā, kas spēj būtiski uzlabot 

noteikšanas robežu. Tāpat nav aprakstīta iespēja paraugu sagatavošanai pielietot gel filtrācijas 

hromatogrāfiju, kas ļauj vienkāršot un unitlcēt paraugu sagatavošanas procedūras. 
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1.1.2. Sulfanilamidu un nitroimidazolu grupas preparāti un to noteikšanas metodes 

Sulfanilamide preparāti ir daudzi organiskie savienojumi, kuriem piemīt ārstnieciskas 

īpašības. Sulfanilamīdi ir baltas vai viegli krāsainas kristāliskas vielas, dažkārt ar rūgtu garšu, 

ar dažādām kušanas temperatūrām. Daudzi savienojumi grūti šķīst ūdenī, bet vieglāk 

organiskos šķīdinātājos (acetons, spirti). Sulfanilamīdiem ir raksturīgas amfotēras īpašības. 

Aromātiskai NH2 grupai piemīt bāzisks raksturs un ar minerālskābēm tā veido ūdenī šķīstošus 

sāļu. 

Sulfanilamīdus izmanto humānajā medicīnā, kā antibakteriālus līdzekļus ar ķīmiski -

terapeitisku efektu [22], Preparātus pielieto pneimonijas, angīnas, meningītu, rozes, zarnu 

infekciju saslimšanas gadījumos. Sulfanilamīdu terapeitisko efektivitāti 1932.gadā atklāja 

G.Domaks. Tagad sintezēti un izpētīti vairāk kā 6000 preparāti no šīs grupas, bet medicīniskā 

praksē izmanto aptuveni 20 preparātus. Sulfanilamīdus bieži izmanto kā piedevas dzīvnieku 

barībai. Veterinārmedicīnā sulfanilamīdus izmanto zarnu infekciju un citu slimību ārstēšanai. 

Sulfanilamīdu atliekas var nokļūt pārtikā ar dzīvnieku izcelsmes produktiem (gaļa, piens) un 

apdraudēt cilvēku veselību. īpaši bīstams ir sulfadimidīns, jo tam piemīt kancerogēna 

iedarbība. Pēc sulfanilamīdu izmantošanas dzīvnieku ārstēšanai šie preparāti un to metabolīti 

koncentrējas galvenokārt aknās un nierēs. Muskuļaudos un urīnā šo vielu koncentrācija ir 

zemāka. 

Saskaņā ar Ministru kabineta noteikumiem Nr. 149 (01.04.2003.), visu sulfanilamīdu 

grupas savienojumu kopējais atlieku daudzums produktīvo dzīvnieku audos (muskulatūra, 

aknas, nieres, tauki) un pienā nedrīkst pārsniegt 100 pg/kg. Nitroimidazolu grupas preparātu 

atliekas dzīvnieku izcelsmes produkcijā nav pieļaujama. 

Zinātniskajā literatūrā ir piedāvāti vairāki varianti sulfanilamīdu noteikšanai dzīvnieku 

izcelsmes produkcijā. Preparātu ekstrakcijai no parauga izmanto etilacetātu [24, 25, 26], 

acetonitrilu [27], dihlormetānu [28]. Paraugu attīrīšanai no traucējošām vielām izmanto cietās 

fāzes ekstrakciju uz € 1 8 sorbenta [28], NH 2 sorbenta [24] vai silikagela [29]. Ir piedāvāti 

dažādi varianti sulfanilamīdu detektēšanai. Sulfanilamīdu koncentrācijas novērtēšanai var 

izmantot imunofermentatīvo metodi vai plānslāņa hromatogrāfiju [30]. Mikrobioloģiska 

metode sulfanilamīdu noteikšanai nav pielietojama, j o analīzes jutība nav pietiekoša [11]. 

Augsti efektīvās šķidruma hromatogrāfijas metodes jutība ir 10-130 pg/kg [31, 32. 33, 34], 

gāzu hromatogrāfijas - masspektrometrijas metodes jutība ir 25-50 pg/kg [27]. Ņemot vērā 

nepieciešamību pirms mērīšanas ar gāzu hromatogrāfu - masspektrometru veikt sulfanilamīdu 

savienojumu derivatizāciju, par optimālāku metodi šo preparātu noteikšanai var uzskatīt 

šķidruma hromatogrāfiju - masspektrometrijas metodi [26. 27. 35]. 
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Nitroimidazolu grupas savienojumu noteikšanai literatūrā ir aprakstīta gāzu 

hromatogrāfijas - masspektrometrijas metode [36]. Viena preparāta no nitroimidazolu grupas 

(dimetridazols) atlieku noteikšanai piedāvāta arī šķidruma hromatogrāfijas -

masspektrometrijas metode [37]. 

Neskatoties uz tēmas izklāstu vairākās publikācijās, pieejamā literatūrā nav sastopama 

iespēja veikt paraugu sagatavošanu, izmantojot gel filtrācijas hromatogrāfijas metodi. Nav 

piedāvāts arī variants veikt paraugu sagatavošanu un detektēšanu, lai vienlaicīgi varētu noteikt 

sulfanilamīdu un nitroimidazolu saturu. 

1.1.3. Nesteroīdie pretiekaisuma līdzekļi un to atlieku noteikšanas metodes 

Nesteroīdie pretiekaisuma līdzekļi ir plaša veterināro preparātu grupa, kas apvieno 

vairākas ķīmisko vielu klases [23]. Šajā pētījumā ir izstrādātas metodes propionskābes 

atvasinājumu (naproksēns, fenoprofēns, ketoprotens), feniietiķskābes atvasinājuma 

(diklofenaks) un pirazolona atvasinājuma (fenilbutazons) noteikšanai. Visiem nesteroīdiem 

pretiekaisuma līdzekļiem piemīt pretsāpju, pretdrudža. pretiekaisuma un pretreimatiska 

darbība. Saskaņā ar literatūras datiem, 9 3 % no veterinārārstiem izmanto nesteroīdos 

pretiekaisuma līdzekļus dzīvnieku ārstēšanai, turklāt 6 0 % no ārstiem izmanto šos preparātus 

biežāk nekā vienu reizi nedēlā. 

Fenilbutazons pēc farmakoloģiskām īpašībām ir līdzīgs analgīnam, bet aktivitātes ziņā 

stipri pārspēj to. Tam ir nosacīti ātrāka un ilgstošāka darbība. Sakarā ar izteikto pretiekaisuma 

un pretreimatisma aktivitāti, fenilbutazonu lieto reimatisma un dažādu poliartrīta formu 

ārstēšanā. Pretiekaisuma darbības ziņā fenilbutazons pārspēj arī acetilsalicilskābi. 

Fenilbutazons ir ļoti toksisks, tas kairina gremošanas trakta gļotādu, izraisa sliktu dūšu. 

vemšanu, sāpes vēderā. Ilgstoši lietojot, var izveidoties kuņģa vai divpadsmitpirkstu zarnas 

čūla. 

Propionskābes atvasinājumu grupas preparātiem ir izteikta pretiekaisuma darbība, kā 

arī praksē izmantojama pretsāpju un pretdrudža darbība. Šo preparātu galvenā priekšrocība ir 

tā, ka tiem ir laba panesamība. salīdzinoši reti izraisa blakusparādības. Naproksēns no 

pārējiem šīs grupas preparātiem atšķiras ar to, ka tam ir vairāk izteikta pretsāpju darbība un to 

efekts ir ilgstošāks. 

Diklofenaks analgētiskās un pretiekaisuma darbības ziņā pārspēj acetilsalicilskābi. 

fenilbutazonu un ibuprofenu. Diklofenaku lieto arī nereimatiskas dabas iekaisumu un akūtu 

sāpju gadījumos. Diklofenaku parasti panes labi, bet reizēm (.20% cilvēku) var būt traucējumi 

gremošanas trakta darbībā (vemšana, caurejas, atraugas, sāpes vēderā), kā arī galvassāpes. 
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reibonis, bezmiegs, redzes, dzirdes un jušanas traucējumi, ādas alerģiskas reakcijas, bronhiālās 

astmas lēkme un pat šoks. 

Nesteroīdo pretiekaisuma līdzek|u noteikšanas metodes visbiežāk tiek izmantotas sporta 

zirgu dopinga kontrolei [38], produktīvo dzīvnieku pārbaudei [39] vai atlieku noteikšanai 

notekūdeņos [40]. 

Analīzei izmanto šķidruma - šķidruma ekstrakciju no seruma paraugiem ar etilacetātu [41], 

benzola - cikloheksāna maisījumu (1:1) [42] vai cietās fāzes ekstrakciju ar C18 kolonnām [39, 

43]. Ir aprakstīta arī tiešā plazmas analīze ar šķidruma hromatogrāfu pēc olbaltumvielu 

izgulsnēšanās ar acetonitrilu [44] vai ultrafiltrāciju [45]. 

Savienojumu detektēšanai visbiežāk tiek izmantota šķidruma hromatogrāfijas metode ar 

UV detektoru [39, 41 , 42 , 43] vai gāzu hromatogrāfijas - masspektrometrijas metode [46, 47]. 

Tomēr aprakstīto metožu jutība nav pietiekoša, lai analīzes varētu efektīvi izmantot pārtikas 

produktu kontrolē. Literatūrā ir norādes uz metožu jutību no 25-50 ng/ml [41, 45] līdz 500 

ng/ml [43]. Bez tam visas literatūrā aprakstītās metodes ir izstrādātas nesteroīdo pretiekaisuma 

līdzekļu noteikšanai plazmā vai urīnā, kas satur mazāk traucējošo vielu salīdzinājumā ar pienu 

vai gaļu. Literatūrā nav aprakstīta arī veterināro preparātu metilēšanas procedūra, izmantojot 

trimetilsilildiazometānu. kas nodrošina augstu iznākumu bez tiešās diazometāna pielietošanas. 

Ņemot vērā fenilbutazona toksiskumu un tā lietošanas aizliegumu, ir nepieciešams izstrādāt un 

ieviest noteikšanas metodi ar jutību vismaz 5 pg/kg. 

1.1.4, Hormonālie preparāti un augšanas stimulatori. Noteikšanas metodes 

Hormonālo savienojumu un augšanas stimulatoru grupas apvieno vairākas ķīmisko 

vielu klases. Saskaņā ar klasifikāciju, kas ir aprakstīta Eiropas Savienības direktīvā 

96/23/EEC, šie savienojumi tiek iedalīti vairākās grupās: 

• AI - stilbēni (heksestrols, dienostrols, dietilstilbestrols un citi); 

• A2 - tireostati (2-tiouracils, 6-metil-2-tiouracils, 6-propiI-2-tiouracils un citi); 

• A3 - steroīdi (17o>metiltestosterons, zeranols, boldenons, nandrolons, estradiols. 

testosterons, epitestosterons. progesterons, megestrola acetāts, 

medroksiprogesterona ac 

hidroksiprogesterons un citi); 

acetāts. estriols. estrons. cis-androsterons. 

A4 - zeranols; 

A5 - beta-agonisti (klenbuterols. saibutamols, mabuterols. cimaterols un citi). 
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Boldenons Nandrolons 

Testosterons 17B estradiols 

Zeranols Taleranols 

Heksestrols Dienostrols Dietilstilbestrols 

l.att.Dažu hormonālo savienojumu struktūrshēmas. 

Laika posmā no 1970 līdz 1980 gadu sākumam šie preparāti plaši tika izmantoti 

lauksaimniecībā. Tomēr 1985.gadā Eiropas Savienības direktīva 85/649 noteica aizliegumu 

AI. A2, A4 un A5 grupas preparātu lietošanai produktīvajiem dzīvniekiem. Tādējādi, jebkurš 

šo vielu atlieku koncentrāciju līmenis liecina par dzīvnieku izcelsmes produkcijas neatbilstību 

nekaitīguma kritērijiem. Līdz ar to svarīgākie analītiskās metodes parametri ir noteikšanas 

jutība un identificēšanas drošība. 

A3 grupas savienojumi iedalās divās grupās: naturālie steroīdi (estradiols, testosterons. 

progesterons utt.) un sintētiskie preparāti (nandrolons, boldenons. 17a-metiltestosterons). 

Naturālo steroīdu paaugstināts līmenis var liecināt par augšanas stimulatoru nelegālo 

izmantošanu. Sintētisko A3 grupas preparātu lietošana ir aizliegta. 
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Augšanas stimulatoru grupas savienojumi pastiprina barības vielu uzņemšanu un 

pārvēršanu šūnās un audos un olbaltumvielu sintēzi. Tas izpaužas skeleta muskuļu iekšējo 

orgānu un kaulaudu masas pieaugumā. Vienlaicīgi palielinās arī ķermeņa kopējā masa. 

Organismā tiek aizturēts kalcijs, slāpeklis, kālijs, fosfors un sērs. 

Zinātniskajā literatūrā ir piedāvātas vairākas metodes hormonālo preparātu un augšanas 

stimulatoru noteikšanai [ I I ] . Lielākā daļa no metodēm ir paredzēta tikai vienas savienojumu 

grupas noteikšanai. Visbiežāk hormonālo līdzekļu atlieku analīzēm tiek izmantotas šādas 

metodes: 

• imunofermentativā metode. Ir izstrādāti un pieejami vairāki komerciālie komplekti 

AI , A 3 , A4 un A5 grupas savienojumu noteikšanai. Metodei piemīt vairākas 

priekšrocības; tā ir ātra un jutīga. Izmantojot imunofermentatīvo metodi, ir iespējams 

veikt liela paraugu skaita analīzes. Metodes trūkumi ir saistīti ar to, ka metode ir jutīga 

tikai pret ierobežotu savienojumu skaitu, pozitīvos paraugus ir nepieciešams 

apstiprināt, izmantojot instrumentālās metodes (hromatogrāfiju, masspektrometriju): 

• plānslāņa hromatogrāfijas metode. Līdz šim izmanto stilbēnu grupas savienojumu, 

19-nortestosterona. trenbolona. tireostatu noteikšanai. Ņemot vērā stingras Eiropas 

Savienības direktīvu prasības pret metožu kvalitāti, analīzes pielietošanas sfēra ir 

ierobežota. Metodei ir raksturīga neliela selektivitāte un jutība, paraugu sagatavošanas 

procedūras ir ļoti darbietilpīgas; 

• šķidruma hromatogrāfijas metode. Metode ir pietiekami jutīga un selektīva. Izmanto 

dažu savienojumu noteikšanai. Tomēr, izmantojot UV vai fluorescences detektorus, 

nav iespējams veikt savienojumu identifikāciju atbilstoši Eiropas Komisijas lēmumam 

2002/627/EC [48]. Perspektīva ir šķidruma hromatogrāfijas - tandēma 

masspektrometrijas metodes (AEŠH-MS-MS) izmantošana aizliegto preparātu 

noteikšanai. Tomēr AEŠH-MS-MS jutība būtiski samazinās, ja vienlaicīgi ir 

nepieciešams analizēt līdz pat 20 savienojumus, tātad, izmantojot 40 MRM kanālus. 

Bez tam metodes ieviešanu kavē lielas aparatūras izmaksas; 

• gāzu hromatogrāfijas - masspektrometrijas metode [49]. Metode ir jutīga un 

selektīva. Izvēloties katram savienojumam četrus jonus S1M režīmā, ir iespējams veikt 

savienojumu identifikāciju atbilstoši Eiropas Komisijas lēmuma 2002/627/EC 

prasībām. Kapilārās gāzu hromatogrāfijas augstā izšķiršanas spēja un 

masspektrometrijas selektivitāte ļauj vienas hromatogrammas laikā noteikt vairākus 

savienojumus. 
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N o vairākām publikācijām zinātniskajā literatūrā, var izdalīt divas pieejas vairāku 

hormonālo savienojumu vienlaicīgas analīzes veikšanā. Visvairāk izplatītajā metodē [50] 

izmanto hormonālo savienojumu ekstrakciju ar metanola - ūdens maisījumu, tauku atdalīšanu 

ar heksānu, analizējamo vielu šķidruma - šķidruma ekstrakciju no metanola - ūdens 

maisījuma ar dihlormetānu un vielu sadalīšanu dažādās grupās (estrogēni, androgēni un 

gestagēni) ar celīta un alumīnija oksīda kolonnu. Katrai grupai tiek izmantots cits sililējošais 

derivātizācijas reaģents. Paraugu sagatavošanas shēma ir parādīta 2. attēlā. 

Paraugs 

Dckonļugācija 

' i ' 
Šķidrunia-šķidruma 

ekstrakcija 

Boldenons 
Nandrolons 
Testosterons 

Ciet lazes 
uz si 

ekstrakcija 
ikaaela 

Cietlazes ekstrakcija 
uz silikagela 

1 
Stilbeni Zeranols 

Estradiols 

Ciettāzes ekstrakcija 
uz NHi sorbenta 

Derivatizacija 
MSTFA/TMISVDTT 

T 

Gāzu hrorruitogrālija 
masspektrometrija 

2. atl. Klasiska hormonālu savienojumu atlieku analīzes shēma 

Citā paraugu sagatavošanas variantā izmanto preparatīvo šķidruma hromatogrāfiju [ I I ] . 

Veicot gradienta eluēšanu, ir iespējams selektīvi izdalīt dažādas hormonālo preparātu un 

augšanas stimulatoru grupas. Pēc dažādu savienojumu grupu sili Iešanas veic noteikšanu ar 

gāzu hromatogrāfu - masspektrometru. Procedūra ir parādīta 3. attēlā. 



Acetoni ir i ls . 'ūdens 
( 4 5 : 5 5 ) 

i 
Dekonjugācija 

Šķidruma-šķidruma 
ekstrakcija 

Šķidruma 

hromatogrāfijas s i s l ēmas 

I 

Metanols/ūcJens 
( 6 5 : 3 5 ) 

Melano l s /ace lon i tr i l s /ūdens 
( 4 : 3 8 : 5 8 ) 

Derivasizācīja 
i M S . H F B J ' t B 

Gāzu hromatogrāfiju 
masspektrometrija 

3. att. Paraugu sagatavošana, izmantojot preparatīvo šķidruma hromatogrāfiju 

Aprakstīto metožu trūkums ir saistīts ar nepieciešamību veikt atsevišķu paraugu 

sagatavošanu dažādām hormonālo savienojumu grupām. Bez tam dažādām vielu grupām tiek 

izmantotas arī dažādas derivatizēšanas reakcijas un līdz ar to, veicot savienojumu noteikšanu, 

ir nepieciešams uzņemt vairākas hromatogrammas. 
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2. EKSPERIMENTĀLĀ DAĻA 

2,1. Levamizola noteikšana ar GH-MS metodi PĶJ un EJ režīmā 

2.1.1. Analīzes princips. 

Metode ietver parauga homogenizēšanu sārmainā šķīdumā un etilacetātu, ekstrakta attīrīšanu 

ar šķidruma - šķidruma ekstrakciju un levamizola satura noteikšanu, izmantojot GH-MS 

metodi EJ vai PĶJ režīmā. 

2.1.2. Reaģenti 

Hloroforms (Baker / Baker Analysed) 

Etilacetāts (Baker / Baker Analysed) 

Kālija hidroksīds (Sigma I analītiski tīrs) 

Metanols (Baker / For organical residue analysis) 

Koncentrēta sālsskābe (Acros i analītiski tīra) 

Bezūdens nātrija sulfāts (Acros I analītiski tīrs) 

Dejonizēts ūdens - MilliQ attīrīšanas sistēma 

2.1.3. Šķīdumi 

50% (m/V) kālija hidroksīda šķīdums. Uzmanīgi izšķīdina 250g KOH 400 ml ūdens. Uzpilda 

līdz 500 ml. 

0,5M sālsskābes šķīdums. Uzmanīgi pieliek 22 ml koncentrētas sālsskābes 400 ml ūdens un 

uzpilda līdz 500 ml. 

2.1.4. Standarti 

Levamizola hidrohlorīds (Sigma) Pamatšķīdums: 50 mg levamizola izšķīdina metanolā un 

atšķaida līdz 50 ml. Sagatavo katru mēnesī. 

Levamizola iekšējā standarta (Ievāmizols-d5) šķīdums I ng/ul (RIVM). 

2.1.5. Darba šķīdumi 

1 ml pamatšķīduma atšķaida līdz 100 ml ar hloroformu. Beigu koncentrācija ir 10 mg/ml. 

Sagatavo katru dienu. I ml, 2 ml un 5ml iegūtā šķīduma atšķaida līdz 10 ml ar hloroformu. 

Beigu koncentrācijas ir I, 2 un 5 pg uz ml. Sagatavo katru dienu. 
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2.1.6. Siandartpiedevas pievienošanas procedūra. 

Izmantojot darba šķīdumus, pievieno 1 ml standartšķīduma un 100 ul iekšējā standarta 

šķīduma 5 g parauga. Iztur I 5 minūtes. 

2.1.7. Aparatūra un trauki 

Centrifūgas polipropilēna mēģenes 50 ml. 

Koniskās centrifūgas polipropilēna mēģenes 12 ml. 

Koniskās centrifūgas polipropilēna mēģenes 10 ml. 

Mērcilindri, A klases 25ml, 500ml un 1 L 

Mērkolbas, A klases 10, 25, 50 , 100 un 500 ml 

Graguēīas stikla pipetes 1, 2 un 5 ml 

Vārglāzes 100, 200 un 500 ml un 1L 

Stikla mikrošļirce 200 pl 

Centrifūga - MSE Mistral 

Homogenizators - UltraTurrax 

Kratītājs - BioSan 

Stikla mikropudeles 1,5 ml a r ieliktņiem 

200 ul mikropudelītes 

Svari - Kern 770-60 a r precizitāti 0,01 mg un svēršanas diapazonu līdz 60g 

Sildīšanas iekārtas un slāpekļa ietvaicēšanas sistēma 

Automātiskās pipetes a r maināmo tilpumu 200. 1000, 5000 pl 

2.1.8. GH-MS 

Masu selektīvs detektors (Hewlett Packard 5973), kas savienots ar Hewlett Packard gāzu 

hromatogrāfu (HP 6890). Gāzu hromatogrāfs aprīkots ar automātisku paraugu ievadīšanas 

iekārtu ( W 7 6 8 3 ) 

2.1.9. Parauga sagatavošana, izmantojot šķidruma - šķidruma ekstrakciju 

Paraugu iesvaru (10 g vai ml) ievieto centrifūgas mēģenēs, pievieno 5g bezūdens nātrija 

sulfāta, 1 ml 5 0 % KOH un 15 ml etilacetāta. Homogenizē maksimālā ātrumā 2 min. 

Horizontālā maisītājā paraugus maisa 15 min. Centrifuge I 5 min ar 3000 apgr/min. Etilacetāta 

slāni pārnes ci tā mēģenē. Atkārto ekstrakcijas procedūru ar 15 ml etilacetāta. Atdala otro 

etilacetāta slāni un pievieno pirmajam. 

20 ml iegūtā parauga pārnes centrifūgas mēģenē, pievieno 5 ml 0.5 M HCI, intensīvi krata 2 

minūtes un tad centrifuge 5 min 3000 apgr/min. Atdala etilacetāta slāni. Ūdens slāni pārnes 
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tīrā centrifūgas mēģenē. Pievieno 1 m! 50% KOH šķīduma un sakrata. Pievieno 100 pl 

hloroforma, krata vienu minūti. Izmantojot 100 ul šļirci pārnes visu organisko slāni 200 ul 

pudelītē. Šļirci skalo ar 100 pl hloroforma un pārnes to pudelītē. Ietvaicē līdz sausam 

atlikumam slāpekļa plūsmā. Pievieno 100 pl hloroforma un izšķīdina samaisot. 

Gāzhromatogrāfiskai analīzei ņem 1 pl. 

2.1.10. Paraugu sagatavošana, izmantojot gelfiltrācijas hromatogrāfiju 

Parauga iesvaram (5 g vai ml) pievieno 5 g bezūdens nātrija sulfāta, 1 ml 50% KOH un 15 ml 

etilacetāta. Veic levamizola ekstrakciju kā aprakstīts iepriekš. Atkārto ekstrakciju ar 15 ml 

etilacetāta. Apvieno etilacetāta slāņus un ietvaicē līdz sausam ar rotācijas ietvaicētaju. 

Izšķīdina sauso atlikumu 4 ml cikloheksāna / etilacetāta maisījuma (tilpuma attiecība 1:1). 

Šķīdumu filtrē caur 0,45 pm Millipore Millex filtru. Filtrātu (I ml) hromatografē ar 

gelfiltrācijas kolonnu. Eluēšanas tilpums no 25 līdz 49 ml (kopā 24 ml). Ietvaicē šķīdumu līdz 

sausam un izšķīdina 100 pl izooktāna. Gāzhromatogrāfiskai analīzei ņem 1 pl šķīduma. 

2.1.11. Paraugu sagatavošana levamizola noteikšanai, izmantojot cietās fāzes ekstrakciju ar 

Oasis MCX kolonnām. 

Parauga iesvaram (5 g vai ml) pievieno 5 g bezūdens nātrija sulfāta, I ml 50% KOH un 15 ml 

etilacetāta. Veic levamizola ekstrakciju kā aprakstīts iepriekš. Atkārto ekstrakciju ar 15 ml 

etilacetāta. Apvieno etilacetāta slāņus. 20 ml iegūtā šķidrā parauga pārnes centrifūgas mēģenē 

un pievieno 5 ml 0,5 M HC1. Intensīvi krata ar roku 2 min un tad centrifuge 5 min ar 3000 

apgr / min. Atdala etilacetāta slāni un cietās fāzes ekstrakcijai ar Oasis MCX (sorbenta masa -

60 mg) kolonnu ņem 4 ml 0,5 MHC\ slāņa. Kondicionē Oasis MCVkolonnu ar 1 ml metanola 

un 1 ml ūdens. Uznes paraugu (4 ml 0,5 A/HCI) . Mazgā kolonnu ar 1 ml 1 .V HCI un ! ml 

metanola. Eluē levamizou ar 2 ml 5% amonjaka šķīdumu metanolā. Paraugu ietvaicē un 

atkarībā no detektēšanas veida izšķīdina I 00 pl izooktāna vai kustīgās fāzes. 

2.1.12. Paraugu sagatavošana fentanila noteikšanai, izmantojot cietās fāzes ekstrakciju ar 

Oasis MCX kolonnām. 

500 pl asinis plazmas pievieno 25 pl fosforskābes un samaisa. Kondicionē Oasis MCX 

kolonnu ar 1 ml metanola un I ml ūdens. Uznes paraugu un mazgā kolonnu ar 1 ml 0,1 A r HC! 

un 1 ml metanola. Eluē fentanilu ar 2 ml 5 % amonjaka šķīdumu metanolā. Paraugu ietvaicē un 

izšķīdina 100 ^1 metanola. 

21 



2.1.13. GH-MS analīze 

Gāzu hromatogrāfa parametri: 

Kolonna: 30mx0.25 mm DB5 fāzes 0,25 pm slānis 

Injekcija: 1 pl 

Temperatūra: GH-MS pārēja: 280°C 

Injektors: 240"C 

Temperatūras programma: 

No temp. (°C) Līdz temp. (°C) Ātrums 

( JC/min.) 

Laiks (min.) Kopējais laiks 

(min) 

60 240 30 6,0 6.0 

240 240 - 4.0 10.0 

240 260 10 2.0 12.0 

260 260 - 5.0 17,0 

Nesēj gāze: Hēlijs 

Plūsmas ātrums = 1 ml/min 

Masspe ktrome ira par am e iri: 

Elektronu triecienu jonizācija: 

Elektronu enerģija 69,9 eV 

Jonu avota temperatūra 230°C 

Kvadrupola temperatūra 150°C 

Spriegums uz elektrodiem 1247 V 

Pozitīva ķīmiskā jonizācija: 

Elektronu enerģija 156,2eV 

Jonu avota temperatūra 250°C 

Kvadrupola temperatūra 106°C 

Spriegums uz elektrodiem 1153 V 

2.1.14. Levamizola noteikšana ar AEŠH-MS-MS sistēmu. 

Šķidruma hromatogrāfa parametri: 

Waters Alliance 2690 šķidruma hromatogrāfs ar Waters Symmetry- C18 5 pm 3.9x150 mm 

kolonnu. Izokratiskais režīms: 6 0 % H 2 0 . 39% CHjOH. 1% CH3COOH. Hromatogrammas 

laiks 8 minūtes, plūsmas ātrums I ml/min. injekcijas tilpums 10 pl. 
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Masspektrometrijas parametri: 

Micromass Quattro LC masspektrometrs ar trīskāršo kvadrupolu sistēmu (AEŠH-MS-MS 

mērījumiem). Pozitīvās elektriskās izsmidzināšanas jonizācijas režīms. Skanēšanas veids: 

MRM. Skanēšanas pāreja: 205 —> 1 78. Spriegums uz konusa: 35,0 V, sadursmju enerģija: 22,0 

eV, spriegums uz kapilāra: 3,5 kV 

2.1.15. Fentanila noteikšana ar AEŠH-MS-MS sistēmu. 

Šķidruma hromatogrāfa parametri: 

Waters Alliance 2690 šķidruma hromatogrāfs ar Waters Xterra MS Cl 8 3,5 pm 2,1x100 mm 

kolonnu. Izokratiskais režīms: 100% CH3OH. Hromatogrammas laiks 5 minūtes, plūsmas 

ātrums 0,2 ml/min, injekcijas tilpums 10 pl. 

Masspektrometrijas parametri: 

Micromass Quattro LC masspektrometrs ar trīskāršo kvadrupolu sistēmu (AEŠH-MS-MS 

mērījumiem). Pozitīvās elektriskās izsmidzināšanas jonizācijas režīms. Skanēšanas veids: 

MRM, skanēšanas pārejas: 337 - > 105; 337 —» 135; 337 -» 188. Spriegums uz konusa: 35,0 

V, sadursmju enerģija: 22,0 eV, spriegums uz kapilāra: 3,5 kV 

2.2, Hormonālo savienojumu atlieku noteikšana ga(ā, plazmā un urīnā ar GH-MS metodi 

2.2.1. Analīzes princips un pielietošanas sfēra 

Metode ietver šādus etapus: 

Parauga Attīrīšana ar 
homogemzāc i ja , šķidruma-

urīnam • šķidruma 
Jekonjugācija ar ^ ekstrakciju 

gkikuronidāzi ™ 

2.2.2. Reaģenti un materiāli 

Tertbutilmetiiēteris {Acros I 99%) 

Metanols (Baker I for organical residue analysis) 

Heksāns (Labscan I Pesiiscan) 

Dihlormetāns (Acros IHPLC) 

Acetons (Acros I HPLC) 

Izooktāns (Baker i Baker analysed) 

Heptafluorosviestskābes anhidrīds (Alltech) 

Dejonizēts ūdens (MilliQ attīrīšanas sistēma) 

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

C18 kolonnas. 100 mg sorbenta, lec (J. T.Baker vai Waters) 
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Attīrīšana ar 
CI 8 cietās tazes 

ekstrakcijas 
kolonnu 

Sav ienojumu 
derivatizācija ar 

H F B A 

Savienojumu 
noteikšana ar 

G H - M S NĶJ vai 
EJ režīmā 



2.2.3. Šķīdumi 

20% acetona šķīdums ūdenī. 100 ml mērcilindrā ielej 20 ml acetona un uzpilda līdz 100 ml ar 

ūdeni. 

40% metanola šķīdums ūdenī. 100 ml mērcilindrā ielej 40 ml metanola un uzpilda līdz 100 ml 

ar ūdeni. 

Acetāta buferšķīdums (0,04 mol/L). 25,2 g etiķskābes un 43.0 g C H 3 C O O N a x 3 H 2 0 izšķīdina 

1000 ml ūdens. 

Iekšējo standartu šķīdums. Dieti!stilbestro!a-d6, zeranola-d4, taleranola-d4 un testosterona-d2 

šķīdumi etanolā ar koncentrāciju 1 ng/pl. 

2.2.4. Standartviela un standartšķīdumi 

25 ml mērkolbās sagatavo savienojumu pamata standartšķīdumus metanolā ar koncentrāciju 

1000 ng/pl (ST1) (25 mg 25 mililitros). Izmantojot pamata standartšķīdumus, 50 ml mērkolbā 

sagatavo darba standarīšķīdumu metanolā pēc šādas shēmas: 

Darba standartšķidumu sagatavošana 

Savienojums STI Vielas Savienojums STI Vielas 

tilpums, iii konc, ng/uJ tilpums, ul konc, ng/u.1 

DEN 450 9 Testosterons 200 -1 

HEX 40 0,8 17(3Estradiols 200 -1 

DES 150 3 Zeranols, taleranols 300 6 

17ct-MeTestosterons 300 6 Progesterons 500 10 

Boldenons 300 6 Megestrola acetāts 500 10 

Nandrolons 300 6 Medroksiprogesterons 2000 40 

Estriols 200 4 Hidroksiprogesterons 5UD 10 

Estrons 200 4 Cis-androsterons 2oo 4 

2.2.5. Apciratūra un trauki 

Analītiskie svari Kern 770-60 ar precizitāti 0.01 mg un svēršanas diapazonu līdz 60g 

Derivatizēšanas termobloks - BioSan 

Centrifūga - MSE Mistral 

Stikla pudelītes 22 ml 

Derivatizēšanas stikla pudelītes 10 ml 

Vakuuma manifolds Alltech un sūknis Gast 
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Graduētas stikla pipetes 10 un 20 ml 

Mērkolbas, A klases 25 ml, 50 ml 

Centrifūgas stikla mēģenes 10 ml 

Automātiskās pipetes ar maināmo tilpumu 200 un 1000 pl 

2.2.6. GH-MS 

Masu selektīvs detektors (Hewlett Packard 5973). kas savienots ar Hewlett Packard gāzu 

hromatogrāfu (HP 6890). 

2.2.7. Analīzes veikšana 

Ekstrahē 5 g vai ml parauga divas reizes ar 5 mi tertbutilmetilētera (urīna paraugiem pirms 

analīzes pievieno 1 ml acetāta buferšķīduma ar pH 5,2 un 25 p! glukuronidāzes un inkubē 2 

stundas 37°C temperatūrā). Apvienotos tertbutilmetilētera slāņus ietvaicē līdz sausam slāpekļa 

plūsmā 40°C temperatūrā. Sauso atlikumu izšķīdina 3 ml metanola, pievieno I ml ūdens un 

iekšējo standartu vai standartpiedevu. Pievieno 5 ml heksāna un sakrata. Centrifuge 5 min ar 

3000 apgr/min un atdala heksāna augšējo slāni. Apakšējam slānim pievieno 5 ml dihlormetāna 

un veic hormonālo savienojumu ekstrakciju CEbCb slānī. Noņem augšējo slāni un mēģenes 

saturu ietvaicē līdz sausam slāpekļa plūsmā 40°C temperatūrā. Sauso atlikumu izšķīdina I ml 

4 ( 1 % metanola šķīduma un veic cietās fāzes ekstrakciju. Kondicionē C18 kolonnu ar 1 ml 

metanola un 1 ml ūdens. Uznes 1 ml parauga un mazgā kolonnu ar 1 ml 40% metanola 

šķīdumu un 1 ml 2 0 % acetona šķīdumu. Eluē hormonālos savienojumus ar 2 x | ml metanola. 

Derivatizācijas mēģenēs ietvaicē metanola šķīdumu līdz sausam un pievieno 75 pl acetona un 

25 pl heptafluorosviestskābes anhidrīda. Veic derivatizācijas reakciju I stundu 60°C, ietvaicē 

šķīdumu līdz sausam un atlikumu izšķīdina 50 pl izooktāna. Izooktānu pārnes autosamplera 

pudeļu ieliktņos un izmanto noteikšanai ar GH-MS 

2.2.8. GH-MS analīze 

Gāzu hromatogrāfa parametri: 

Kolonna: 30mxO,25 mm DB5 fāzes 0,25 pm slānis 

Injekcija: I pl 

Temperatūra: GH-MS pārēja: 280°C 

[ņjektors: 250°C (Plūsmas dalītājs 1:5) 



Temperatūras programma: 

No temp. (°C) Līdz temp. (°C) Ātrums Laiks (min.J Kopējais laiks 

(°C/min.) (min) 

100 100 - 2 i 

100 200 15 6.67 8.67 

200 200 - 9 17.67 

200 280 10 8 25.67 

280 280 - 10 36.67 

Nesejgaze: hēlijs, plūsmas ātrums = 1 ml/min 

Masspektrometra parametri: 

EJ vai NĶJ režīms. 

\ 'ĶJ jonizācija SIM režīms: 

Laiks, min Savienojumi Joni 

10.00 DEN. HEX, DES 442 ,446 , 4 4 4 . 4 6 1 , 4 6 5 , 4 6 3 

17,00 17oc-metiltestosterons 442, 4 6 0 , 7 7 1 , 6 1 5 

21,00 Zeranols. taleranols 4 9 9 , 6 9 4 , 713, 714.717 

22,00 Boldenons 442. 462, 658. 67S 

22,80 Nandrolons, testosterons, 17(ļ-estradiols, 

estriols, estrons 

646, 660, 644. 450, 444, 645 

25,00 Piogesterons, hidroksiprogesterons 454, 472, 490, 509 

30,00 Megestrola acetāts; 

medroksiprogesterona acetāts 

738, 740, 758, 760 

EJ jonizācija SIM režīms: 

Laiks, min Savienojumi Joni 

10,00 DEN, HEX. DES 303, 330. 33 1. 332, 417, 445, 447. 461, 629, 

6 3 1 , 6 5 8 . 6 6 0 . 666 

21,00 Boldenons 343; 3 6 9 ; 4 6 4 ; 6 7 8 

22,10 Nandrolons 306, 453, 666 

22,65 Testosterons, 1 7p-estradiols 409, 4 5 1 . 467, 664, 665. 680, 682 
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2.3. Nesteroīdo pretiekaisuma līdzekļu atlieku noteikšana ar GH-MS metodi 

2.3.1. Analīzes princips. 

Metode ietver parauga homogenizēšanu skābā vidē un heksāna. ekstrakta attīrīšanu ar 

šķidruma / šķidruma ekstrakciju, savienojumu metilēšanu un nesteroīdo pretiekaisuma 

līdzekļu noteikšanu, izmantojot GH-MS metodi elektronu trieciena jonizācijas režīmā. 

2.3.2. Reaģenti 

Heksāns (Labscan / Pestiscan) 

Dihlormetāns (Acros /HPLC) 

Nātrija hidroksīds (Sigma ! analītiski tīrs) 

Koncentrēta sērskābe (Acros 1 analītiski tīra) 

Bezūdens nātrija sulfāts (Acros i analītiski tīrs) 

Dejonizēts ūdens - MilliQ attīrīšanas sistēma 

2.3.3. Šķīdumi 

0,5 M nātrija hidroksīda šķīdums. Uzmanīgi izšķīdina 40g NaOH 400 ml ūdens. Uzpilda līdz 

1000 ml ar ūdeni. 

2 M sērskābes šķīdums. Uzmanīgi pieliek 98 g koncentrētas sērskābes 400 ml ūdens un 

uzpilda līdz 500 ml. 

2.3.4. Standarti 

Fenilbutazons (Aldrich), ketoprofēns (Sigma), diklofenaks (Sigma), naproksēns (Sigma), 

feņpproflns (Sigma). Sagatavo vielu standartšķīdumus metanolā ar koncentrāciju I mg/ml. 

Sagatavojot darba šķīdumus. I ml pamatšķīduma atšķaida līdz 100 ml ar metanolu. Beigu 

koncentrācija ir 10 ng/pl. Sagatavo vienu reizi mēnesī. Darba šķīdumu ar koncentrāciju 1 

ng/pl sagatavo, atšķaidot šķīdumu ar koncentrāciju 10 ng/pl 10 reizes ar metanolu. 

2.3.5. Aparatūra un trauki 

Centrifūgas polipropilēna mēģenes 50 ml. 

Mērcilindri 25ml, 500ml un 1L 

Mērkolbas 10, 25 ,50 , 100 ml 

Centrifūga ar apgriezienu skaitu vismaz 3000 apgr./min 

Homogenizators - UltraTurrax 

Kratītājs - BioSan 



Stikla mikropudeles 1,5 ml ar ieliktņiem 

200 ul mikropudelītes 

Svari -Kern 770-60 ar precizitāti 0,01 mg un svēršanas diapazonu līdz 60g 

Sildīšanas iekārtas un slāpekļa ietvaicēšanas sistēma 

Automātiskās pipetes ar maināmo tilpumu 200, 1000, 5000 pl 

2.3.6. GH-MS 

Masu selektīvs detektors (Hewlett Packard 5973), kas savienots ar Hewlett Packard gāzu 

hromatogrāfu (HP 6890). Gāzu hromatogrāfs aprīkots ar automātisku paraugu ievadīšanas 

iekārtu (HP 7683) 

Gāzu hromatogrāfijas kolonna - 30mx0,25 mm DB5 fāzes 0,25 pm slānis. 

2.3.7. Analīzes veikšana 

Parauga iesvaru 5,0 g ievieto centrifūgas mēģenēs, un kontrolparaugiem pievieno savienojumu 

standartpiedevu (50 ng/g). Mēģenēs pievieno 3g bezūdens nātrija sulfāta, vienmērīgi sadalot to 

virs parauga. Katrai mēģenei pievieno 1 ml 2 M H2SO4 un 10 ml heksāna. Homogenizē 

maksimālā ātrumā 2 min ar Ultra-Tarrax. Horizontālā maisītājā paraugus maisa 15 min. 

Centrifuge 15 min ar 3000 apgr/min. 5 ml heksāna slāņa pārnes 10 ml stikla centrifūgas 

mēģenē. Pievieno 2 ml 0,5 .-V/NaOH šķīduma, intensīvi 2 min krata ar roku un tad centrifuge 5 

min ar 3000 apgr/min. Atdala heksāna slāni. Ūdens slānim pievieno 1 ml 2 M H 2 SOj šķīduma 

un sakrata. Pievieno 4 ml dihlormetāna, sakrata ar roku vienu minūti. Centrifuge 5 min ar 

3000 apgr/min. Atdala ūdens slāni un dihlormetānu ietvaicē līdz sausam slāpekļa plūsmā. 

Sausam atlikumam pievieno 100 pl metanola un izšķīdina samaisot. Pievieno 20 pl 

trimetilsilidiazometāna, samaisa un pēc 10 minūtēm ietvaicē līdz sausam slāpekļa plūsmā. 

Atlikumu izšķīdina 100 pl cikloheksāna. Gāzhromatogrāfiskai analīzei ņem 1 pl. 

2.3.8. GH-MS analīze 

Gāzu hromatogrāfa parametrus: 

Injekcija: I pl 

Temperatūra: GH-MS pārēja: 280°C, injektors 250°C 
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Temperatūras programma: 

No temp. (°C) Līdz temp. (°C) Ātrums 

(°C/min.) 

Laiks (min.) Kopējais laiks 

(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 

Nēsejgāze: Hēlijs, plūsmas ātrums = 1 ml/min 

Masspektrometra parametri: 

SIMjonu izvēle: 

Fenoprofens: 256, 197, 198 Da 

Naproksēns: 185, 186,244 Da 

Ketoprofēns: 268, 209 , 191 Da 

Dilofenaks: 309, 308, 183, 252 Da 

Fenilbutazons: 322, 279, 247 Da 

2.4. Sulfanilamīdu un nitroimidazolu atlieku noteikšana ar AEŠH-MS-MS metodi 

2.4.1. Analīzes princips. 

Metode ietver parauga homogenizēšanu un savienojumu ekstrakciju acetonitrilā vai etilacetāta 

- cikloheksāna maisījumā, lipīdu atdalīšanu ar liekšanu vai gelfiltrācijas hromatogrāfiju un 

veterināro preparātu atlieku noteikšanu ar AEŠH-MS-MS metodi atmosfēras spiediena 

ķīmiskās jonizācijas režīmā; 

2.4.2. Reaģenti 

Heksāns (Labscan I Pesiiscan) 

Acetonitrils {Acros I AEŠH) 

Dejonizēts ūdens, Milli g ( 1 8 , 2 MD) 

Standartvielas: sulfadimidīns, sulfahloropiridazīns, dapsons, sulfatiazols, trimetoprims. 

ronidazols, metridazols (Riedel-de-Haen): sulfanilamīds, sulfādiazīns. sultaJimeioksīns. 

sullāmetizols (Sigma) 



2.4.3. Iekārtas 

Micromass Quattro LC masspektrometrs ar trīskāršo kvadrupolu sistēmu, Waters Alliance 

2690 šķidruma hromatogrāfs ar Waters Symmetry C18 5 pm 3,9x 150 mm kolonnu. 

Automātiska paraugu ievadīšanas iekārta. Waters 1\1 plus 

AEŠH sūknis, Waters 515 

Stikla hromatogrāfijas kolonna (d=I0 mm, l=500mm). pildīta ar sorbentu Bio-Beads S-X3, 

Bio - Rad Laboratories 

Frakciju kolektors, Waters II 

Iztvaicētājs Biichi, Rotavapor R-l 14, Waterbath B-480 

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

Centrifūga MSE Mistral 2000R 

Centrifūga MPW - 310 

Analītiskie svari Kern 770-60 ar precizitāti 0,01 mg un svēršanas diapazonu līdz 60g 

Automātiska pipete 200-H1000 pl, Labsystems 

A klases stikla mērkolbas, 25 ml, Brand 

Piltuves d=5,5 cm, Ditran 

Kolbas iztvaicēšanai, Schotl 

Filtri Millex, Millipore corporation 

Filtri Ultrafree - MC, Millipore corporation 

2.4.4, Paraugu sagatavošana, izmantojot gel fit rācijas hromatogrāfija 

Gaļas paraugam atdala taukus. 5 g iesver 50 ml centrifūgas mēģenē, pievieno 15 ml 

cikloheksāna - etilacetāta maisījuma (1:1) un homogenizē ar Ultra - Turrax. Krata 10 min un 

10 min centrifuge ar 3000 apgr/min I5°C temperatūrā. Ekstraktu tīltrē caur filtru, kurā iebērts 

nātrija sulfāts, paraugam pievieno vēl 15 ml cikloheksāna - etilacetāta maisījuma (1:1) un 

atkārto ekstrakciju. 30 ml ekstrakta iztvaicē ar rotācijas ietvaicētāju 40°C temperatūrā. Sausam 

atlikumam pievieno 4 ml cikloheksāna - etilacetāta maisījuma (1:1), filtrē caur Millex filtru un 

savāc to 4 ml stikla pudelēs. 

Attīra paraugu, izmantojot gelfiltrācijas hromatogrāfiju. Ieslēdz eluenta plūsmu ar ātrumu 0,5 

ml/min un 30 min laikā līdzsvaro kolonnas gelu ar eluentu. Palielina eluenta plūsmas ātrumu 

līdz 1 ml/min un ievieto paraugus autosamplerā. Atbilstoši autosamplera programmai I ml 

parauga šķīduma tiek ievadīts kolonnā. Frakciju kolektors savāc frakciju no 24. līdz 49.min. 

kas atbilst mobilās fāzes tilpumam 25 ml. Iztvaicē šo frakciju, atlikumam pievieno 100 pl 



acetonitrila - dejonizeta ūdens maisījuma (70:30). Nosaka veterināro zaļu atlieku 

koncentrāciju, izmantojot AEŠH-MS-MS. 

2,4.5. Paraugu sagatavošana, izmantojot šķidruma - šķidruma ekstrakcija 

Gaļas paraugam atdala taukus, 3 g nosver 50 ml centrifūgas mēģenē, pievieno 10 ml 

acetonitrila un homogenizē ar Ultra - Turrax. Krata 10 min un 10 min centrifuge ar 3000 

apgr/min I5°C temperatūrā. Ekstraktu filtrē caur filtru, kurā iebērts nātrija sulfāts. Acetonitrila 

ekstraktam pievieno 15 ml heksāna, krata mēģeni un 10 min centrifuge ar 3000 apgr/min. 

Atdala heksāna slāni un ietvaicē acetonitrilu līdz sausam slāpekļa plūsmā 40°C temperatūrā. 

Sausam atlikumam pievieno 100 pl acetonitrila - dejonizēta ūdens maisījuma (70:30). Atkārto 

tauku atdalīšanas procedūru ar heksānu. Nosaka veterināro zāļu atlieku koncentrāciju, 

izmantojot AEŠH-MS-MS. 

2.4.7. AEŠH-MS-MS parametri 

Šķidruma hromatogrāfijas parametri: 

Izokrātiskais režīms: 3 0 % H ; 0 , 70% C H 3 C N ar 0 , 0 1 % heptafluorosviestskābi. 

hromatogrammas laiks 10 minūtes, plūsmas ātrums 0,8 ml/min un injekcijas tilpums 10 pl. 

Masspektrometrijas parametri: 

Pozitīvās atmosfēras spiediena ķīmiskās jonizācijas (ApCE) režīms, uzdoto jonu reakciju 

monitorings. 

Savienojumu detektešanas parametri: 

Nr. Standartu nosaukums Skanēšanas pārējās Sadursmju enerģija, eV 

1. Sulfadimetoksīns 310,8 > 155.7 15 

2. Trimetoprims 290,9 > 229.8 25 

3. Sulfahlorpiridazols 284,7 > 155.7 15 

4. Sulfadimidīns 278,8 > 185,7 15 

5. Sulfametizols 270,8 > 155,7 15 

6. Sulfatiazols 255,7 > 155,7 15 

7. Sulfanilamīds 213,7 > 172,7 8 

8. Metronidazols 172,0> 128,0 10 

9. Ronidazols 201,0 > 140,0 12 
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3. REZULTĀTI UN TO IZVĒRTĒŠANA 

3 . 1 . Levamizo la atlieku note ikšanas metode 

3.1.1. Levamizola masspektra uzņemšana ar dažādām jonizācijas metodēm. 

Lai izmantotu masspektrometriju kvantitatīvajā analīzē un izvēlētos optimālus 

mērīšanas apstākļus, ir nepieciešama analizējamās vielas masspektra uzņemšana. Elektronu 

triecienu jonizācijas režīmā bāzes smaile ir 204 Da, kas pieder levamizola molekulārajam 

jonam. Iespējamā levamizola fragmentācijas shēma ir parādīta 4. attēlā. 

4.0t. Levamizola fragmentācijas shēma EI jonizācijas apstākļos. 

176 Da jona veidošanās ir saistīta ar cikla sabrukšanu un stabila neitrāla fragmenta 

CH 2 =CH: atšķelšanos. Šī sabrukšanas shēma viegli realizējas C-N un C-S saišu nestabilitātes 

dēļ [5 1]. Sakarā ar elektronu triecienu lielo enerģiju. 176 Da jonā notiek C-N un a-C-C saišu 

sabrukšana, veidojoties stabilam jonam 148 Da. Šī jona stabilitāti varētu izskaidrot ar tā 

eiklizāciju. Jona 127 Da veidošanās notiek sabrūkot saitei starp diviem cikliem - benzola un 

2,3,5,6-tetrahidroimidazo[2,1 bjtiazola. 

Negatīvās ķīmiskās jonizācijas ar metānu masspektram bāzes smaile ir (M-H)~. Tātad, 

levamizolam NĶJ režīmā vairāk raksturīgas protona pārneses reakcijas nevis elektrona 

satveres procesi. Jona 148 Da veidošanās varētu notikt līdzīgi EJ jonizācijas procesam. 
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Pozitīvās ķīmiskās jonizācijas ar metānu masspektram ir raksturīga mazāka 

fragmentācija, salīdzinot ar EJ režīmu. Bāzes smaile ir ( ,M+H)\ kas veidojas protona pārneses 

procesā. Iespējamā fragmentācijas shēma ir piedāvāta 5. att. 

5. att. Levamizola fragmentācijas shēma PĶJ jonizācijas apstākļos. 

Jona 178 Da veidošanos ietekmē saišu C-N un C-S nestabilitāte. Pēc CH2-CH3 

atšķelšanās jons pievieno 2 protonus, j o protonu pārneses procesi PĶJ režīmā ir ar lielu 

varbūtību. Dotajos apstākļos saites C-S sašķelšanās notiek izdevīgāk nekā cikla atvēršanās, 

tāpēc veidojas jons 145 Da. Jona 127 Da veidošanās PĶJ režīmā notiek līdzīgi kā EJ 

apstākļos. Tālākā 127 Da jona fragmentācija notiek ar CH :=CH2 atšķelšanos, sabrūkot divām 

C-N saitēm. 

Jona 163 Da veidošanās ES+ režīmā (6.att.) izskaidrojama ar C-N un divu ct-C-C saišu 

sabrukšanu. 



6. att. Levamizola fragmentācijas shēma ES+jonizācijas apstākļos. 

Ļoti iespējams, ka 163 Da jons stabilizējas veidojot pieclocekļu ciklu. Jona 159 Da 

veidošana notiek atšķeļoties C H 2

= S fragmentam. 145 Da jons veidojas līdzīgi PĶJ 

fragmentācijas shēmai. 

Veicot MS/MS mērījumus, kvadrupola Qi parametri tika uzstādīti, lai tas filtrētu tikai 

205 Da jonus. Reakciju kamerā Q 2 205 Da jona sadursmju ar argona atomiem rezultāta tas 

fragmentējas tālāk. Fragmentācijas shēma ir visai līdzīga fragmentācijai PĶJ apstākļos. 

1 4 5 ( F r + H ) ļ 

7.att. Jona 204 Da MS< MSfragmentācijas shēma. 
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Saišu C-N un C-S nestabilitātes dēļ notiek cikla atvēršana un C H ^ C F Ļ atšķelšanās. 

Jons 178 Da ir bāzes smaile 205 Da šķembu jonu masspektra ES+ režīmā ar sadursmju 

enerģiju 22 eV. Atšķirībā no PĶJ jonizācijas, 127 Da jons ES+ jonizācijas režīmā pievieno 

divus protonus, veidojot jonu 129 Da. 

Kā redzams no iegūtajiem rezultātiem, levamizola fragmentācijas shēmu stipri ietekmē 

jonizācijas veids un jonizācijas enerģija. Fragmentācija pārsvarā notiek 2,3,5.6-

tetrahidroimidazo[2,lb]tiazola heterociklā. Visintensīvākā fragmentācija ir raksturīga 

elektronu triecienu jonizācijai. Pozitīvās un negatīvās ķīmiskās jonizācijas spektriem ir 

raksturīgs stipri izteikts molekulārā jona signāls. Elektriskās izsmidzināšanas jonizācijas 

gadījumā masspektra bāzes smaile ir levamizola molekulārais jons un pārsvarā ir lielas 

molekulārās masas fragmenti, kas liecina par to, ka ES+ ir maiga jonizācijas metode. 

3.1.2. Masspektrometra parametru optimizēšana levamizola noteikšanai. 

Levamizola standartšķīdums ar koncentrāciju 1 mg/ml atkārtoti tika ievadīts gāzu 

hromatogrāfa ar masspektrometru. kas darbojas dažādos jonizācijas režīmos. Tika iegūti trīs 

masspektri, kas atbilst elektronu triecienu, pozitīvās un negatīvās ķīmiskās jonizācijas 

režīmiem. Par salīdzināšanas kritēriju tika izvēlēta masspektra bāzes smailes intensitāte. 

Rezultāti ir parādīti 8. att. 

El PCI NCI 

Jonizācijas veids 

8.att. Levamizola masspektra bāzes Ūnijas intensitāte atkarība no jonizācijas veida. 
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Masspektra bāzes līnijas intensitāte raksturo metodes jutību. No rezultātiem ir 

redzams, ka vislielākā analītiskā signāla intensitāte piemīt pozitīvās ķīmiskās jonizācijas 

režīmam. Tas varētu būt izskaidrojams ar levamizola molekulas protonēšanas zemo enerģiju 

un līdz ar to lieliem iznākumiem CH 4 PĶJ procesā. Ļoti zema NĶJ analītiskā signāla 

intensitāte ir saistīta ar levamizola molekulā esošo atomu zemo elektrontieksmi. 

No rezultātiem var izsecināt, ka levamizola noteikšanai vispiemērotākie ir elektronu 

triecienu vai pozitīvās ķīmiskās jonizācijas darbības režīmi. Optimālo metodes jutību var 

sasniegt tieši PĶJ režīmā. 

AEŠH-MS-MS darbības optimizēšanā ļoti svarīgi ir izvēlēties potenciālu starpību uz 

konusa un sadursmju enerģiju, lai bāzes pīķa intensitāte un līdz ar to metodes jutība būtu 

maksimālā. Potenciālu starpība uz konusa ietekmē prekursora jona 205 Da veidošanos. Bāzes 

smailes m/z 205 Da atkarība no potenciāla starpības ir parādīta 9. att. 

300000 
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9.att. Levamizola masspektra bāzes smailes m/z 205 Da atkarība no potenciāla starpības uz 

AEŠH-MS-MS konusa. 

Kā redzams no rezultātiem, potenciāla starpība uz konusa ļoti būtiski ietekmē 

levamizola jonizāciju. Levamizola molekulārā jona intensitāte sasniedz maksimālo vērtību, ja 

spriegums ir 35 V. 

Sadursmju enerģija ietekmē procesus, kas notiek reakciju kamerā Q2. Jons 205 Da 

sadursmju rezultātā ar argona molekulām fragmentējas, un analīzes jutības paaugstināšanas 
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nolūkā ir nepieciešams izvēlēties Šķembu jonu ar vislielāko intensitāti. Lai paaugstinātu 

mērīšanas selektivitāti, racionāli ir izvēlēties šķembu jonu ar lielāku masu, jo tad fona ietekme 

ir vismazākā. Sadursmju enerģijas ietekme uz 205 Da jona fragmentāciju ir attēlota 10. 

pielikumā. Ir redzams, ka ar sadursmes enerģiju 5 eV fragmentācija nenotiek. Šķembu jona 

178 Da intensitāte ir maksimālā pie argona molekulu enerģijas 25 eV, bet 45 elektronvoltos šis 

jons pilnīgi pārvēršas fragmentos ar zemāku masu. Uzņemot jona 178 Da intensitātes atkarību 

no sadursmju enerģijas intervālā 20-30 eV, analīzei izvēlēta sadursmju enerģija 22 eV. 

3.1.3. Levamizola apstiprināšanas procedūra. 

Identificējot savienojumu ar hromatogrāfiskāin metodēm, par kritēriju visbiežāk 

izmanto aiztures laiku. Lai paaugstinātu analīzes drošību, var uzņemt analizējamā parauga 

hromatogrammu uz citas polaritātes kolonnas [52]. Šī metode prasa vairāku kolonnu 

izmantošanu un ir |oti darbietilpīga. Masspektrometrijas metodes izmantošana ļauj vienkāršot 

apstiprināšanas procedūru. 

Pastāv norādes uz levamizola klātbūtni, ja analizējamā paraugā hromatogrāfiskās 

smailes aiztures laiks ir ±2s no levamizola standartvielas aiztures laika vai ir novērota 204 Da 

jona klātbūtne elektronu trieciena jonizācijas režīmā [11]. 

Lai apstiprinātu levamizola klātbūtni analizējamā paraugā, izpēta masspektra jonu 121, 

148, 203 , 204 Da klātbūtni. Aprēķina to intensitāti attiecībā pret bāzes smaili m/z 148. 

Elektronu triecienu jonizācijas mērīšanas rezultāti ir apkopoti 1. tabulā. 

1 .tabula 

Levamizola masspektra dažādu jonu attiecība (vidēja no 10 mērījumiem) GH-MS EJ režīma 

Koncentrācija, ng/pl Jons (m/z) Koncentrācija, ng/pl 

121 148 203 204 

1 44±I2 100 47±5 67+16 

2 35±4 100 47±4 79±15 

5 26+3 i 00 45±3 90±10 

Rezultāti rāda, ka atkarībā no levamizola koncentrācijas, mainās arī jonu intensitātes 

attiecības. Šo parādību var izskaidrot ar fona ietekmi, kas ir lielāka zemām koncentrācijām. 

Nepieciešams pievērst uzmanību jonam 204 Da, kura intensitāte pieaug līdz ar koncentrāciju 

un lielās koncentrācijas šis j o n s kļūst par bāzes smaili. Jonu attiecības nenoteiktība samazinās 

pieaugot koncentrācijai. 
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Tātad levamizola apstiprināšanas procedūrā ar GH-MS EJ metodi ir jāņem vērā 

preparāta koncentrācija, t.i. nezināmā pīķa masspektru nepieciešams salīdzināt ar tuvākās 

koncentrācijas standartšķīduma masspektru. 

GH-MS mērījumiem PĶJ režīmā izvēlas jonus 127, 204, 205. 206 Da. To attiecība pret 

bāzes pīķu 205 Da ir parādīta 2. tabulā. 

2.tabula 

Levamizola masspektra dažādu jonu attiecība GH-MS PĶJ režīmā (n=3) 

Koncentrācija, ng/pl Jons (Da) Koncentrācija, ng/pl 

127 204 205 206 

0,5 4,9 4,6 100 13,0 

1 3,4 3,8 100 14,9 

1,5 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 4,4 100 12,5 

3,5 4,4 4,3 100 12,7 

4 4,3 4,3 100 12,6 

4,5 3,9 4,0 100 13.6 

5 4,0 4,2 100 12,9 

Vidējā attiecība 4.1 4,2 100 13,5 

Relatīvā standartnovirze, % 12 5,8 0 7.3 

Rezultāti rāda, ka GH-MS mērījumiem ķīmiskās jonizācijas režīmā dažādu jonu 

attiecības atkarība no koncentrācijas ir krietni mazāka. To var izskaidrot ar mazāku fona 

ietekmi uz GH-MS PĶJ mērījumiem. Rezultātiem nav novērota tendence samazināties vai 

paaugstināties līdz ar koncentrācijas maiņu. Stabilas jonu intensitātes attiecības ļauj droši veikt 

apstiprināšanas procedūras. 

3.1.4. Metodes parametru pārbaude 

Atkārto]amības pārbaude. 

Lai salīdzinātu gāzu hromatogrāfa - masspektrometra rezultātu atkārtojamību EJ un 

PĶJ režīmā, levamizola standartšķīdumi ar koncentrāciju 1, 2 un 5 ng/pl atkārtoti (n=5) tika 

ievadīti hromatogrāfa. Rezultāti ir apkopoti 3. tabulā. 
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3.tabula 

Levamizola koncentrācija, 

ng/pl 

Relatīvās standartnovirzes hromatografisko smaiļu augstumiem, 

% 

Levamizola koncentrācija, 

ng/pl 

EJ režīms PĶI režīms 

1 11,1 5,4 

2 12,5 3,2 

5 15,1 7.3 

N o rezultātiem var izsecināt, ka gāzu hromatogrāfijas - masspektrometrijas metodei 

piemīt samērā liela izkliede starp paralēliem mērījumiem. Masspektrometrija atkārtojamība 

galvenokārt ir atkarīga no jonizācijas procesu stabilitātes. Praktiski aparātu ražotajiem ir ļoti 

grūti nodrošināt stabilus jonizācijas apstākļus. Ļoti būtiska ir arī turbomolekulāro sūkņu 

darbība, kas nodrošina vakuumu jonizācijas kamerā. 

Pozitīvās ķīmiskās jonizācijas labāka atkārtojamība, iespējams, ir saistīta ar šīs 

metodes augstāku jutību. Līdz ar to analītiskais signāls vienādām Šķīduma koncentrācijām EJ 

režīmā ir tuvāk noteikšanas robežai, kur gadījuma novirzes ir lielākas. 

Lai noteiktu AEŠH-MS-MS atkārtojamību. tika izmantots levamizola standartšķīdums 

ar koncentrāciju 5 ng/ml. Relatīvā standartnovirze 5 atkārtotiem mērījumiem (smaiļu 

platībām) ir 6,8%. Ņemot vērā ļoti zemu šķīdumu koncentrāciju, var izdarīt secinājumu par 

AEŠH-MS-MS mērījumu labāku atkārtojamību, salīdzinot ar GH-MS EJ režīmā. 

Linearitātes pārbaude. Minimālā nosakāmā levamizola koncentrācija. 

GH-MS EJ noteikšanas metodes linearitātes pārbaude veikta uzņemot 

hromatogrammas levamizola standartšķīdumiem ar koncentrāciju I, 2, 5 un 10 ng/pl. Integrē 

hromatogrāfiskos smailes un konstruē graduēšanas grafiku smaiļu augstumiem pret šķīduma 

koncentrāciju. 

Noteikšanas koeficients lineārai graduēšanas taisnei, kas iegūta ar GH-MS EJ metodi, 

ir R : =0,991 , kas ir pietiekami labs rādītājs, ņemot vērā metodes atkārtojamību. 

GH-MS PĶJ metodei graduēšanas grafiku koncentrāciju intervālam 0.5-5.0 ng/pl 

vislabāk apraksta otrās kārtas polinoma vienādojums (noteikšanas koeficients ir R 2 =0,993). 

Graduēšanas grafika nelineārais raksturs darba koncentrāciju diapazonā ir lielākais levamizola 

GH-MS PĶJ noteikšanas metodes trūkums. Bet problēma ir atrisināma veicot graduēšanu 

vairākiem punktiem un katru mērīšanas reizi pārbaudot līnijas stabilitāti [531. Aprēķinus var 
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veikt izmantojot otrās kārtas polinoma analītisko vienādojumu vai izmantojot lineāro 

vienādojumu starp diviem tuvākiem graduēšanas grafika punktiem. 

Nepieciešams atzīmēt, ka, graduēšanas grafika konstruēšanai, katrai koncentrācijai 

pīķa augstumus ir jāmēra vismaz piecas reizes, lai izslēgtu lielas nejaušas novirzes. 

Graduēšanas grafiku ir jāmēra katru reizi pēc masspektrometra autoregulēšanas (aatotime), jo 

regulēšanas rezultātā var tikt izmainīts spriegums uz elektrodiem, tātad arī aparāta jutība. 

AEŠH-MS-MS graduēšanas grafika konstruēšanai izmantoti standartšķīdumi ar 

koncentrācijām 0,1, 0,5, 1,0, 5,0, 10,0, 20,0, 50,0 ng/ml. Graduēšanas taisne ir lineāra un 

noteikšanas koeficients ir R 2 =0,998. 

Nosakot minimāli nosakāmo levamizola koncentrāciju standartšķīdumā no attiecības 

signāls / troksnis = 3, iegūst šādus rezultātus: GH-MS EJ režīmā -140 ng/ml, GH-MS PĶJ 

režīmā - 8,9 ng/ml, AEŠH-MS-MS - 0,19 ng/ml. 

Pārrēķinot Šo koncentrāciju uz levamizola saturu aknās, j a noteikšanu veic atbilstoši 

2.nodaļas metodei, iegūst Šādas metodes jutības: GH-MS EJ - 1,9 pg/kg, GH-MS PĶJ - 0,12 

pg/kg, AEŠH-MS-MS - 0,0025 pg/kg. Literatūrā līdz šim ir aprakstītas minimālās noteikšanas 

robežas - 20 pg/kg piena ar šķidruma hromatogrāfijas metodi [10], 5 pg/kg aknu ar GH-MS EJ 

metodi [ I I ] , I pg/kg piena ar GH slāpekļa - fosfora selektīvo detektoru [15, 54]. Šķidruma 

hromatogrāfijas ar UV detektoru jutība levamizola standartšķīdumam ir 1 70 pg/ml [55]. 

Atgilstamlba, atkārtojamība un reproducējamlba 

Loti svarīgs analītiskās metodes raksturlielums ir atgūstamība, kas rāda standartvielas 

ekstrahēšanas pakāpi, un metodes precizitāte, ko izsaka ar atkārtojamību un reproducējamību. 

Lai noteiktu metodes parametrus pārbaudi levamizols tika pievienots matricai (aknām) trīs 

dažādos līmeņos (0,5, 1 un 1,5 reizes no maksimāli pieļaujamās levamizola koncentrācijas) un 

analizēts ar GH-MS metodi trīs dažādās dienās pa sešiem paralēliem atkārtojumiem. Rezultāti 

aprēķināti, izmantojot deiterēto levamizola iekšējo standartu. Rezultāti ir apkopoti 4.tabulā. 
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4.tabula 

Levamizola 

standartpiedevas 

koncentrācija 

1.diena 2.diena 3.diena Levamizola 

standartpiedevas 

koncentrācija 

Noteikta 

koncentrācija, 

Mg/kg 

Atkārto­

jamība, 

% 

Noteiktā 

koncentrācija, 

Mg/kg 

Atkārto­

jamība, 

% 

Noteiktā 

koncentrācija, 

Mg/kg 

Atkārto­

jamība, 

% 

50 52,5 5,4 46.5 7,8 41,1 7,3 

100 1 12 4,5 82 13 97 4,8 

150 143 6,7 150 5,3 141 2,8 

Levamizola vidējā (n=18) atgūstamība standartpiedevai ar koncentrāciju 50 pg/kg ir 

93%, koncentrācijā 100 ug/kg - 9 7 % un koncentrācijā 150 pg/kg - 96%, kas apmierina 

prasības pret analītiskām metodēm, saskaņā ar kurām metodes atgūstamībai (standartpiedevu 

koncentrāciju diapazonā > 10 pg/kg) jābūt > 80% [48]. 

3.1.5. Levamizola paraugu sagatavošanas metožu izstrāde. Fentanila atlieku noteikšana 

Lai izstrādātu paraugu sagatavošanas metodi, kas būtu pielietojama pēc iespējas 

lielākam savienojumu skaitam, šajā pētījumā pārbaudītas universālās metodes: gelfiltrācijas 

hromatogrāfija un cietās fāzes ekstrakcija. 

Cietās fāzes ekstrakcija ar Oasis MCX kolonnu ir pielietojama bāzisko savienojumu 

noteikšanai, j o šajā kolonnā ir sorbents ar apgrieztās fāzes un katjonu apmaiņas funkcionālām 

grupām. Šajā darbā ir pārbaudīta iespēja izmantot šīs kolonnas levamizola noteikšanai. Tika 

konstatēts, ka levamizola absolūtā desorbējamība uz Oasis MCX kolonnas ir 7 1 % un 

mērījumu atkārtojamība ir 10% (n—3). Metodei ir raksturīgs neliels reaģentu patēriņš, tā ir ātra 

un ērta izmantošanā, salīdzinot ar šķidruma-šķidruma ekstrakciju. Pateicoties sorbenta 

selektīvām īpašībām, Oasis MCX kolonnas efektīvi attīra paraugu no traucējošām vielām 

(10.att.) 
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IQ.att. Aknu parauga ar levamizola standartpiedevu 10 ng/gpēc attīrīšanas ar Oasis MCX 
kolonnu GH-MS hromatogramma. 

Cietās fāzes ekstrakcija ar Oasis MCX kolonnu tika pielietota arī fentanila atlieku 

noteikšanai [6]. Analīzes metode ir izmantota dažādu fentanila farmakokinētikas parametru 

noteikšanai putnos. Metodes ir selektīva, jutīga (noteikšanas robeža ir 0,05 ng/ml) un lineāra 

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

3.1.6. Levamizols dzīvnieku izcelsmes produkcijā 

Valsts veterināro zāļu atliekumdaudzuma kontroles programmas ietvaros levamizols 

tika noteikts 90 gaļas un 300 piena paraugos no dažādām Latvijas kautuvēm un fermām. 

Paraugi tika uzglabāti -I8°C temperatūrā. Levamizola klātbūtne tika konstatēta septiņos 

paraugos - cūku un liellopu aknās. Pārējos paraugos levamizola saturs bija zem minimālās 

nosakāmās koncentrācijas. Vislielākā novērotā levamizola koncentrācija ir 20 ug/kg. Šī 

koncentrācija ir mazāka nekā maksimāli pieļaujamais levamizola saturs produktos, kas 

noteikts Eiropas Savienības valstīs (100 pg/kg). N o pētījuma rezultātiem var secināt, ka. tā kā 

levamizolu plaši pielieto Latvijā, ir nepieciešams turpināt šī veterināra preparāta satura 

kontroli dzīvnieku izcelsmes pārtikas produktos. 
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3 . 2 . H o r m o n ā l o sav ienojumu atlieku note ikšanas metode 

3.2.1. Derivatizācija un masspektrometriskās fragmentācijas veidi 

Šajā darbā tika veikta hormonālo savienojumu derivatizācija ar 

heptafluorosviestskābes (HFBA) anhidrīdu un reakcijas produktus analīze ar gāzu 

hromatogrāfijas - masspektrometrijas metodi elektronu triecienu, negatīvās un pozitīvās 

ķīmiskās jonizācijas režīmos. Rezultāti rāda, ka visus savienojumus var iedalīt divās grupās -

vielas, kas reaģē ar vienu vai divām HFBA molekulām. Kā piemēru var minēt estradiolu 2 un 

est ronu 3 . 

1 l.att. Estriola un estrona derivatizācijas shēmas. 

Tabula Nr.5 paskaidro atšķirību starp divām grupām, veicot savienojumu analīzi ar 

masspektrometrijas metodi. 
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5. tabula 

Savienojuma nosaukums 100 ng/pl šķīduma smailes 

augstums 

Smaiļu 

augstuma 

attiecība 

PĶJ un NĶJ 

režīmos 

HFB grupu 

skaits 

derivatizācijas 

produktā 

Savienojuma nosaukums 

PĶJ režīmā NĶJ režīma 

Smaiļu 

augstuma 

attiecība 

PĶJ un NĶJ 

režīmos 

HFB grupu 

skaits 

derivatizācijas 

produktā 

Estrons 133353 8045 17 1 

Androstendions 70768 6483 1 1 1 

Androsterons 199858 14961 14 l 

17-meti Itestosterons 89716 1301 69 1 

Vidējā attiecība savienojumiem saturošiem 1 HFB grupu 28 

Dietilstilbestrols 65457 285605 0.23 2 

Boldenons 309362 230469 1.3 2 

Estriols 217914 263342 0.83 2 

Heksestriols 153497 44462 3.5 2 

21 -Hidroksiprogesterons 15250 82419 0.19 ? 

Vidējā attiecība savienojumiem saturošiem 2 HFB grupas 1,2 

No rezultātiem var secināt, ka negatīvās ķīmiskās jonizācijas režīms nav jutīgs pret 

savienojumiem, kas pievieno tikai vienu heptafluorsviestskābes molekulu. Šajā gadījumā ir 

ieteicams izmantot pozitīvo ķīmisko jonizāciju vai elektronu triecienu jonizāciju. 

Savienojumiem, kas var pievienot divas HFB molekulas, ir ieteicama negatīvās ķīmiskās 

jonizācijas izmantošana sakarā ar Šī režīma augsto selektivitātes un jutības līmeni. 

Pamatojoties uz derivatizācijas produktu masspektriem, tika izvēlēti apstākļi gāzu 

hromatogrāfijas - masspektrometrijas analīzes veikšanai izvelēto jonu skanēšanas režīmā. Dati 

ir apkopoti 6. tabulā: 
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6. tabula 

Jonu izvelē hormonālo savienojumu analīzei ar GH-MS pec derivatizācijas ar HFBA 

Savienojums Joni EJ režīmā Joni PĶJ režīma Joni NĶJ režīmā 
Dienoestrols 445 ;658 - 442: 461 

Heksestrols 331 ;303 - 446;465 

Dietilstilbestrols 660; 63 1 - 444; 463 

17a-Met i [testosterons 465 ;480 461 ;479 ; 481;521 -

Zeranols 696 ;625 - 499 ;674 ; 694; 713 

Boldenons 678;464 - 4 6 2 ; 4 6 2 ; 6 5 8 : 678 

Nandrolons 666 ;453 - 430; 450; 469; 646 

Androsterons 486 ;442 469; 487; 255; 273 

Testosterons 680;467 - 444 ;464 ; 483; 660 

17B-Estradiols 664 ;409 - 427; 624; 644; 645 

Estriols 663 ;449 - 446; 639; 679; 710 

Androstendions 482 :449 445; 465; 483 ;511 -
Estrons 466 ;422 4 4 9 ; 4 6 7 ; 495: 507 -
Progesterons 510; 467 4 6 7 ; 4 9 3 ; 511; 539 -
21 -Hydroksiprogesterons 722;707 - 525;702; 703; 704 

Megestrola acetāts 477 ;580 - 738; 758 

Medroksiprogesterona 

acetāts 

479 ;582 740;760 

Izstrādājot analītisko metodi, tika pārbaudīta arī hormonālo savienojumu derivatizācija 

ar pentatluoropropionskābes anhidrīdu (PFPA). Rezultāti liecina, ka derivatizācijas reakcijā ar 

PFPA veidojas reakcijas produkti, kas dod zemāku GH-MS signālu, salīdzinājumā ar 

produktiem reakcijā ar HFBA. Bez tam HFBA derivatizācijas produktiem ir lielāki aiztures 

laiki un lielākas raksturīgo jonu masas {50 masas vienības uz vienu HFB grupu), tādējādi 

ievērojami uzlabojas noteikšanas selektivitāte. 3.9. attēls parāda nandrolona hromatogrammu 

pēc derivatizācijas ar HFBA un PFPA maisījumu (1:1). Smaile ar aiztures laiku 23,11 min ir 

nandrolons ar divām HFB molekulām, smaile ar aiztures laiku 22,57 min ir nandrolona 

atvasinājums ar 1 HFB un 1 PFP grupu, bet smaile ar aiztures laiku 22,05 min ir nandrolona 

atvasinājums ar divām PFP grupām. Tālāka metodes izstrādāšana tika veikta, izmantojot tikai 

derivatizāciju ar HFBA. 
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12.alt. GH-MS hromatogramma NĶJ režīmā nandrolona derivatizācijas reakcijas 

(HFBA + PFPA) produktiem. 

3.2.2. Noteikšanas metodes parametru pārbaude 

Line ar it āte. 

Lai novērtētu izstrādātās noteikšanas metodes kvalitāti, tika noteikti galvenie metodes 

raksturlielumi (linearitāte. atkārtojamība, atgūstamība un noteikšanas robeža) I I hormonāliem 

savienojumiem. Detektēšanas sistēmas linearitāte tika pārbaudīta. izmantojot 

standartšķīdumus ar 5 dažādām koncentrācijām. Pēc savienojumu derivatizācijas ar HFBA un 

GH-MS mērījumiem tika konstruēts graduēšanas grafiks. Rezultāti liecina, ka metodei piemīt 

laba korelācija starp GH-MS signālu un hormonālo savienojumu koncentrāciju (R 2 ir intervālā 

no 0,993 dietilstilbestrolam līdz 1,000 megestrola acetātam). Negatīvās ķīmiskās jonizācijas 

režīmā graduēšanas grafikus labāk apraksta otrās kārtas polinoma vienādojums. 

Reproducējainība 

Hormonālo savienojumu metodes validācijai tika izvēlēti deviņi savienojumi, kas pārstāv trīs 

preparātu grupas (stilbēni, steroīdi un rezorcinskābes laktoni) ar dažādām ķīmiskām īpašībām. 

Pārbaudei katrs savienojums tika pievienots matricai trīs dažādos līmeņos un analizēts trīs 

dažādās dienās pa sešiem paralēliem atkārtojumiem. Rezultāti iegūti, izmantojot attiecīgās 

savienojumu grupas iekšējo standartu. Tabulās 7 - 9 atspoguļoti vidējie rezultāti (izteikti ar 

relatīvo standartnovirzi) no visām 54 analīzēm. 
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Atgūstamība 

Parametra pārbaudei tika salīdzināta piedevas aprēķinātā koncentrācija ar kalibrēšanas 

grafikiem, kas iegūti, izmantojot savienojumu standartšķīdumus. Dati par hormonālo 

savienojumu atgūstamību apkopoti 7. - 9. tabulās. 

7. tabula 

Stilbenu noteikšanas metodes reproducējamība un atgūstamība 

Savienojums Iekšējais 
standarts 

Standatp iedevās 
koncentrācija, 

pg/kg 

Reproducējamība, 
% 

Atgūstamība, 
% 

0,9 8.9 98 
DEN 4,5 6.5 1 19 

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 1 19 

1,6 10,1 ! 1 1 

8. tabu 

Zeranola un taleranola noteikšanas metodes reproducējamība un atgūstamība 

Savienojums Iekšējais 
standarts 

Standatpiedevas 
koncentrācija, 

Pg/kg 

Reproducējamība, 
% 

Atgūstamība. 
% 

Zeranols-
d4 

0,4 17,0 1 18 
Zeranols 

Zeranols-
d4 2,0 12,5 106 

Zeranols-
d4 

4.0 12,6 92 

Taleranols-
d4 

0,4 17,0 103 
Taleranols 

Taleranols-
d4 

2,0 16,6 97 
Taleranols-

d4 
4.0 6.1 97 

9. tabula 

Steroīdu noteikšanas metodes reproducējamība un atgūstamība 

Savienojums Iekšējais 
standarts 

Standatpiedevas 
koncentrācija, 

Mg/kg 

Reproducējamība, 
% 

Atgūstamība. 
% 

Boldenons 

Testosterons 
-d2 

3,0 9,1 104 
Boldenons 

Testosterons 
-d2 

12,0 12.3 103 
176-

Estradiols Testosterons 
-d2 

2,0 14,7 146 176-
Estradiols Testosterons 

-d2 
8,0 14,0 101 

Testosterons 

Testosterons 
-d2 2,0 24,7 ! 15 

Testosterons 

Testosterons 
-d2 

8.0 8.2 87 

Nandrolons 

Testosterons 
-d2 

3,0 15.1 130 
Nandrolons 

Testosterons 
-d2 

12,0 10.2 123 
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Plašu atgūstamības intervālu (no 9 2 % līdz 146%) var paskaidrot ar diviem faktoriem: 

1) analizējamo savienojumu zudumi paraugu sagatavošanas procesā; 

2) matricas efekts, kas pastiprina savienojumu analītisko signālu. 

3 . 3 . Sulfani lamīdu un nitroimidazolu atlieku note ikšanas metode 

3.3.1. Savienojumu fragmentācija, AEŠH-MS-MS apstākļu izvēle 

Lai izvēlētos analīžu apstākļus 

• tika uzņemti sulfanilamīdu un nitroimidazolu standartvielu masspektri, 

• analīzei izvēlēts molekulārais jons un veikta to fragmentācija. 

• no šķembu joniem izvēlēts fragments (jons) ar lielāko intensitāti (izņemot 

sulfanilamīdu). 

Iespējamās fragmentācijas ir šādas: 

sulfadimetoksīnam 4, sulfahlorpiridazolam, sulfametizolam un sulfatiazolam ir līdzīga 

fragmentācija: 

LkN 

OCHs 

Ar, 15 eV 

OCLh 

0 

- s 

t) 

Sulfanilamīds 5 veido aduktu: 
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Sulfadimidīns 6 fragmentējas sekojoši: 

Nitroimidazola grupas savienojuma (ronidazols 7) fragmentācija realizējas sekojoši: 

7 

3.3.4. Noteikšanas metodes parametru pārbaude. 

Sulfanilamīdu un trimetoprima detektēšanas linearitāte 

Lai veiktu veterināro zāļu atlieku kvantitatīvo noteikšanu, ir nepieciešams pārbaudīt 

attiecīgu graduēšanas grafiku linearitāti. Tika pagatavoti sulfanilamīdu un trimetoprima 

standartšķīdumi ar koncentrācijām 10, 5, I, 0.5 un 0,1 ng/pl un uzņemtas hromatogrammas. 

Pēc graduēšanas grafiku konstruēšanas aprēķina taisnes vienādojumus un noteikšanas 

koeficientus. 
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10. tabula 

Nosaukums Standartšķidumu koncentrācija, ng/pl Taisnes 

vienādojums 

N
ot

ei
kš

an
as

 
ko

ef
ic

ie
nt

s 
R

 Nosaukums 

10 5 1 0,5 0,1 

Taisnes 

vienādojums 

N
ot

ei
kš

an
as

 
ko

ef
ic

ie
nt

s 
R

 Nosaukums 

Sma Ies laukums 

Taisnes 

vienādojums 

N
ot

ei
kš

an
as

 
ko

ef
ic

ie
nt

s 
R

 

Sulfadimetoksīns 5935 2279 365 210 42 y= 588,92x-i 89,01 0,987 

Trimetoprims 4901 2354 545 371 197 v= 474,34x- 98,79 0,999 

Sulfahlorpiridazīns 16971 8006 1165 673 118 y= l7!2,4x-298,66 0,999 

Sulfadimidīns 10875 4702 719 363 77 y= l090,7x-274,09 0,996 

Sulfametizols 16986 6912 1017 377 76 y= 1706,5x-591,85 0,992 

Sulfatiazols 27233 11116 1818 687 153 y= 2725,9.\-848.65 0,993 

Sulfanilamīds 30812 13961 2642 1441 291 y = 3066,1 x-350,13 0,998 

No iegūtiem datiem var secināt, ka gandrīz visiem sulfanilamīdiem ir laba linearitāte, jo 

noteikšanas koeficienti svārstās no 0,987 līdz 0.999. Nedaudz sliktāka linearitāte ir 

sulfadimetoksīnam (R 2 = 0,987) un sulfametizolam (R 2 = 0,992). 

Veicot savienojumu graduešanu uz matricas (izmantojot standartpiedevas 20, 50, 80 un 

100 pg/kg) tika iegūtas šādi graduēšanas grafiku noteikšanas koeficienti 

sulfadimetoksīns R 2 = 0,996 

trimetoprims R 2 = 0,995 

sulfahlorpiridazīns R 2 = 0,997 

sulfadimidīns R 2 = 0,994 

sulfametizols R 2 = 0,999 

sulfatiazols R 2 = 0,996 

ronidazols R 2 = 0,999 

met ronidazols R 2 = 0,994 

Līdz ar to sulfanilamīdu un nitroimidazolu šķidruma hromatogrāfijas - tandēma 

masspektrometrijas noteikšanas metodei ir novērojama laba korelācija starp šķīdumu 

koncentrāciju un masspektrometra analītisko signālu. 
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No te ikšanas ro bežkoncentrācija 

Saskaņā ar Latvijas likumdošanu, sulfanilamīdu atlieku daudzums dzīvnieku audos 

nedrīkst pārsniegt 100 pg/kg. Noteikšanas robežas tika aprēķinātas standartšķīdumam (c=0,5 

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

11. tabula 

Savienojumu noteikšanas robeža 

Nosaukums Standartšķīduma Paraugā 
Konc., 
ng/pl 

Signals/ 
troksnis, 

S/N 

Noteiks, 
robeža, 
ng/pl 

Signāls/ 
troksnis. S/N 
(100 pg/kg) 

Noteiks, 
robeža. 
Hg/kg 

Sulfa­
dimetoksīns 

0,5 10,1 0.15 18.9 16 

Trimetoprims 0,5 30,8 0,05 38 8 

Sulfahlor­
piridazīns 

0,5 26,7 0,06 92 3 

Sulfadimidīns 0,5 57,5 0,03 100 •ļ 

Sulfametizols 0,5 25,0 0,06 77 4 

Sulfatiazols 0,5 15,8 0,09 128 2 

Sulfanilamīds 0,5 16,4 0,09 29.5 10 

Ronidazols - - - 53 (50pg/kg) 3 

Metronidazols - - - 41 (50pg/kg) 4 

Vidējā noteikšanas robeža, pg/kg 7 

No rezultātiem var secināt, ka izstrādāta paraugu sagatavošanas metode ir jutīga pret 

visiem darbā izmantotājiem sulfanilamīdiem, trimetoprimu un nitroimidazoliem. 
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3 . 4 . Nestero īdo pret iekaisuma preparātu atlieku note ikšanas metode 

3.4.1. Nesteroīdo pretiekaisuma līdzekļu fragmentācija dažādos jonizācijas režīmos 

Izstrādājot nesteroīdo pretiekaisuma līdzekļu atlieku noteikšanas metodi, tika uzņemti 

savienojumu masspektri dažādos jonizācijas režīmos. Mērījumi PĶJ režīmā parādīja, ka šajā 

režīmā ir novērojamā neliela savienojumu molekulu fragmentācija un pārsvarā veidojas 

melekulārais jons un brīvu radikāļu apvienošanās produkti [M+CiHs]* un [M+C3H5]*. 

Molekulu fragmentācija ir izteiktāka EJ režīmā. Fenilbutazona masspektri elektronu triecienu 

un pozitīvās ķīmiskās jonizācijas režīmos ir parādīti 13. attēlā. 
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13.att.(a) Fenilbutazona masspektrs, kas iegūts no standart'šķīduma ar GH-MS EJ režīma, (b) 
Fenilbutazona masspektrs, kas iegūts no standartšķīduma ar GH-MS PĶJ režīmā. 

GH-MS mērījumi rezultāti un jonu izvelē nesteroīdo pretiekaisuma līdzekļu 

noteikšanai ir apkopota 12.tabulā. 

12.tabula 

Jonu izvēle nesteroīdo pretiekaisuma līdzekļu noteikšanai ar GH-MS metodi 

Savienojuma 

nosaukums 

Savienojumu metiiatvasinajuma 

joni GH-MS PĶJ režīmā 

Savienojumu metiiatvasinajuma 

joni GH-MS EJ režīmā 

Fenoprotens 197, 225,257 197, 256, 198 

Naproksēns 185. 245. 273 185,244, 170 

Ketoprotens 269, 297, 309 209, 191, 268 

Diklofenaks 278, 310 ,250 214. 242, 309 

Fenilbutazons 323, 351, 367 279, 309,183 
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3.4.2. Nesteroīdo pretiekaisuma līdzekļu derivatizācijas reakcijas 

Šajā pētījumā ir pārbaudīta iespēja veikt vienlaicīgu fenilbutazona un citu nesteroīdo 

pretiekaisuma līdzekļu (ketoprofēns, naproksēns, fenoprofēns, diklofenaks) noteikšanu. Šiem 

savienojumiem piemīt organisko skābju īpašības un pirms analīzes ar gāzu hromatogrāfijas 

metodi ir nepieciešams veikt derivatizāciju. Eksperimentos ir pārbaudīta sililēšanas reakcija ar 

BSTFA, metilēšanas reakcija ar metanola - sērskābes Šķīdumu, propilēšanas reakcija ar BF3 / 

C3H7OH šķīdumu un butilēšanas reakcija ar BF 3 / C4H9OH šķīdumu. 

Iespējamie reakcijas mehānismi ir parādīti 14. attēlā. 

BF 3 /BuOH 

OBu 

BF 3/PrOH 

OPr 

H 2 S 0 4 /CH 3 OH 

OMe 

14. att. Fenilbutazona 8 derivatizācijas reakcijas mehānismi, izmantojot dažādus reaģentus 

Eksperimentu rezultāti parāda, ka fenilbutazons nereaģē ar si I i lejošo reaģentu (BSTFA). 

Metilēšanas reakcijas produktu gāzhromatogrāfiska analīze liecina par nemainītā un metilētā 

fenilbutazona klātbūtni. Hromatogrāfisko smaiļu laukumu attiecība Me-PBZ / PBZ ir 1,7. 

Smaiļu laukumu attiecība fenilbutazona propilatvasinājumam un fenilbutazonam ir 0.38 un 

fenilbutazona butilatvasinājumam un fenilbutazonam ir 0,27. Rezultāti rāda, ka derivatizācijas 

reakcijas iznākums samazinās līdz ar alkilgrupas masas pieaugumu. Var minēt, ka 

propilēšanas un butilēšanas reakcijas zemo iznākumu galvenokārt nosaka stēriskie faktori. 
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Salīdzinot dažādu metilēšanas reaģentu pielietošanas efektivitāti, turpmākiem pētījumiem tika 

izmantots trimetilsilildiazometāna šķīdums heksāna. 

3.4.3. Paraugu sagatavošanas metodes izstrāde. Metodes selektivitāte. 

Izstrādātā paraugu sagatavošanas metode pamatojas uz to, ka fenilbutazona sadalīšanās 

konstante starp organisko un ūdens fāze dažādos pH vērtībās būtiski atšķiras. Šajā 

eksperimentā tika pārbaudīti heksāns. etilacetāts un dihlormetāns. Analīzes parādīja, ka 

heksāns ir piemērotākais šķīdinātājs traucējošo vielu ekstrakcijai no sārmainā ūdens šķīduma, 

bet dihlorometāns ir labākais šķīdinātājs fenilbutazona ekstrakcijai no paskābinātas ūdens 

fāzes. Izstrādātās metodes apraksts ir sniegts 2.3. nodaļā. 

Metodes selektivitāte tika pārbaudīta, analizējot dažādus tukšos gaļas un piena paraugus. Šo 

paraugu hromatogrammas nesatur smailes, kas pārklājas ar nesteroīdo pretiekaisuma līdzekļu 

smailēm. Fenilbutazona noteikšanas metodes selektivitāte ir parādīta 15. attēlā. 

e o o o 
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65DO 

e o o o 
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45ŪO 
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i s o o 
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s o o ļ 

T I C : 6e68_M.D 

19.00 1Q.SO 20 OO 20.50 21. OO 21.SO 22.OO 22 SO 2 3 0 0 2 3 S O 

15.att. Gaļas parauga hromatogramma bez fenilbutazona piedevas kopa ar standartpiedevas 

hromatogrammu. Fenilbutazona standartpiedevas koncentrācija ir 50 pg/kg. 

3.4.4. Metodes linearitāte un jutība 

GH-MS mērījumi fenilbutazona standartšķīdumiem ar koncentrācijām 10 - 1000 ng/ml 

uzrāda labu korelāciju starp smaiļu augstumiem un fenilbutazona koncentrāciju (R~ = 0.998). 

Fenilbutazona noteikšanas robeža standartšķīdumos elektronu triecienu jonizācijas režīmā ir 

10 ng/ml (aprēķināts, ņemot vērā signāls / troksnis attiecību no fenilbutazona standartšķīduma 

ar koncentrāciju 20 ng/ml). GH-MS mērījumi pozitīvās ķīmiskās jonizācijas režīmā parādīja. 
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ka analīzei ir raksturīga piecas reizes zemāka jutība un līdz ar to metožu kvalitātes parametru 

pārbaudei ir izmantots tikai elektronu triecienu jonizācijas režīms. 

Graduēšana uz matricas uzrādīja labu linearitāti paraugiem ar nesteroīdo pretiekaisuma 

līdzekļu piedevā koncentrāciju diapazonā 10 - 100 pg/kg (R 2 = 0,998 (diklofenaks), R : = 

0,998 (fenoprofēns), R 2 = 0,999 (naproksēns), R 2 = 0,989 (ketoprofēns), R 2 = 0,998 

(fenilbutazons)). 

Nesteroīdu pretiekaisuma līdzekļu noteikšanas metodes atgūstamība un atkārtojamība tika 

pārbaudīta, trīs dažādās dienās analizējot sešus paraugus ar standartpiedevu koncentrācijām 5, 

10 un 25 pg/kg. Validācijas rezultāti ir apkopoti 13. tabulā. 

I 3. tabula 

Nesteroīdo pretiekaisuma līdzekļu atlieku noteikšanas metodes reproducējamība un 

atgūstamība 

Savienojums Standartpiedevas Noteiktā Reproducējamība, % 

koncentrācija, pg/kg koncentrācija, pg/kg 

Fenoprotens 5 3,9 27 

10 8,5 20 

25 29,1 5,6 

Naproksēns 5 3,9 28 

10 8,1 20 

25 27,3 6,0 

Ketopro tens 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 8,5 23 

25 27,1 7.9 

Metodes validācijas rezultāti liecina, ka metodes atgūstamība atbilst prasībām pret 

analītiskām metodēm, saskaņā ar kurām metodes atgūstamībai jābūt virs 70% (standartpiedevu 

koncentrāciju diapazonā I - 10 pg/kg) un virs 80% (standartpiedevu koncentrāciju diapazonā 

virs 10 pg/kg) [48]. 

5 5 



3.4.5. Fenilbutazona atlieku apstiprināšana 

Ņemot vērā to, ka vairākās valstīs ir aizliegta Fenilbutazona izmantošana dzīvnieku 

ārstēšanai, īpaša uzmanība tika pievērsta fenilbutazona atlieku apstiprināšanas iespējām. Šajā 

nolūkā tika noteiktas fenilbutazona jonu attiecības paraugiem ar dažādas koncentrācijas 

standartpiedevām. Analīzei tika izmantota 2.3.nodaļā aprakstīta metode bez derivatizācijas 

stadijas. Rezultāti ir apkopoti 14. tabulā. 

Relatīvā attiecība joniem, ko izmantoja izvēlēto jonu monitoringam GH-MS mērījumiem 

14. tabula 
Fenilbutazona piedevas 
koncentrācija (pg/kg) 

Relatīva jonu intensitāte, % Fenilbutazona piedevas 
koncentrācija (pg/kg) 

183 Da 252 Da 308 Da 309 Da 

5 54,0 9,9 27,2 8.8 

10 54,3 9,9 26.9 8,9 

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 

Vidējā relatīvā jonu 
intensitāte, % 

56,3 7,9 28,3 7,6 

Relatīvā standartnovirze, 
% 

3,5 24,3 4,5 14,7 

Maksimāli pieļaujamā 
relatīvā standartnovirze 

± 10% ± 50% ± 15% ± 50% 

Rezultāti liecina, ka dažādu jonu signālu attiecības izkliede atkarībā no standartpiedevas 

koncentrācijas nav būtiska. Jonu intensitātes relatīvā standartnovirze atbilst prasībām, kas ir 

noteiktas Eiropas Komisijas lēmumā Nr.2002/657/EC. Tādējādi metodi var veiksmīgi 

izmantot fenilbutazona atlieku apstiprināšanai. Tas ir loti svarīgi, jo vairākas valstīs netiek 

pieļauta fenilbutazona atlieku klātbūtne dzīvnieku izcelsmes produktos. 
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3 . 5 . Gelf i l trācijas hromatogrāf i jas i zmantošana veter ināro preparātu 
atlieku noteikšanai 

3.5.1. Gelfiltrācijas hromatogrāfijas apstākļu optimizācija 

Veicot analītiskās metodes izstrādi, tika pārbaudīta iespēja izmantot gelfiltrācijas 

hromatogrāfijas metodi bioloģiskā parauga ekstrakta attīrīšanai no traucējošām vielām, 

nosakot veterināro preparātu atlieku koncentrāciju. Gelfiltrācijas hromatogrāfija ļauj atdalīt 

savienojumus ar augstu molekulmasu (taukus un olbaltumvielas) no mazmolekulāriem 

savienojumiem. Gelfiltrācijas hromatogrāfijas apstākļu optimizācija (frakciju tilpuma izvēle) 

tika veikta, izmantojot polihlorbifenilu (PHB) maisījumu ar molekulārām masām diapazonā 

200-400 Da. Pārsvarā veterināro preparātu molekulārās masas arī atrodas šajā diapazonā, tāpēc 

datus ir iespējams izmantot, lai novērtētu metodes kvalitāti. Eksperimentā tika savāktas 

frakcijas ar intervālu 3 ml un noteiktas PHB koncentrācijas frakcijā ar gāzu hromatogrāfijas 

metodi. Rezultāti ir apkopoti 15.tabulā. 

15. tabula 
Gelfiltrācijas hromatogrāfijas frakcijas izvēle 

Frakcija, ml Gāzu hromatogrāfijas smaiļu laukumi, nosakot PHB saturu 
frakcijā 

Frakcija, ml 

PHB28 PHD52 PHD138 PHD153 PHDISO 
22-25 7,2 7,4 

25-28 6,9 11,3 44.6 25,5 28.2 

28-31 133,8 141,4 252,8 276,5 308,9 

31-34 241,7 160,1 281.6 346 397.1 

34-37 132,1 88.9 154,4 194,2 221,6 

37-40 79,8 55,1 97,7 1 17.5 136,4 

40-43 55,9 40.3 66,7 81,1 97,3 

43-46 42,1 28,2 47.7 58.6 67.9 

46-49 27,8 18.5 35,3 42,5 50,9 

49-50.5 23,4 17,5 29,7 39,2 41,5 

PHB saturs frakcijās 2 5 -
49m 1 (%) 

95,9 96,9 97,1 96,7 96,4 

Frakcija, kas satur 
maksimālo PHB 

koncentrāciju 

31-34 ml 31-34 ml 31-34 ml 31-34 ml 31-34 ml 
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3,5.2. Sulfanilamīdu attīrīšanas efektivitāte, izmantojot gelfiltrācijas hromatogrāfiju. 

Pēc gelfiltrācijas hromatogrāfijas apstākļu optimizācijas, izvēlētie parametri tika 

izmantoti sulfanilamīdu un trimetoprima hromatogrāfijas efektivitātes pārbaudei. 1 ml 

sulfanilamīdu standartšķīduma ar koncentrāciju 25 pg/ml tika attīrīts uz gelfiltrācijas 

hromatogrāfa, savācot 25 ml frakciju. Salīdzināšanai 1 ml standartšķīduma tika atšķaidīts līdz 

25 ml ar etilacetāta un cikloheksāna maisījumu (1:1). Pēc linearitātes pārbaudes, sulfanilamīdu 

atgūstamība (R) tika novērtēta, salīdzinot eluāta un standartšķīduma absorbcijas ( A p ļ n t i S , A p ^ . ) . 

Rezultāti ir apkopoti 16. tabulā. 

16. tabula 

Sulfanilamīdu atgūstamība, veicot parauga attīrīšanu ar geltlltrāciju 

Nr Savienojuma 

nosaukums 

X, nm Apinns A p j c R. % 

1. sulfanilamīds 261 0,089 0,096 108 

2. sullādiazīns 267 0,125 0,108 86 

3. sulfadimidīns 267 0,090 0,044 49 

4. sulfahloropiridazīns 272 0,085 0,063 74 

5. sulfadimetoksīns 269 0,082 0,083 101 

6. dapsons 258 0,047 0,025 53 

7. sulfatiazols 259 0,039 0,030 77 

8. sulfametizols 258 0,039 0,034 87 

Rezultāti rāda, ka vidējā sulfanilamīdu atgūstamība, izmantojot paraugu attīrīšanu ar 

gelfiltrācijas ir 79%. Tas liecina par iespēju izmantot gelfiltrācijas hromatogrāfiju bioloģisko 

paraugu attīrīšanai. Iespējams, ka sulfanilamīdu zudumi ir saistīti ar mijiedarbību starp gela 

virsmu un molekulām un absorbciju uz stikla virsmas. Rezultātā notiek smaiļu paplašināšanās 

un atgūstamības samazināšanās. 

3.5.2. Gelfiltrācijas hromatogrāfijas izmantošana citu veterināro preparātu noteikšanai 

Pēc gelfiltrācijas pielietošanas sulfanilamīdu noteikšanai tika pārbaudītas arī iespējas 

pielietot šo metodi visu šaja disertācijā izmantoto preparātu grupu analīzei. Eksperimentā tika 
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izmantoti desmit steroīdu savienojumi, fenilbutazons un levamizols. 17.tabulā ir apkopoti dati 

par savienojumu atgūstamību, veicot savienojumu attīrīšanu ar gelfiltrācijas metodi. 

17. tabula 

Veterināro preparātu atgūstamība. veicot parauga attīrīšanu ar gelfiltrācijas hromatogrāfiju 

Savienojums Absolūta atgūstamība (n=3), % 

Dienostrols 79 

Heksestrols 65 

Dietilstilbestrols 67 

17a-metiItestosterons 117 

Boldenons 60 

Nandrolons 71 

l7b-estradiols 67 

Progesterons 66 

Megestrola acetāts 60 

Medroksiprogesterona acetāts 64 

Levamizols 62 

Fenilbutazons 114 

Rezultāti rāda, ka gelfiltrācijas hromatogrāfija ir pielietojama visu šajā darbā izmantoto 

savienojumu noteikšanai. Kompensējot dažu savienojumu zemu atgūstamību ar iekšējo 

standartu palīdzību, metodi var efektīvi izmantot gan kvalitatīviem mērījumiem, gan 

kvantitatīvām analīzēm. TMemot vērā to, ka, lietojot šo metodi panāk mazmolekulāro vielu 

atdalīšanu no traucējošām vielām, metodi var izmantot arī citu veterināro zāļu analīzei. 
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S E C I N Ā J U M I 

I. Piedāvāti vairāki jauninājumi, kas iepriekš nav aprakstīti zinātniskajā literatūrā: 

• pirmo reizi aprakstīta levamizola noteikšanas metode ar gāzu hromatogrāfijas -

masspektrometrijas metodi pozitīvās ķīmiskās jonizācijas režīmā un šķidruma 

hromatogrāfiju - tandēma masspektrometriju elektroizsmidzināšanas režīmā. Metodēm 

ir raksturīga augstāka jutībā salīdzinājumā ar GH-MS elektronu triecienu režīmā; 

• piedāvāta hormonālo savienojumu noteikšanas metode, ar kuru, izmantojot vienu 

paraugu sagatavošanas shēmu, var noteikt stilbēnu (dietilstilbestrols, heksestrols, 

dienostrols), steroīdu (I7a-metiltestosterons, boldenons, nandrolons, estradiols, 

testosterons, epitestosterons, progesterons, megestrola acetāts. medroksiprogesterons 

acetāts, estriols, estrons, cis-androsterons, hidroksiprogesterons) un rezorcinskābes 

laktonu (zeranols, taleranols) atliekas dzīvnieku izcelsmes produkcijā; 

• izstrādāta nesteroīdo pretiekaisuma līdzekļu (fenilbutazons. ketoprofēns, naproksēns, 

fenoprorens un diklofenaks) atlieku analīzes metode, izmantojot savienojumu 

metilēšanu ar trimetilsiiildiazometānu un gāzu hromatogrāfiju - masspektrometriju; 

• izstrādāta šķidruma hromatogrāfijas - tandēma masspektrometrijas metode, kas ļauj 

vienlaicīgi noteikt trimetoprimu, sulfanilamīdu un nitroimidazolu grupas preparātus; 

• veterināro preparātu atlieku noteikšanai pielietotās shēmas ir izmantotas fentanila 

farmakokinētikas pētījumiem; 

• eksperimentos parādīts, ka gelfiltrācijas hromatogrāfija ir izmantojama kā unificēta 

paraugu sagatavošanas metode vienlaicīgai levamizola, fenilbutazona, steroīdu un 

sulfanilamīdu atlieku analīzei. 

2. Kopumā šajā darbā ir izstrādātas jaunas metodes 33 savienojumu noteikšanai. Tie 

pārstāv dažādas veterināro savienojumu grupas: antibiotikas, pretparazitāros preparātus, 

augšanas stimulatorus, nesteroīdos pretiekaisuma līdzekļus. Izstrādāto metožu kvalitāte 

pārbaudīta, veicot metodes validāciju un nosakot dažādus metodes parametrus (selektivitāte, 

linearitāte, atgūstamība, atkārtojamība). 

3. Izstrādātās metodes aprobētas Valsts Veterinārmedicīnas diagnostikas centra Pārtikas 

kontroles laboratorijā Latvijas dzīvnieku izcelsmes produkcijas kontrolē, nosakot veterināro 

zāļu atlieku klātbūtni. Vairāk kā 500 paraugu analīžu rezultāti kopumā liecina par dzīvnieku 

izcelsmes produkcijas nekaitīgumu. Tomēr dažu veterināro zāļu atlieku konstatēšana 

(levamizols un progesterons) liecina par nepieciešamību turpināt sistemātisku kontroli, 

izmantojot drošas un jut īgas metodes. 

60 



L I T E R A T Ū R A S S A R A K S T S 

1. V.Bartkevičs, G.Kučkovska, J.Ģībietis. Levamizola atlikumdaudzumu noteikšana pārtikas 

produktos ar hromatogrāfijas un masspektrometrijas metodēm. — Latvijas ķīmijas žurnāls, 

2 0 0 3 , Nr .2 , I 5 9 . - I 7 0 . l p p . 

2 . V.Barkevičs, J.Ģībietis. Acylation of steroid compounds with fluorinated anhydrides: 

reaction pattern, masspectrometric fragmentation and applicability of derivates for analysis in 

chemical ionization mode. - RTU zinātniskie raksti, Materiālzinātne un lietišķā ķīmija, 2 0 0 3 , 

N r . 6 , 3 3 . - 3 9 . 1 p p . 

3 . V.Bartkevičs, J.Ģībietis. Determination of residual phenylbutazone in food products using 

gas chromatography - mass spectrometry. - Latvijas ķīmijas žurnāls, 2 0 0 4 , Nr. 1. 5 1 .-57.1pp. 

4 . V.Bartkevičs, G.Kučkovska. Determination of non-steroidal anti-inflammatory drugs in 

meat and milk by masspectrometric methods. Proceedings of the Euroresidue V conference, 

2 0 0 4 , N r . l , p p . 2 9 1 - 2 9 7 . 

5 . V.Bartkevičs, J.Ģībietis. Nitroimidazolu, sulfanilamīdu un trimetoprima atlikumdaudzumu 

noteikšana pārtikas produktos ar šķidruma hromatogrāfijas - tandēma masspektrometrijas 

metodi. - Latvijas ķīmijas žurnāls, 2 0 0 4 , N r .3 . 2 6 3 . - 2 6 9 . l p p . (pieņemts publicēšanai). 

6 . N.Bērziņa, G.Smirnova, V.Titajevs, V.Bartkevičs, l.Bula. Chickens as an animal model for 

the investigation of pharmacokinetics of injection formulation. - Baltic J.Lab.Anim.Sci, 2 0 0 3 , 

N r . 1 3 , p p . 1 3 - 1 8 . 

7 . B . J l . C o K O J i o B , r .Jļ.Ho3n .pHn, HD.H.PbiōaKOB. JleKapcTBeHHbte c p e n c T B a , n p n M e H a e . v i b i e B 

B e r e p H H a p H o ī i npaKTHKe. HOBOCHŌHPCK: Hayxa, 1 9 9 2 , 2 7 2 c , 

8 . W. Lōscher, F.R.Ungemach, R.Kroker. Grudlagen der Pharmakotherapie bei Haus- und 

Nutztieren. Berlin: Verlag Paul Parey, 1 9 9 1 , 3 8 1 Seit. 

9 . D.Thienpont, O.F.J.Vanparijs, A.H.M.Raeymaekers, J.Vandenberk, P.J.A.Demoen, 

F.T.N.Allewijn, C.J.E. Niemegeers, K.H.L.Schellekens. P.A.J.Janssen. Tetramisole 8 2 9 9 , a 

new potent broad spectrum anthelmintic.-Nature, 1 9 6 6 , v o l . 2 0 9 , pp . 1 0 8 4 - 1 0 8 6 . 

10 . B-G.Osterdahl, H.Johnsson, I.Nordlander. Rapid Extrelut column method for 

determination of levamizole in milk using high-performance liquid chromatography.- Journal 

o f Chromatography, 1 9 8 5 , v o l . 3 3 7 , p p . 1 5 1 - 1 5 5 . 

1 I. R.J.Heitzman. Veterinary drug residues. Residues i n food producing animals and t h e i r 

products: Reference materials and methods. Oxford: Blackvvell scientific publications, 1 9 9 4 , 

5 1 2 pp. 

61 

http://I59.-I70.lpp
http://159.-170.lpp
http://33.-39.lpp
http://263.-269.lpp


12. The United States Pharmacopoeia USP 24. Philadelphia: National Publishing, 1999, 2569 

P-

13. European Pharmacopoeia 3 r d edition. Strasbourg: Council of Europe Publishing, 1997. 

1799 p . 

14. Xu Gang. Fixed pH-t i t rat ion of weak ly acidic and basic drugs.- Fenxi Shianshi, 1997. 

vol.20, pp.453-463.- C.A. vol.128, I96740v. 

15. A.S.Amin. Quantitative de t e rmina t ion of some pharmaceutical ve te r ina ry formulation 

using b r o m c r e s o l purple and bromcreso l green.- Anal.Lett.. 1997, vol.30, No 14. pp.2503¬ 

2513. 

16. M.Cherlet, S.De Baere, S.Croubels. P.De Backer. Quantitative ana lys i s of l evamiso le in 

porcine tissues by h igh -pe r fo rmance liquid c h r o m a t o g r a p h y c o m b i n e d with a tmospher i c 

pressure chemica l i on iza t ion mass spec t romet ry , - J.Chromatogr.B., 2000, vol.742, No.2, 

pp.283-293. 

17. F.J.Schenck, L.V.Podhorniak, R.Wagner. A highly sens i t ive gas c h r o m a t o g r a p h i c 

de te rmina t ion of l evamiso l e in milk.-Food Additives and Contaminants, 1998, vol.15, No.4, 

pp.411-414. 

18. C.G.Chappell, C.S.Creaser, M.J.Shepherd. Modified o n - c o l u m n interface for coupled high 

pe r fo rmance liquid c h r o m a t o g r a p h y - gas c h r o m a t o g r a p h y and its app l ica t ion to the 

de te rmina t ion of l evamiso le in milk.-Journal of Chromatography, 1992, vol.626, pp.223-230. 

19. B.Jl.UlaTii, O.B.Caxaporja. BbicoK03cpcpeKTHBHafl >KHHKOCTHaa xpoMaTorparJpnfi. Ptira: 

3nHaTHe, 1988, 388 c. 

20. M.Alvinerie, P.Galtier, G.Escoula. Ion-pair h igh-pe r fo rmance liquid c h r o m a t o g r a p h i c 

assay of levamiso le in b io logica l f lu ids . - Journal of Chromatography, 1981. vol.223, pp.445¬ 

448. 

21 . R.Woestenborghs, L.Michielsen, J.Heykants. Determination of l evamizo l e in plasma and 

animal tissues by gas c h r o m a t o g r a p h y with t h e r m o i o n i c speci f ic de t ec t ion . - Journal of 

Chromatography, 1981, vol.224, pp.25-32. 

22. J.R.Perkins, D.E.Games, J.R.Startin, J.Gilbert. Analysis of veterinary drugs using 

supercr i t ical fluid c h r o m a t o g r a p h y and supercr i t ica l fluid c h r o m a t o g r a p h y - mass 

spec t romet ry . Journal of Chromatography, 1991, vol.540, pp.257-270. 

23.1.Purviņš. Praktiskā fa rmako loģ i j a . Medikamentu informāci jas cent rs , 1994, 582 lpp. 

24. R.J.McCracken. D.E.Spence. D.G.Kennedy. Comparison o f ex t rac t ion t echn iques for the 

recovery of veterinary drug r e s idues from animal tissues. - Food Addit Contam., 2000, vol. 

17(11), pp. 907 - 9 1 4 . 

62 

http://pp.453-463.-CA


25. M.D.Smedley, J.D.Weber. Liquid chromatographic determination of multiple sulfonamide 

residues in bovine milk. - J. Assoc. Off Anal. Chem., 1990, vol. 73(6), pp. 875 - 879. 

26. G.K.Kristiansen, R.Brock, G.Bojesen. Comparison of flow injection / thermospray 

MS/MS and LC/Thermospray MS/MS Methods for determination of sulfonamides in meat and 

blood. - Anal. Chem., 1994, vol. 66, pp. 3253 - 3258 

27. J.A.Tarbin, P.Charke, G.Shearer. Screening of sulphonamides in egg using gas 

chromatography - mass - selective detection and liquid chromatography - mass spectrometry. 

- J. Chromatogr. B. Biomed. Sci. Appl., 1995, vol. 729(1-2), pp. 127 - 138. 

28. P.Shearan, M.O'Keeffe, M.R.Smyth. Comparison of matrix solid phase dispersion 

(MSPD) with a standard solvent extraction method for sulphamethazine in pork muscle using 

high performance liquid and thin layer chromatography. - Food Add. Contam., 1994, vol. 

11(1), pp. 7 - 1 5 . 

29. A.E.Mooser, H.Koch. Confirmatory method for sulfonamide residues in animal tissues by 

gas chromatography and pulsed positive ion - negative ion - chemical ionization mass 

spectrometry. AOAC Int., 1993, vol. 76(5), pp. 976 - 982. 

30. J.P.Abjean. Planar chromatography for the multiclass, multiresidue screening of 

chloramphenicol, nitrofuran and sulfonamide residues in pork and beef., AOAC Int., 1997. 

vol. 80(4), pp. 737 - 740. 

31. C.E.Tsai, F.Kondo, J.Ueyama, J.Azama. Determination of sulfamethazine residue in 

chicken serum and egg by high - performance liquid chromatography with chem i luminescence 

detection. - J. Chromatogr. Sci., 1995, vol. 33(7), pp. 365 - 369. 

32. T.A.Gehring, L.G.Rushing, H.C.Thompson. Determination of sulfonamides in edible 

salmon tissues by liquid chromatography with post-column derivatization and fluorescence 

detection. - AOAC Int., 1997, vol. 80(4), pp. 751 - 755. 

33. M.D.Smedley, J.D.Weber. Liquid chromatographic determination of multiple sulfonamide 

residues in bovine milk. - J. Assoc. Off Anal. Chem., 1990, vol. 73(6), pp. 875 - 879. 

34. K.Albert, K.L.Ritter, R.L.Smallidge. Determination of sulfathiazole in type C medicated 

swine feed by reversed phase liquid chromatography with post-column derivatization. 

J.AOAC Int., 2003, vol.86 (4), pp.623 - 6 3 0 . 

35. S.Croubets, S.De Baere, P.De Backer. Comparison of a liquid chromatographic method 

with ultraviolet and ion trap tandem mass spectrometric detection for the simultaneous 

determination of sulfadiazine and trimetoprim in plasma from dogs. - J.Chromatogr.B.. 2003. 

vol.788 (1), pp. 167-178. 

63 



36. J.Polzer, P.Gowik. Validation of a method for the determination and confirmation of 

nitroimidazoles and corresponding hydroxy metabolites in turkey and swine muscle by means 

of gas chromatography - negative ion chemical ionisation mass spectrometry. -

J.Chromatogr.B., 2001, vol. 761 , pp. 4 7 - 6 0 . 

37. A.Cannavan, D.G.Kennedy. Determination of dimetridazole in poultry tissues and eggs 

using liquid chromatography - thermospray mass spectrometry. - Analyst, 1997, vol.122 (9), 

pp.963-966. 

38. K.W.Hinchcliff, A.R.Sams. Drug use in performance horses. The veterinary clinics of 

North America. Equine practise. 1993, vol.9 (3) pp 449 - 667 

39. P.Gowik, B.Julicher, S.Uhlig, Multi-residue method for non-steroidal anti-inflammatory 

drugs in plasma using high performance liquid chromatography - photodiode-array detection. 

Method description and comprehensive in-house validation. - J.Chromatogr.. 1998. vol. 716, 

pp.221 - 232. 

40. I.Rodriguez, J.B.Quintana, J.Carpinteiro, A.M.Carro, R.A.Lorenzo, R.Cela. Determination 

of acidic drugs in sewage water by gas chromatography - mass spectrometry as tert-

b utyld i m ethyls i ly I derivates. - J.Chromatogr.A., 2003, vol.985 (1-2), pp.265-274. 

4 1 . E.Grippa, L.Santini, G.Gastellano, M.T.Gatto, M.G.Leone, L.Saso. Simultaneous 

determination of hydroxycortisone, dexamethasone, indomethacin, phenylbutazone and 

oxyphenilbutazone in equine serum by high performance liquid chromatography. -

J.Chromatogr.B., 2000, vol. 738, pp. 17 - 35. 

42. T.Marunaka, T.Shibata, Y.Minami, Y.Umeno. Simultaneous determination of 

phenylbutazone and its metabolites in plasma and urine by high performance liquid 

chromatography. - J.Chromatogr.. 1980, vol. 183 (3), pp. 331 - 338. 

4 3 . A.Bakkali, E.Corta, L.A.Berrueta, B.Gallo, F.Vicente. Study of the solid-phase extraction 

of diclofenac sodium, indomethacin and phenylbutazone for their analysis in human urine by 

liquid chromatography. - J.Chromatogr.B., 1999, vol. 729, pp. 139 - 145. 

44. L.M.Neto, M.H.Andraus, M.C.Salvadori. Determination of phenylbutazone and 

oxyphenylbutazone in plasma and urine samples of horses by high-performance liquid 

chromatography - mass spectrometry. - J.Chromatogr.B., 1996. vol. 678, pp. 211 - 2 1 8 . 

45. E.J.De Veau. Determination of non-protein bound phenylbutazone in bovine plasma with 

ultrafiltration and liquid chromatography with ultraviolet detection. - J.Chromatogr.B., 1999, 

vol.721 ( I ) , p p . l 4 1 - 1 4 5 . 

46. Singh A.K., Jang Y., Mishra U., Granley K. Simultaneous determination of flunixin, 

ethacrynic acid, indomethacin, phenylbutazone, mefenamic acid and thiosalicylic acid in 

64 



plasma and urine by high performance liquid chromatography and gas chromatography - mass 

spectrometry. - J.Chromatogr., 1 991, vol. 568 (2), pp. 351 - 3 6 1 . 

47. H.H.Maurer, F.X.Tauvel, T.Kraemer. Screening procedure for detection of non-steroidal 

anti-inflammatory drugs and their metabolites in urine as part of a systematic toxicological 

analysis procedure for acidic drugs and poisons by gas chromatography - mass spectrometry 

after extractive methylation.-J.Anal.Toxicol. , 2001, vol.25 (4), pp .237-244. 

48. Commission decision of 12 August 2002 implementing Council Directive 96/23/EC 

concerning the performance of analytical methods and the interpretation o f results. Official 

Journal of the European Communities, 2002, vol.L221, pp.8-36 

49. K.Santarius, E.Rosel. Der MSD als Multidetector bei der Analytik von 

Hormonruckstanden. - Fleischwirtsch., 1989, Vol.69(12), 1841 -] 845pp. 

50. S.Prevost, B.L.Bizec, P.Marchand, F.Monteau. F.Andre. Detection of anabolic steroid 

residues in hair by gas chromatography coupled to mass spectrometry. "Proceedings of the 

EuroResidue IV Conference 'Residues of Veterinary Drugs in Food" Veldhoven. The 

Netherlands. 2000, 856-862 

51. F.W.McLafferty, F.Turecek. Interpretation of mass spectra 4 l h edition. Sausalito. 

California: University science books, 1993,371 p . 

52. n.CKynMaKepc. OnTHivnmuHH ce/ieKTHBHOCTH B xpoMaTorpatļ)nn. MocKBa: Mwp, 1989. 

3 9 9 c 

53. J.C.Miller. J.N.Miller. Statistics for analytical chemistry. New Y o r k : John Wiley & Sons. 

1988, 227 pp. 

54. J.E.Smith, R.Pasarella. J.C.Wyckoff. Gas-liquid chromatographic determination of 

levamizole residue in bovine milk. - Journal of the Association of Official Analytical 

Chemists, 1976, Vol.59. 954-958pp. 

55. J.H.Rojas, R.Guevara, L.Leiva. Development and validation of an analytical method 

(HPLC-RP) for the determination of levamisole.- Rev.Colomb.Cienc.Quim.-Farm. 1997. 

vol.26, pp.27-31.- C.A. vol.128. 5334le . 

65 

http://Colomb.Cienc.Quim


L rt I v i j rt J i \ i ī v i I J n J l v 11 rt l J 

2003 , Nr. 2 , 159 .—170. 1pp. 

V. Bartkevičs, G. Kučkovska, J. Ģibietis 

L E V A M I Z O L A A T L I K U M D A U D Z U M U N O T E I K Š A N A 
P Ā R T I K A S P R O D U K T O S A R H R O M A T O G R Ā F I J A S UN 
M A S S P E K T R O M E T R I J A S M E T O D Ē M 

Valsts Veterinārmedicīnas diagnostikas centrs 
Latvijas Universitāte 

Levamizols ir ant ihelmintu preparāts , ko plaši lieto veterinārijā. 

Ja levamizolu lieto dzīvnieku ārstēšanai , ir nepieciešams laiks, lai ārstnie­
ciskais preparāts t iktu izvadīts no organisma. Ja tas nav ievērots, levamizols ar 
dzīvnieku izcelsmes pārtikas produkci ju var nonākt ci lvēka organismā, apdrau­
dot tā imūnsis tēmu. Pārtikas produkci jas nekai t īguma kontrolei nepiec iešamas 
drošas un jut īgas anal īzes metodes . 

Zinātniskajā literatūrā levamizola noteikšanai bioloģiskajās matr icās tiek 
piedāvāta gāzu hromatogrāfi jas m e t o d e , izmantojot nepolārās kolonnas DB1 vai 
D B 5 , ar fosfora-slāpekļa selektīvo detektoru [ 1 , 2 ] vai masspekt rometr i sko de­
tektoru elektronu tr iecienu jonizāci jas režīmā [3], kā arī šķ idrumu hromato­
grāfijas metode , lietojot C 8 vai C l 8 kolonnas un UV detektoru [4, 5] vai mas­
spektrometr isko detektoru molekulārā j o n a fragmentu skenēšanas režīmā [6] . 

Pa rauga sagatavošanai galvenokār t i zmanto ekstrakciju ar et i lacetātu vai 
h loroformu sārmainā šķīdumā. Eks t rak ta attīrīšanai lieto šķidruma - šķidruma 
ekstrakciju [1 , 3 ] , cietās fāzes ekst rakci ju uz C l 8 ko lonnas [7] un šķidrumu 
hromatogrāfi ju [5] . 

Analizējot levamizola saturu p ienā ar šķ idrumu hromatogrāfi jas metodi un 
UV detektoru, minimālā nosakāmā levamizola koncentrāci ja ir 2 0 — 5 0 pg/1 [4]. 
Izmantojot te rmojonu detektoru, va r panākt ju t ību 5 p g levamizola /kg parauga. 
[2]. Literatūrā ir dati par min imālo nosakāmo levamizola koncentrāci ju 1 pg/1 
piena [1]. Bet šādu augstu jutību panāk ar lielu iesvaru un ilgstošu, darbiet i lpīgu 
parauga attīrīšanu. Darba autori izmantojuši četras pārejas starp organiskiem 
šķīdinātāj iem un ūdens fāzi. Metode i nepieciešami lieli reaģentu daudzumi 
(viena parauga analīzei 300 ml et i lacetāta , 2 0 0 ml c ikloheksāna un 100 ml di-
h lormetāna) , kas paliel ina metodes izmaksas . Bez tam, sakarā ar sarežģītu 
parauga sagatavošanas procedūru pal iel inās arī levamizola zudumu vai pie­
sārņojuma iespējas. 

Lai uzlabotu levamizola note ikšanas ju t ību un automat izē tu paraugu saga­
tavošanas procedūras , šajā pētījumā tiek piedāvāta gāzu hromatogrāfi jas - mas-
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spektrometrijās (GH/MS) metode pozitīvas ķīmiskās jonizācijas režīmā un 
šķidrumu hromatogrāfija - tandēma masspektrometrija (SH/MS/MS) jonu reak­
cijas skenēšanas režīmā, paraugu sagatavošanai izmantojot šķidruma - šķid­
ruma ekstrakciju, gel filtrācijas hromatogrāfiju vai cietās fāzes ekstrakciju. Ap­
skatīti levamizola fragmentācijas procesi dažādos jonizācijas režīmos un salī­
dzinātas dažādas paraugu sagatavošanas metodes. īpaši uzmanība pievērsta gel-
filtrācijas hromatogrāfijai, ņemot vērā iespēju pielietot šo procedūru arī citu 
veterināro zāļu kontrolei. 

EKSPERIMENTĀLĀ DAĻA 

Mērījumu apstākļi un izmantotās iekārtas. Gāzu hromatogrāfijas mērījumi tika 
veikti, izmantojot firmas Hewlett Packard gāzu liromatogrāfu HP 6890 ar Hewlett Packard 
masselektīvo detektoru HP 5973 un automātisku paraugu ievadīšanas iekārtu HP 7683. Gāzu hro-
matogrāfijas kolonna: 30 m x 0,25 mm, nekustīgā fāze DB 5 (0,25 ļim slānis). Gāzhromalo-
grāfiskās analīzes parametri: nesējgāze — hēlijs ar plūsmas ātrumu 1 cm 3/min, injektora 
temperatūra 240 °C, parauga tilpums 1 ul. Kolonnas temperatūras programma: 60 °C^240 °C 
(30 °C/min); 240 DC (4 min); 240°C-+260°C (10 °C/min); 260 nC (4 min). Gāzu hromatogrāfa 
masspcktromclra pārejas temperatūra 280 °C. Masspektrometra masu ass kalibrēšana un jonu 
avota regulēšana pozitīvās ķīmiskās jonizācijas režīmā veikta ar perfluoro-5,8-dimetil-3,6,9-
trioksidodekānu (PFDTD) pēc joniem ar ml2 41, 267, 599. Elektronu enerģija 156,2 eV, jonu 
avota temperatūra 250 °C. kvadrupola temperatūra 106 °C, spriegums uz elektrodiem 1153 V. 

ŠH/MS/MS mērījumiem izmantots Micromass Quattro II masspektrometrs ar trīskāršo 
kvadrupolu sistēmu. Waters Alliance 2690 šķidrumu hromatogrāfs ar Waters Symmetry Cl8 
kolonnu (3,9x150 mm, nekustīgās fāzes slānis 5 pm). Šķidrumu hromatogrāfijas parametri 
izokrātiskā režīmā: eluents 60% H 2 0 , 39% CHjOH, 1% CHjCOOH, analīzes laiks 8 min, plūs­
mas ātrums I ml/min un parauga tilpums 10 ul. Masspektrometrijas parametri: pozitīvās elek­
triskās izsmidzināšanas jonizācijas (ES*) režīms, jonu reakciju monitonngs, 204,9 -> 177,9 
skenēšanas pāreja, konusa spriegums 35,0 V, sadursmju enerģija 22,0 eV, spriegums uz kapilāra 
3,5 kV. 

Gel filtrācijas hromatogrāfijas eksperimentiem izmantots Waters firmas sūknis 515, automātis­
kais paraugu ievadītājs Waters 717-plus, frakciju kolektors Waters II un stikla kolonna (11x500 mm), 
kas pildīta ar Bio-Beads S-X3 gelu. Kustīgā fāze: etilacetāts/cikloheksāns (tilpuma attiecība 1:1); 
plūsmas ātrums 1 ml/min. 

Darbam par standartvielu izmantots levamizola hidrohlorīds (Sigma). Pagatavoti tā pamat-
šķīdums metanolā (1 mg/ml) un darba šķīdumi hloroformā (GH) vai kustīgā fāzē (ŠH) ar kon-
centrācijām no I līdz 10^g/nil. 

Paraugu sagatavošana, izmantojot Šķidruma - šķidruma ekstrakciju. Parauga 
iesvaru (10 g vai ml) ievieto centrifūgas mēģenēs, pievieno 5 g bezūdens nātrija sulfāta, 1 ml 50% 
KOH šķīduma un 15 ml etilacetāta. Homogenizē maksimālā ātrumā 2 min. Horizontālā maisītājā 
paraugus maisa 15 min. Centrifuge 15 min ar 3000 apgr/min. Etilacetāta slāni nolej citā mēģenē. 
Atkārto ekstrakcijas procedūru ar 15 ml etilacetāta. Atdala otro etilacetāta slāni un pievieno 
pirmajam. 20 ml iegūtā šķidrā parauga pārnes centrifūgas mēģenē, pievieno 5 ml 0,5 M HC1, 
intensīvi krata 2 min un tad centrifuge 5 min ar 3000 apgr/min. Atdala etilacetāta slāni. Ūdens 
slāni pārnes tīrā centrifūgas mēģenē. Pievieno I ml 50% KOH šķīduma un sakrata. Pievieno 
100 hloroforma, krata 1 min. Izmantojot 100 (ii šļirci, pārnes visu organisko slāni 200 ul pude­
lītē, letvaicē līdz sausam slāpekļa plūsmā. Pievieno 100 ul hloroforma un izšķīdina samaisot. 
Gāzhromatogrāfiskai analīzei ņem 1 ul. 

Paraugu sagatavošana, izmantojot gelfiltrācijas hromatogrāfiju. Parauga icsvaram 
(5 g vai ml) pievieno 5 g bezūdens nātrija sulfāta, 1 ml 50% KOH šķīduma un 15 ml etilacetāta. 
Veic levamizola ekstrakciju, kā aprakstīts iepriekš. Atkārto ekstrakcijas procedūru ar 15 ml 
etilacetāta. Apvieno etilacetāta slāņus un ietvaicē līdz sausam ar rotācijas ietvaicētāju. Izšķīdina 
sauso atlikumu 4 ml cikloheksāna/etilacetāta maisījuma (tilpuma attiecība 1:1). Pirms izman­
tošanas gclfiltrācijas hromatogrāfijai šķīdumu filtrē caur 0,45u.m Millipore Millex filtru. Filtrātu 
(l ml) hromatogrāfē ar gelfiltrācijas kolonnu. Eluēšanas tilpums no 25 līdz 49 ml (kopā 24 ml), 
letvaicē šķīdumu līdz sausam un izšķīdina 100 ul izooktāna. Gāzhromatogrāfiskai analīzei ņem 
1 ul šķīduma. 
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Paraugu sagatavošana, izmantojot cietās fāzes ekstrakciju ar Oasis MCX kolonnām. 
Parauga iesvaram (5 g vai ml) pievieno 5 g bezūdens nātrija sulfāta, I ml 50% KOH šķīduma un 
15 ml etilacetāta. Veic levamizola ekstrakciju, kā aprakstīts iepriekš. Atkārto ekstrakcijas proce­
dūru ar 15 ml etilacetāta. Apvieno etilacetāta slāņus. 20 ml iegūtā Šķidrā parauga pārnes centri­
fūgas mēģene. Pievieno 5 ml 0,5 A/HC1, intensīvi krata ar roku 2 min un tad centrifuge 5 min ar 
3000 apgr/min. Atdala etilacetāta slāni. Cietās fāzes ekstrakcijai ar Oasis MCX (sorbenta masa — 
60 mg) kolonnu ņem 4 ml 0,5 M HC1 slāņa. Kondicionē kolonnu ar 1 ml metanola un 1 ml ūdens. 
Uznes paraugu (4 ml 0,5 M HC1). Skalo kolonnu ar 1 ml 1 N HC1 un 1 ml metanola. Eluē leva­
mizolu ar 2 ml 5% amonjaka šķīduma metanolā. Paraugu ietvaicē un atkarībā no detektēšanas 
veida izšķīdina 100 ul izooktāna vai kustīgās fāzes. 

R E Z U L T Ā T I UN T O I Z V Ē R T Ē Š A N A 

Levamizola masspektra uzņemšana 
ar dažādām jonizācijas metodēm 

Lai izmantotu masspektrometriju kvantitatīvajā analīzē un izvēlētos op­
timālus mērīšanas apstākļus, nepieciešama analizējamās vielas masspektra uz­
ņemšana. Elektronu triecienu jonizācijas režīmā galvenā smaile atbilst 204 Da, 
kas raksturo levamizola molekulāro jonu. Iespējamā levamizola fragmentācija ir 
parādīta 1. shēmā. 

m / z 117 

Jona ar masu 176 Da veidošanās ir saistīta ar tiazolidīna cikla šķelšanu un 
stabila neitrāla fragmenta C H 2 = C H 2 atšķelšanos. Šī sabrukšanas shēma viegli 
realizējas C - N un C - S saišu nestabilitātes dēļ [8 ] , Sakarā ar elektronu triecienu 
lielo enerģiju, 176 D a j o n ā notiek C - N un a - C - C saišu šķelšanās, veidojoties 
stabilam jonam ar masu 148 Da. Š ī jona stabilitāti varētu izskaidrot ar tā cik-
lizāciju. Jona ar masu 127 Da veidošanās notiek, šķeļoties saitei starp diviem 
gredzeniem — benzola un 2,3,5,6-tetrahidroimidazo[2,l-b]tiazola. 

Masspektram, kas iegūts negatīvās ķīmiskās jonizācijas (NĶJ) ar metānu re­
žīmā, galvenā smaile ir (M-H)~. Tātad, levamizolam NĶJ režīmā vairāk rakstu­
rīgas protona pārneses reakcijas, nevis elektrona saīveres procesi. Jona ar masu 
148 Da veidošanās varētu notikt līdzīgi kā elektronu triecienu jonizācijas (ETJ) 
procesā. 

Pozitīvās ķīmiskās jonizācijas ar metānu masspektram ir raksturīga mazāka 
fragmentācija, salīdzinot ar elektronu triecienu jonizācijas režīmu. Galvenā 
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smaile ir (M+H) T, kas veidojas protona pārneses procesa. Iespējama fragmen­
tācija ir piedāvāta 2 . shēmā. 

m/z 14 5 IF r* H ! 

Jona ar masu 178 Da veidošanos ietekmē saišu C - N un C-S nestabilitāte. 
Pēc CHi=CH 2 atšķelšanās jons pievieno divus protonus, j o protonu pārneses 
procesi pozitīvās ķīmiskās jonizācijas (PĶJ) režīmā ir ar lielu varbūtību. 
Dotajos apstākļos saites C-S šķelšanās notiek izdevīgāk nekā gredzena 
atvēršanās, tāpēc veidojas jons ar masu 145 Da. Jona ar masu 127 Da veido­
šanās pozitīvās ķīmiskās jonizācijas režīmā notiek līdzīgi kā elektronu triecienu 
jonizācijas apstākļos. Tālākā jona ar masu 127 Da fragmentācija notiek ar 
CH 2 =CH: atšķelšanos, šķeļoties divām C—N saitēm. 

Jona ar masu 163 Da veidošanās ES* režīmā (3. shēma) izskaidrojama ar 
C-N un divu a - C - C saišu sabrukšanu. 

Ļoti iespējams, ka 163 D a j o n s stabilizējas, veidojot pieclocekļu ciklu. Jona 
ar masu 159 Da veidošana notiek, atšķeļoties C H 2 = S fragmentam. Jons ar masu 
145 D a veidojas līdzīgi kā fragmentācijā pozitīvās ķīmiskās jonizācijas režīmā. 
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Veicot M S / M S mērījumus, kvadrupola Qi parametri tika uzstādīti tā, lai tas 
filtrētu tikai 205 Da jonus. Reakciju kamerā Q 2 jons ar masu 205 Da sadursmju 
ar argona atomiem rezultātā fragmentējas tālāk. Fragmentācijas shēma ir visai 
līdzīga fragmentācijai pozitīvās ķīmiskās jonizācijas apstākļos (4. shēma). 

m / z 1 4 5 ( F r t H ) 

Saišu C - N un C - S nestabilitātes dēļ notiek gredzena atvēršana un C H 2 = C H 2 

atšķelšanās. Jons ar masu 178 Da ir galvenā smaile 205 Da šķembu jonu mas­
spektra E S + režīmā (sadursmju enerģija 22 eV). Atšķirībā no pozitīvās ķīmiskās 
jonizācijas režīma, 127 Da jons ES + jonizāci jas režīmā pievieno divus protonus, 
veidojot jonu ar masu 129 Da. 

Kā redzams no iegūtajiem rezultātiem, levamizola fragmentācijas shēmu 
stipri ietekmē jonizācijas veids un jonizācijas enerģija. Fragmentācija pārsvarā 
notiek 2,3,5,6-tetrahidroimidazo[2,l-b]tiazola sistēmā. Visintensīvākā fragmen­
tācija ir raksturīga elektronu triecienu jonizācijai. Pozitīvās un negatīvās ķīmis­
kās jonizācijas spektriem ir raksturīgs stipri izteikts molekulārā jona signāls. 
Elektriskās izsmidzināšanas jonizācijas gadījumā masspektra galvenā smaile 
atbilst levamizola molekulārajam jonam un pārsvarā ir fragmenti ar lielu mole­
kulāro masu, kas liecina par to, ka E S + ir maiga jonizācijas metode. 

Masspektrometra parametru optimizēšana 
levamizola noteikšanai 

Levamizola standartšķīdums ar koncentrāciju 1 mg/ml atkārtoti tika ie­
vadīts gāzu hromatogrāfa ar masspektrometru, kas darbojās dažādos jonizācijas 
režīmos. Iegūti trīs masspektri, kas atbilst elektronu triecienu, pozitīvās un ne­
gatīvās ķīmiskās jonizācijas režīmiem. Par salīdzināšanas kritēriju izvēlēta mas­
spektra galvenās smailes intensitāte. Rezultāti parādīti 1. att. 
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Elektronu trieciena Pozitīvā ķīmiskā Negatīvā ķīmiskā 

Jonizācijas veids 
/. asi. Levamizola masspektra galvenās smailes intensitāte atkarībā no jonizācijas veida 

Masspektra galvenās līnijas intensitāte raksturo metodes jutību. Vislielākā 
analītiskā signāla intensitāte raksturīga ķīmiskās jonizācijas režīmam. Tas varē­
tu but izskaidrojams ar levamizola molekulas protonēšanas zemo enerģiju un 
līdz ar to lieliem iznākumiem CH4 pozitīvās ķīmiskās jonizācijas procesā. Ļoti 
zema negatīvās ķīmiskās jonizācijas analītiskā signāla intensitāte ir saistīta ar 
levamizola molekulā esošo atomu zemo elektrontieksmī. No rezultātiem var 
secināt, ka levamizola noteikšanai vispiemērotākie ir elektronu trieciena vai po­
zitīvās ķīmiskās jonizācijas darbības režīmi. Optimālo metodes jutību var sa­
sniegt tieši pozitīvās ķīmiskās jonizācijas režīmā. 

ŠH/MS/MS darbības optimizēšanā ļoti svarīgi ir izvēlēties tādu potenciālu 
starpību uz konusa un sadursmju enerģiju, lai galvenās smailes intensitāte un 
līdz ar to metodes jutība būtu maksimālā. Potenciālu starpība uz konusa ietekmē 
prekursora jona ar masu 205 Da veidošanos. Eksperimentā noskaidrots, ka 
levamizola molekulārā jona intensitāte sasniedz maksimālo vērtību, ja sprie­
gums ir 35 V. 

Sadursmju enerģija ietekmē procesus, kas notiek reakciju kamerā Q 2 . Jons ar 
masu 205 Da sadursmju rezultātā ar argona molekulām fragmentējas, un ana­
līzes jutības paaugstināšanas nolūkos ir nepieciešams izvēlēties šķembu jonu ar 
vislielāko intensitāti. Lai paaugstinātu mērīšanas selektivitāti, racionāli ir iz­
vēlēties šķembu jonu ar lielāku masu, jo tad fona ietekme ir vismazākā. Mērī­
jumi liecina, ka 205 Da jona fragmentācija ar sadursmes enerģiju 5 eV nenotiek. 
Šķembu jona ar masu 178 Da intensitāte ir maksimālā pie argona molekulu 
enerģijas 25 eV, bet pie 45 eV šis jons pilnīgi pārvēršas fragmentos ar zemāku 
masu. Uzņemot 178 Da jona signāla intensitātes atkarību no sadursmju ener­
ģijas 2 0 — 3 0 eV intervālā, analīzei izvēlēta sadursmju enerģija 22 eV. 

Levamizo la identifikācija 

Identificējot savienojumu ar hromatogrāfiskām metodēm, par kritēriju 
visbiežāk izmanto izdalīšanas laiku. Lai paaugstinātu analīzes drošību, ieteicams 
uzņemt analizējamā parauga hromatogrammu, lietojot citas polaritātes kolonnu. 
Sī metode prasa vairāku kolonnu izmantošanu un ir ļoti darbietilpīga. Masspek-
trometrijas metodes izmantošana ļauj vienkāršot identificēšanas procedūru. 

Lai noteiktu levamizola klātbūtni analizējamā paraugā, uzņem masspektru 
GH/MS elektronu triecienu jonizācijas režīmā. Levamizola masspektram rakstu-
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nga jonu ar masu 121, 148, 2 0 3 , 204 Da klātbūtne. Aprēķina attiecīgo līniju in­
tensitāti attiecībā pret galveno smaili ar m/z 148. 

Elektronu triecienu jonizācijas masspektrometrijas rezultāti apkopoti 1. ta­
bulā. 

/. tabula 
Levamizola jonu relatīvā intensitāte masspektra GH/MS 
elektronu triecienu jonizācijas režīmā («=10) 

Levamizola 
koncentrācija, pg/ml 

Relatīvā intensitāte joniem ar m/z, % Levamizola 
koncentrācija, pg/ml 121 148 203 204 

I 44±I2 100 47±5 67±16 
2 35+4 100 47+4 79±15 
5 26±3 100 45±3 90±10 

Rezultāti rāda, ka atkarībā no levamizola koncentrācijas mainās arī jonu in­
tensitāte. Šo parādību var izskaidrot ar fona ietekmi, kas ir lielāka zemām kon-
centrācijām. Nepieciešams pievērst uzmanību jonam ar masu 204 Da, kura sig­
nāla intensitāte masspektra pieaug līdz ar koncentrāciju. Lielās koncentrācijas 
jonam ar masu 2 0 4 Da atbilst galvenā smaile. Jonu attiecības nenoteiktība sa­
mazinās, pieaugot koncentrācijai. 

Tātad, nosakot levamizolu ar GH/MS metodi elektronu triecienu jonizācijas 
režīmā, jāņem vērā preparāta koncentrācija, t.i. nezināmās smailes masspektru 
nepieciešams salīdzināt ar tuvākās koncentrācijas standartšķīduma masspektru. 

G H / M S mērījumiem pozitīvās ķīmiskās jonizācijas režīmā izvēlas jonus ar 
masu 127, 204, 205 , 206 Da. To relatīvā intensitāte pret galveno smaili (205 Da) 
parādīta 2. tabulā. 

2. tabula 
Levamizola jonu relatīvā intensitāte masspektra GH/MS 
pozitīvās ķīmiskās jonizācijas režīmā (n=3) 

Levamizola koncentrācija, 
pg/ml 

Relatīvā intensitāte joniem ar m/z, % Levamizola koncentrācija, 
pg/ml 127 204 205 206 

0,5 4,9 4,6 100 13,0 
1 3,4 3,8 100 14,9 
1,5 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 4,4 100 12,5 
3,5 4,4 4,3 100 12,7 
4 4,3 4,3 100 12.6 
4,5 3,9 4,0 100 13,6 
5 4,0 4,2 100 12,9 

Vidējā attiecība 4,1 4,2 100 13,5 
Relatīvā standartnovirze, % 12 5,8 0 7.3 

Rezultāti rāda, ka GH/MS mērījumiem ķīmiskās jonizācijas režīmā dažādu 
jonu relatīvās intensitātes atkarība no koncentrācijas ir krietni mazāka. To var 
izskaidrot ar mazāku fona ietekmi uz GH/MS pozitīvās ķīmiskās jonizācijas 
mērījumiem. Rezultātiem nenovēro tendenci samazināties vai paaugstināties 
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hdz ar koncentrācijas maiņu. Stabilas jonu intensitātes attiecības ļauj droši veikt 
levamizola noteikšanas procedūras. 

Rezultātu atkārtojamības un linearitātes pārbaude. 
Minimālā nosakāmā levamizola koncentrācija 

Lai salīdzinātu gāzhromatogrāfijas - masspektrometrtjas rezultātu at-
kārtojamību elektronu triecienu un pozitīvās ķīmiskās jonizācijas režīmā, hro-
matogrāfa atkārtoti (n=5) ievadīja levamizola standartšķīdumus ar koncentrāciju 
1, 2 un 5 p.g/ml. Rezultāti apkopoti 3. tabulā. 

3. tabula 
Levamizola GH/IVtS noteikšanas atkartojamība elektronu triecienu un 
pozitīvās ķīmiskās jonizācijas režīmos («=5) 

Levamizola koncentrācija, 
pg/ml 

1 
2 
5 

Relatīvās standartnovīrzes hromatogrāfisko smaiļu augstumiem, 
% 

elektronu triecienu jonizācijas 
režīms 

11,1 
12,5 
15,1 

pozitīvās ķīmiskās jonizācijas 
režīms 

5,4 
3,2 
7,3 

N o rezultātiem (3. tab) var secināt, ka gāzu hromatogrāfijas - masspektro­
metrtjas metodei raksturīga samērā liela paralēlo mērījumu izkliede. Masspek-
trometrijā atkartojamība atkarīga galvenokārt no jonizācijas procesu stabilitātes. 
Pozitīvās ķīmiskās jonizācijas režīmā iegūto datu labāka atkartojamība, iespē­
jams, ir saistīta ar šīs metodes augstāku jutību. Līdz ar to analītiskais signāls 
vienādām šķīduma koncentrācijām elektronu triecienu jonizācijas režīmā ir tu­
vāk noteikšanas robežai — rajonā, kur gadījuma novirzes ir lielākas. 

Lai noteiktu ŠH/MS/MS metodes rezultātu atkārtojamību, tika izmantots le­
vamizola standartšķīdums ar koncentrāciju 5 ng/ml. Relatīvā standartnovirze 
5 atkārtotiem mērījumiem (smaiļu laukumiem) ir 6,8%. Ņemot vērā ļoti zemo 
šķīdumu koncentrāciju, var izdarīt secinājumu par ŠH/MS/MS mērījumu labāku 
atkārtojamību, salīdzinot ar GH/MS elektronu triecienu jonizācijas režīma. 

Gāzu hromatogrāfijas / elektronu triecienu jonizācijas masspektrometrijas re­
zultātu linearitātes pārbaude veikta, uzņemot hromatogrammas levamizola stan-
dartšķīdumiem ar koncentrāciju 1, 2 , 5 un 10 ng/ml. Korelācijas koeficients R1 

lineārai kalibrēšanas taisnei, kas iegūta ar GH/MS metodi elektronu triecienu 
jonizācijas režīmā, ir 0,991, kas ir pietiekami labs rādītājs, ņemot vērā metodes 
atkārtojamību. 

GH/MS pozitīvās ķīmiskās jonizācijas režīmā iegūto kalibrēšanas grafiku 
koncentrāciju intervālam 0,5—5,0 p.g/ml vislabāk apraksta otrās kārtas polino­
ma vienādojums y = 14009.v2 - 863,38.r + 3922,2. Korelācijas koeficients R2 šajā 
gadījumā ir 0,993. Kalibrēšanas grafika nelineārais raksturs darba koncentrāciju 
diapazonā ir lielākais šīs levamizola noteikšanas metodes trūkums. Problēma 
atrisināma, veicot kalibrēšanu vairākām koncentrācijām un katru mērīšanas reizi 
pārbaudot līnijas stabilitāti. Aprēķinus var veikt, izmantojot otrās kārtas polino­
ma analītisko vienādojumu vai lineāro vienādojumu intervālam starp diviem tu­
vākiem kalibrēšanas grafika punktiem. 
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ŠH/MS /MS kalibrēšanas grafika konstruēšanai izmantoti standartšķīdumi ar 
koncentrācijām 0,1; 0,5; 1,0; 5,0; 10,0; 20,0; 50,0 ng/ml. Kalibrēšanas grafiks ir 
taisne ar korelācijas koeficientu R2 = 0,998. 

Minimālā nosakāmā levamizola koncentrācija noteikta no attiecības signāls / 
fons = 3 . GH/MS mērījumos pamatlīnijas fona svārstības levamizola izdalīšanas 
laika intervālā gan elektronu triecienu, gan pozitīvās ķīmiskās jonizācijas re­
žīmos ir 50 vienību robežās. Līdz ar to levamizola minimālā nosakāmā dau­
dzuma hromatogrāfiskās smailes intensitāte ir 150 vienības. Minimālā nosakāmā 
levamizola daudzuma novērtēšanai izmanto formulu 

Lai pēc iespējas precīzāk novērtētu metodes jutību, nepieciešams izmantot ze­
mākās koncentrācijas standartšķīduma mērījumu rezultātus. Lietojot šo formulu 
un kalibrēšanas grafiku datus, iegūst sekojošas minimālās nosakāmās levami­
zola koncentrācijas: 

GH/MS ETJ režīmā: C m i n = (150 /1014)x l = 0,14 pg/ml = 140 ng/ml; 

GH/MS PĶJ režīmā: Cmi„ = (150 /8399)x0 ,5 = 0 ,0089 pg/ml = 8,9 ng/ml. 

Ar ŠH/MS/MS minimālā nosakāmā koncentrācija 

C m i n = (3 /15 ,63)x l ng/ml = 0,19 ng/ml. 

Pārrēķinot šo koncentrāciju uz levamizola saturu produktos, ja noteikšanu veic 
atbilstoši ieteiktajai metodei, iegūst šādas metodes jutības: GH/MS ETJ 1,9 pg/kg, 
GH/MS PĶJ 0,12 pg/kg, ŠH/MS/MS 0,0025 pg/kg. Literatūrā līdz šim norādī­
tas šādas robežkoncentrācijas: 20 U-g/kg piena ar šķidrumu hromatogrāfijas me­
todi [ 4 ] , 5 pg/kg aknu ar GH/MS metodi ETJ režīmā [ 3 ] , 1 pg/kg piena ar GH 
un slāpekļa - fosfora selektīvo detektoru [1]. Šķidrumu hromatogrāfijas metodes 
jutība, lietojot U V detektoru, levamizola standartšķīdumam ir 170 ng/ml [9]. 

Levamizola paraugu sagatavošanas metožu izstrāde 

Lai izstrādātu paraugu sagatavošanas metodi, kas būtu pielietojama pēc 
iespējas lielākam savienojumu skaitam, Šajā pētījumā pārbaudītas universālās 
metodes: gelfiltrācijas hromatogrāfija un cietās fāzes ekstrakcija. 

Gelfiltrācijas hromatogrāfija ļauj atdalīt savienojumus ar augstu molekulāro 
masu no mazmolekulāriem savienojumiem. Gelfiltrācijas hromatogrāfijas ap­
stākļu optimizācija (frakciju tilpuma izvēle) veikta, izmantojot polihlorbifenilu 
(molekulāro masu diapazons 2 0 0 — 4 0 0 Da) maisījumu. Izvēloties frakciju 
tilpumu 2 4 — 4 9 ml, polihlorbifenilu desorbējamība (izdalīšanās no kolonnas) ir 
90*—95% robežās. Pielietojot gelfiltrācijas hromatogrāfiju paraugu sagatavo­
šanai, konstatēts, ka absolūtā desorbējamība ir tikai 6 2 % (n=5), Levamizola 
zudumi ir saistīti ar tā adsorbciju uz stikla un vielas zudumiem, ietvaicējot 
paraugu. Gelfiltrācijas hromatogrāfijas metodei ir raksturīga laba atkārtojamība 
(6,9% piecos mērījumos). Ņemot vērā to, ka, lietojot šo metodi panāk mazmo-
lekulāro vielu atdalīšanu no traucējošām vielām, metodi var izmantot arī citu 
veterināro zāļu analīzei. 

Cietās fāzes ekstrakcija ar Oasis MCX kolonnu ir pielietojama bāzisko sa­
vienojumu noteikšanai, jo šajā kolonnā ir sorbents ar apgrieztās fāzes un katjonu 
apmaiņas funkcionālām grupām. Šajā darbā pārbaudīta iespēja izmantot šīs ko­
lonnas levamizola noteikšanai. Tika konstatēts, ka levamizola absolūtā desorbē­
jamība no Oasis M C X kolonnas ir 7 1 % un mērījumu atkārtojamība ir 10% 
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(«=3). Metodei raksturīgs neliels reaģentu patēriņš, tā ir ātra un ērta izmanto¬ 
šanā, salīdzinot ar šķidruma - šķidruma ekstrakciju. Pateicoties sorbenta selek­
tīvām īpašībām, Oasis MCX kolonnas efektīvi attīra paraugu no traucējošām 
vielām (2. att.). 

Signāla intensitāte, 
i.v. 

1COO 

900 

BOO 

700 

600 

SOO 

-400 

300 

200 

100 

lon 205 00 (204.70 to 205.70): MCX_ST10.D 

8.03 

' • i ' • 1 1 i • 1 1 • i - * - ' 1 • • i • • 1 1 i 1 1 • » i ' 1 1 ' i • ' • 1 i 1 1 ' • rT ' ' ' i • ' ' ' i ' ' ' ' i ' ' 
SOO 5 SO 6.00 6.SO 7.CO 7.SO BOO 8.SO 9.00 9 SO 10.00 10.50 

Laiks, min 

2. att, Aknu paraugs ar levamizola standartpiedcvu 10 ng/g pec attīrīšanas ar Oasis MCX kolonnu. 

Levamizols dzīvnieku izcelsmes produkcijā 

Valsts veterināro zāļu atlikumdaudzumu kontroles programmas ietvaros 
levamizols tika noteikts 40 gaļas un 100 piena paraugos no dažādām Latvijas 
kautuvēm. Paraugi tika uzglabāti - 1 8 °C temperatūrā. Levamizola klātbūtne tika 
konstatēta septiņos paraugos — cūku un liellopu aknās. Pārējos paraugos leva­
mizola saturs bija zem minimālās nosakāmās koncentrācijas. Vislielākā novēro­
tā levamizola koncentrācija ir 20 ug/kg. Šī koncentrācija ir mazāka nekā mak­
simāli pieļaujamais levamizola saturs produktos, kas noteikts Eiropas Savienī­
bas valstīs (100 ug/kg). No mūsu pētījuma rezultātiem var secināt, ka, tā kā le-
vamizolu plaši pielieto Latvijā, ir nepieciešams turpināt šī veterināra preparāta 
satura kontroli dzīvnieku izcelsmes pārtikas produktos. 

Secinājumi. 1. Izpētīta levamizola molekulas fragmentācija dažādos 
jonizācijas režīmos. Levamizola fragmentācija pārsvarā notiek 2,3,5,6-tetra-
hidroimidazo[2,l-b]tiazola gredzenā un ir stipri atkarīga no jonizācijas veida un 
enerģijas. Ņemot vērā levamizola molekulas fragmentu intensitāti masspektra, 
izvēlēti optimālie joni analīzei jonu monitoringa režīmā. 

2. ŠH/MS/MS levamizola noteikšanas metodes optimālie parametri ir pārejas 
205Da—>178Da skenēšana, potenciālu starpība uz konusa 35 V un sadursmju 
enerģija 22 eV. Levamizola noteikšanai optimālie ir joni ar masu 121, 148, 203, 
2 0 4 Da GH/MS metodei ETJ režīmā un 127, 204 , 205, 206 Da GH/MS metodei 
PĶJ režīmā. 

3. Jonu intensitātes attiecības GH/MS PĶJ režīmā nav atkarīgas no levami­
zola koncentrācijas (0,5—5 ug/ml). Veicot levamizola pierādīšanu ar GH/MS 
ETJ režīmā, jāņem vērā levamizola koncentrācija. 

4. ŠH/MS/MS un GH/MS PĶJ mērījumu relatīvās standartnovirzes ir no 3 
līdz 8%. GH/MS mērījumiem ETJ režīmā ir sliktāka atkartojamība. GH/MS 
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metode PĶJ r e ž ī m ā ļ a u j uzlabot levamizola noteikšanas jutību n o 140 ng/ml 
(GH/MS ETJ) līdz 8,9 ng/ml. ŠH/MS/MS metode raksturojas ar augstāko līdz 
Šim literatūrā aprakstīto jutību — levamizola m i n i m ā l ā nosakāmā koncentrācija 
ir 0 ,19 ng/ml. 

5. Izstrādātas jaunas paraugu sagatavošanas metodes, izmantojot cietās fāzes 
ekstrakciju un gelfiltrācijas hromatogrāfiju. Šīs procedūras ir iespējams automa­
tizēt un pielietot ari citu veterināro zāļu analīzēm. 

6. Levamizola klātbūtne tika konstatēta septiņos no 140 pārbaudītiem aknu 
paraugiem. Vislielākā novērotā levamizola koncentrācija ir 2 0 pg/kg. 
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V. Bartkevičs, G. Kučkovska, J. Ģībietis 

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

S U M M A R Y 

This publication is dealing with determination of levamisole residual 
amounts in animal origin products with chromatographic a n d mass spectro-
metric methods. Mass spectra of levamisole obtained using different ionization 
methods (EI, PCI, NCI, electrospray) a n d possible levamisole fragmentation 
patterns are considered. Optimization of analytical methods f o r detection o f 
levamisole is performed with regard to achieve the highest sensitivity l e v e l of 
analysis. Main characteristics o f t h e GC/MS EI, PCI and LC/MS/MS methods 
(linearity, reproducibility) w e r e compared. Possibility o f u s i n g o f gel p e r m e a t i o n 

chromatography and Oasis MCX solid phase extraction procedures for t h e 
sample clean-up is described. The presence o f levamisole in 7 liver s a m p l e s 

(from 140 s a m p l e s tested) was established. The found concentrations o f this 
p o t e n t i a l h a r m f u l compound w e r e b e l o w t h e maximum a l l o w e d c o n t e n t . 

B. E a p T K e B H i , T. K y i K O B C K a a , H. riifiHeTHc 

OnPEJIEJIEHHE OCTATOHHblX KOJIHHECTB JIEBAMH30JIA 
B nPOAYKTAX a C H B O T H O T O nPOHCXO)K/ļEHHfl METOMMH 
XPOMATO-MACC-CnEKTPOMETPMH 

P E 3 IO M E 
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Analītiska ķīmija 

V. Bartkevičs, J. Gibietis 

DETERMINATION O F RESIDUAL PHENYLBUTAZONE 
IN FOOD PRODUCTS USING 
GAS CHROMATOGRAPHY - MASS SPECTROMETRY 

State Veterinary Medicine Diagnostic Center, 
University of Latvia 

Phenylbutazone (PBZ) i s a drug o f the pyrazo lone group related to the 
nonsteroidal antiinflammatory drugs ( N S A I D ) . 

T h e s e drugs p o s s e s s antifever, antirheumatic and antiinflammatory activity. 
Accord ing to the literature data, 9 3 % of veterinarians use nonsteroidal anti­
inf lammatory drugs for the treatment o f animals , 6 0 % o f veterinarians apply 
medic ine more than once per w e e k [1 ] , Taking into account the long el imination 
half- l i fe o f drug in animals (in plasma — from 30 to 80 h) a high possibi l i ty o f 
occurrence o f phenylbutazone res idues in animal origin food products exis ts . 
The res idues o f this medic ine exhibit ser ious harm for human health because o f 
poss ib i l i t ies to cause an aplastic anemia or s o m e al lergic reactions even at very 
low e x p o s u r e l eve l s . 

T a k i n g into account the toxicity o f phenylbutazone there exists an actual 
need t o elaborate a sensit ive and reliable method for determination o f residual 
quantit ies o f phenylbutazone in food products — meat and milk. High-per­
formance liquid chromatography with UV-detec t ion is w i d e l y used for deter­
minat ion o f phenylbutazone [ 2 , 3 ] . G a s chromatography with mass-spectro-
metric detect ion h a s been used for confirmation o f results [4, 5 ] . Urine or serum 
samples are tested for the drug, and detect ion limits vary from 500 ng/ml [3, 4 ] 
to 35 [ 2 ] and 2 0 — 5 0 ng/ml [5, 6 ] . 

In order to apply the elaborated analytical method for the control o f animal 
origin food products it is necessary to improve sensit iv i ty o f the method (at least 
up to 5 ng /ml (ng/g)) . G a s chromatographic mass-spectrometric ( G C - M S ) 
determination of drug preceded by sample preparation using liquid — liquid 
extraction is proposed in this paper. T h e fragmentation o f phenylbutazone using 
different ionization m o d e s and different derivatization paths is evaluated. Dif­
ferent characterist ics of the analytical method , such as linearity, reproducibil ity, 
prec is ion and detection limit are checked. 
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EXPERIMENTAL 
Materials and equipment. Analyses were performed on a HP 5973 quadruple mass 

spectrometer coupled to a HP 6890 gas chromatograph (Hewlett Packard) equipped with DB 5 
fused silica column (30 m x 0.25 mm i.d., 0.25 urn). Conditions of gas chromatographic analysis: 
carrier gas — helium (flow rate I cm3/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 I 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 1 mg/ml and process solutions in dichloromethane with 
concentrations from 0.01 to 1 pg/ml. 

Sample preparation using liquid — liquid extraction. Sample (5 g or ml) was placed in 
50 ml polypropylene centrifuge tubes and anhydrous sodium sulfate (3 g), 2 M solution of H 2 S 0 4 

(1 ml) and /t-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 ml) was added. After shaking for 2 min the mixture was centrifuged for 5 min at 3000 rpm. 
Hexane layer was discarded, 2 M H : S 0 4 (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 mm. 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 o f phenylbutazone i n electron impact and posi t ive 
c h e m i c a l ionization m o d e s are s h o w n in Fig. 1. 

M a s s spectrum obtained using the pos i t ive ion c h e m i c a l ionization mode 
s h o w s that o n l y insignificant fragmentation o f pheny lbutazone molecu le occurs 
and m o s t l y adduct i o n s are observed. So the i o n s [ M + C 2 H 5 ] + and [ M + C 3 H 5 ] + 

183Da 2 5 2 Da 77 Da 
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ionizat ion mode. The structures o f the main ion fragments and the possible 
paths o f fragmentation observed applying this ionization mode are shown in 
Scheme 1. 

Based on the intensity of peaks in mass spectra the ions wi th masses o f 183, 
2 5 6 , 308 and 3 0 9 Da were chosen for analysis in the electron impact ionization 
m o d e and ions with masses o f 120, 309 , 3 3 7 and 349 D a — for analysis in the 
posit ive i o n chemical ionization mode . 

Phenylbutazone 
derivatization studies 

Although the properties of phenylbutazone molecule a l low performing 
a direct analysis by the gas chromatography, derivatization studies were per­
formed in order to evaluate the possibi l i t ies to elaborate multi-residue methods 
for s imultaneous determination of phenylbutazone and other compounds from 
the N S A J D group (dic lofenac, ketoprofen, naproxen, p iroxicam). These acidic 
c o m p o u n d s should undergo derivatization prior to the gas chromatographic 
analysis . Silylation w i t h bis(tnmethylsi lyl)trif luoroacetamide ( B S T F A ) , me-
thylation with a methanol - sulfuric acid solution, propylation with B F 3 / 
C 3 H 7 O H and butylation with BF 3 / C 4 HgOH w e r e chosen. Possible derivati­
zation reactions are s h o w n in S c h e m e 2. 

C 4 H g C 4 H g 

The experiment s h o w s that no reaction occurs using the si lylating reagent. 
Gas chromatographic analysis o f mixture from methylat ion reaction reveals the 
presence o f methylated and unchanged phenylbutazone (chromatographic peak 
area ratio C H 3 - P B Z / P B Z = 1.7). Consequent ly , the peak area ratio for C 3 H 7 -
P B Z and unchanged P B Z is 0.38 a n d that o f C 4 H 9 - P B Z to unchanged phenyl­
butazone is 0 .27 . The obtained results s h o w that derivatization reaction pro­
c e e d s l ess efficiently wi th increasing the length o f alkyl chain. The steric factors 
determine the absence o f analytical use o f propylation and butylation reactions. 
U s e of bis(trimethylsi lyl)trif luoroacetamide leaving phenylbutazone mo lecu l e 
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intact or methylat ion after optimization o f reaction condi t ions reveals the pos ­
s ibi l i t ies to elaborate a multi-residue method for determination o f some other 
N S A I D group c o m p o u n d s . 

Choice of solvents for extraction and selectivity of the method 

T h e feature o f phenylbutazone m o l e c u l e s to distribute differently bet­
w e e n the organic and water phases at different p H is used in the elaboration o f a 
sample preparation method for the determination o f phenylbutazone . Hexane , 
ethyl acetate and dichloromethane were tested for these procedures. H e x a n e was 
found to be the most appropriate so lvent for extraction o f interfering c o m ­
pounds (most ly fat) from alkal i f ied water phase , and dichloromethane — for 
extract ion o f phenylbutazone from acidif ied water phase. 

Se lect iv i ty o f 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 
chromatogram of blank meat sample 

Linearity and sensitivity 
of the method 

T h e GC—MS analys is o f standard solut ions o f phenylbutazone in c o n ­
centration range 1 0 — 1 0 0 0 ng/ml reveals g o o d correlation b e t w e e n the peak 
height and phenylbutazone concentration (R2 = 0 .998) . The detect ion limit o f 
phenylbutazone in standard solut ions us ing e lectron impact ionizat ion m o d e is 
10 ng /ml (calculated from signal- to-noise ratio o f 20 ng/ml P B 2 solut ion) . G C -
M S measurements performed us ing the pos i t ive chemical ionizat ion mode sho­
w e d that this m o d e is 5 t imes less sens i t ive , so only e lectron impact ionization 
w a s e m p l o y e d in further experiments . 

Calibration o n matrix showed g o o d linearity for samples containing phenyl ­
butazone in concentrations o f 5, 10 , 20, 2 5 and 5 0 ng /g (R2 = 0 .998) . Abso lute 
recovery for contamination level o f 50 n g / g was 79 .7%. Sensit ivity o f method is 
demonstrated b y analyzing samples conta in ing phenylbutazone in l o w con­
centrations (Fig. 3) . 

Intensity o f phenylbutazone peak on chromatogram o f sample o f meat spi­
ked wi th phenylbutazone at concentration o f 5 ng/g and s ignal - to-noise ratio 
s h o w s that the detect ion limit l 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 poss ibi l i ty to confirm the presence of phenylbut­
azone in animal origin food products the ratios o f 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, % Phenylbutazone content, 

183 Da 252 Da 308 Da 309 Da 

5 54.0 9.9 27.2 8.8 

10 54.3 9.9 26.9 8.9 
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 7.9 28.3 7.6 
Relative standard deviation (RSD) 3.5% 24.3% 4.5% 14.7% 

Maximum permitted RSD for ± 10% ± 50% ± 15% ± 50% 
variation of ion abundance 

As fo l lows from the Table, variations o f intensity ratio o f different ions in 
mass spectrum are not significant. Relative standard deviat ions o f ion inten­
sities c o m p l y with the l imits set in EC decis ion N o . 2 0 0 2 / 6 5 7 / E C . Thus the pro­
posed method could be successful ly used for confirmation o f presence o f 
phenylbutazone residual amounts in natural products. Importance o f this method 
parameter is emphasized by the fact that in many countries P B Z residue level in 
food has zero tolerance. 

Conclusions. 1. Pattern of the fragmentation o f phenylbutazone mole ­
cule under different ionization modes is proposed and optimal ions for G C - M S 
analysis in the selected ion monitoring mode are chosen . 

2 . Derivat izat ion studies o f phenylbutazone molecule are performed in order 
to elaborate a multi-method for the determination of nonsteroidal antiinflam-
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matory drugs. T h e methylation reaction g ives the best yield o f derivatives 
amendable for g a s chromatography. 

3 . T h e elaborated G C - M S method f o r t h e determination o f phenylbutazone 
is se l ec t ive , linear, s t a b l e , sensi t ive ( l imit o f detect ion 1 n g / g ) and a p p l i c a b l e f o r 

t h e control o f animal origin products on presence o f phenylbutazone r e s i d u a l 

amounts . Stabil i ty o f different ion ratio makes this m e t h o d rel iable for use f o r 

conf irmation o f presence o f residual amounts o f phenylbutazone . 
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V. BartkeviČs, J. Ģībietis 

FENILBUTAZONA ATLIKUM DAUDZUMU NOTEIKŠANA 
DZĪVNIEKU IZCELSMES PRODUKTOS 
AR GĀZU HROMATOGRĀFIJU - MASSPEKTROMETR1JU 

K O P S A V 1 L K U M S 

Publikācija veltīta fenilbutazona at l ikumdaudzumu note ikšanas m e t o ­

des izstrādei a r g ā z u hromatogrāfiju — masspektrometriju. Piedāvāta fenilbut­
azona fragmentācijas shēma dažādos jonizāc i jas rež īmos . Izskatīta iespēja v e i k t 

feni lbutazona derivatizācīju, izmantojot s ih lē jošus un alkilējoŠus reaģentus. Iz­
strādāta šķidruma — šķidruma ekstrakcijas paraugu sagatavošanas metode . V e i k ­
ta izstrādātās m e t o d e s analīt isko parametru pārbaude. 
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U b l l l J l H T A K A K M O J ļ E J I b 1IJ1H H C C J I E U O B A H H J I 
« > A P M A K O K H H E T H K H H H T > E K H H O H H b I X ī l P E r i A P A T O B 

H. Eep3un», F. CMUpHoaa, B. Tumaee*. B. BapirvceeuHC*, M. Eyjw** 
HucnrryT 6KOjioraB JIaTBBHCKoro yHBBepcBTCia, CajiactiBJic 

•rocynapCTBeuHbiH ueirrp BeTepauapHO-MenHUHHCKoa jutarEOCTBioj ripoflOBOjn>CTrjeBBOK 

a BCTepBHapBoā cjiyacou JlaTaHHCKOā PecnyOJmKfl, Para 
" A O KajtbueKC, Para, JlaTBH» 

npoaaaeiiefla oneaxa npDrcunocTH nuruurr B KaserrBe MOflerat una accJieuoBaiīaji (bapMaKOKBBera-

lecKBx napaMerpOB aaieKuaoaiibix npenapaTOB, Bbuuweabi CXOHCTBO h p a u n t t a H dpapMaKOKBaetSKB 

(bcHTEHaJia B opranaaMe Kpbtc h nbinjun". lieHTaaBJi ( A O Kojibnenc, I l a m a a ) kbouh.- ih x a B O T H b t M 

noflKOjKHO B ao3e 100 MKr/KT, HiiBaMBKy c o n e p x a a a s aeBSMeaeBaoro (perrniHaj ia B a n a j M e KPOBH iepe3 

n i i p c j i e j i e i i n b i c u p o M O K y r K a npcMci iH onpeaejoutB MOOBCpHnjipoBaBBbiM MeroaoM i i i . ! i v k < i . i i | h | w k i b i i i i o k 

3KBIKOCTHOB x p o M a T o r p a d p a H BCoaeTaima CTaaneMHoS Macc-cneKTpOMeTpaea. Corjiacao nojryieHHbtM 

.uiiiii.iM. nooie BBeucnHa KpbicaM a i i u i l m i ; i m (bcrrraijiuia B onsaaKOBbix Mo/urpnux KOJiBHecmax o c b o b b u c 

(papMaKOKBaeTHiecKBe n a p a M e r p b i npcnapaia (AUCD^:, T , C , Cf) y ABVX b b h o b H c c j i e n o B a B H t i x 

* m » iu i . ix HMc.iH [miimkiil- B c m i i a u b i , i T o cBHueTcjihCTBycT o BoiMOiKHocTH BcnojiKtosaaaa ntUIJlST 

b K a i e c T s e M o n e j m aapicry c r p b n y a a M H . 

K i n i t S U c ji O B A ! tpenmanuji, ,/»T/> «,•«., »Kr..'«i«*<>. MočtJH, na xuaomHWX, nbuvismo, upwrw 

C H I C K E N S A S AN A N I M A L M O D E L F O R T H E I N V E S T I G A T I O N 
O F P H A R M A C O K I N E T I C S O F I N J E C T I O N F O R M U L A T I O N S 

N. Bērziņa, G. Smimova, VTUaev*, V. Bartkevichs*. I. Bula** 
Ins t i tu te of B i o l o g y of Latv ian Univers i ty , Salaspi ls 
• R e p u b l i c of Latv ia F o o d a n d Veter inary Service S ta te Veter inary M e d i c i n e D i a g n o s t i c 
C e n t r e , R i g a 
**JSC Kalceks, Riga, Latvia 

The aim of this work was to assess the suitability of the chickens as an animal mode! for investigation 
of (he 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 MĒ̂8- The dynamics of concentration of unalterable fentanyl in 
plasma in a definite time periods were determined by HPLCin combination with tandem mass spectrometry 
method. Our data demonstrated lhal basic pharmacokinetic parameters of fentanyl (AUC^, T , Cmm, 
CI,) in rals 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 w o r d s : fentanyi, pliarmocoJanrlirs, animal model, chtcktta, rats 
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a MeHLnrefl C R E N C I M - hici icAkh h nepeneJra [ 1 , 4 J. 
M A I N E B c c r o I N N M . I h b j u o o t c » o o w k t o m Hcancrxo-

HaHHH B OŌnaCTH cpaBJWTejILjfOH CpH3Jf0.nOJ-HH H 

npH HiyMeHHH MeTaoojumecKHX npoueccou, m t o 

cu«anc> c n p H C y m e f l hm b m c o k o A h h t c h c w b -

MocTbio o6Meua. Kypti h hhū.k)kh HcnojitsyioTCH 

TajuKe sum noj iyMemia C H a n o m n e c K o r o MaTepuajia 

(TxaHefl h aHTHTeJi), n p o B e j i c i m a TOKCHKOJionnee-

kmx n p o n e a y p , ouemcH 6e30iiacH0cni h :xp<peK-

THBHOCTH dpapMaueBTHMecKHX n p e n a p a T O B , a 

TaioKe juih TecnipoBaHHfl < k 3 o n a c H o c r a c e j i b c u o -

xo3MSCTneHnoft npoflyxuHH [ 4 ] . B nocae j iHee B p e m i 

Bee ocunmee KOJwiecTBo cejibCKoxo3flHCTBeHHbix 

3KBBOTHMX, B TOM qHCJie UbinjUTT, HCIlOJĪKJVeTCSl B 

KanecTse MOflejm b j i o m m a H H e c K H x H c m , i T a m n x 

n n p n rpapMancRTHiecKOH o u e m c e npenapaTOB. 

3 A U A N A j i a i i H o r o h c c j i c j i o u u i i h h - cpabiieiiHe 

ocnoBRbix (bapMaKOKHHCTHHecKHX n a p a M C T p o n 

rbenTainuia Ha nayx Monejwx: Kpwcax , TpanjunioKHO 

Hcnojib3yeMbix P noAo6Hbix s K c n e p H M e t r r a x , h 

DTjinjunax. 

XULH rilUpOKO npHMEHHCMblX B KJlHHHieCKOH 

rrpaKTHKC cinrrcTTPiecKKX ormaroB, k mhcit/ Koropnx 

o t u o c h t c h dpeuraHiui, xapaKTepma cymecrBemn>ie 

pa3JTH<DUI b rbapMaKOKHHCTRxe h chapMaKonjrua-

MiiKc [ 1 0 ] . npo6jieMa Hajtc>KHocTH H c n a j n a y c M i r x 

MeTOjioB kojihMecTBeHHoro o n p e a e j i e H H H pana 
onHaTOB b CHOJiorHiecKHX o6pasnax o c r a e T c a 

aKTl'ajibHOH h b HacTOiunee BpeMH. Hjm KJ1HHH-

MecKHx HCCJieAODamiH (beirraniuia HaHfxxiiee qacTO 

npuMcuacTca pajiHoHMMyiuiLDl m c t o a [ 1 0 ] , KOropbiH 

xapaKTepH3yeTC« b m c o k o A HyBCTBHTentaocTbio 

( 2 0 0 nx/MJi ruiasMu KpoBu) h oTHocMTejn>aofi c n e -

IlHtpHMHOCTblO, OOyCJlOBJlCHHOH npHCVTCTBHeM U 

K p o s H MeTaōojiHTOB n p e n a p a T a hum n p y m x ee-

mccTB, 6jm3KHX n o crpy iorypc k ananroHpyeMOMy. 

M E X O N B I rajOBOft xpoMarorpadpHH c Macc-cneic-

TpoMerpHMecKMM aereKTOpoM « b j b d o t c h ouj ihmh 

H3 caMbLX H36HpaTejn,HbIX H HVBCTBHTtmHLIX ( 2 0 

5 0 nr/MJi luiajMM k p o b h ) am mv^Kmvt fpapMaxo-

KHHeTHKH (pCHTilHHJlil ( 5 , 9 ] , MeTOHbt BblCOKO-

adjdjeKTHBBOH xatnKOCTOoii xpoMaTorpacpHH aru? 

oiipeucjienHH ripeiiTamuia b njiaiMC KpoBH c 

Hcno/[hK)narrncM y 'P - f lorcKTOpa npn i i j ihhc BOJtHbi 

1 9 5 - 2 0 0 hm TpcoyiOT ftnHreJūiHOS h T m a T e m i i o i i 

q h h c t k h o 6 p a 3 a a [ 7 , 8 , 1 2 1 . B n o c / i e a H H e ro /U>I 

:ma'iHTeju>HLifi nporpecc aocTHrttyT 6 J I A R O N . a p n 

npHMcnei iHio Houoro noKOJiemm HncTpyMeirraJni-

Hofi t c x h h k h . HcnojrbioBaHHe swcoK03dxpekthb-

nofi XHflKocTHOft xpoMarorpadiHH b c o i e r a n H H c 

TanneMHOH M a c c - c n e i a p o M e T p H e B ( B 3 J K X / M C ) 

HBJisercfl HfleaJibHblM ūjih aHajuna dpetrraKHJia B 

cjioauibix OHOJioniiecKHx MaTpwuax [ 1 3 1 . TaKHM 

o ō p a a o M , c MeTOflHHecKOH t o i k h speuHfl UE^i. 

H a c T o a o l e r o HCCJienoBaHBH laKJUoHajiaci, b b o c -

npoH3BejieHHH Merojia TanaeMBofl M a c c - c n e i o p o -

MeTpitH c iii)HnianneH b xieKipocnpee m o n p e -

n e ^ e H H » Hen3MeHeHHoro <ķemMunn b unrjMC 
KpOBH HCmnyeMMX XUBOTItttX. 

MATEPHAJlbl II METOflLl 

I K H B O T H B L E 

B KanecTBe m o a c j i h 6bUiH BUfipaubi noJiOBo-

3pejibie KpbicLi O 6 O E R O n o n a MaccoB 1 5 0 - 2 0 0 r b 

B o s p a c r e 2 Mec . /KuBOTHbix co f l epacara b o n c p b i -

Toft cHcrcMe no 6 o c o ō e B b KJierrKe {Velaz, Mcxmh). 

B K a i e c t B e nojiCTHJia HciiojibJOBa.iH oīihhkh. 
T C M N C P A R Y I I A O K P Y X A I O M E A CPEIIW coaaBJiaria 2 5 ° C . 

JX™Tejn,noCTb ncpuôa npHUbixaHHs k ycnouMHM 

conep>KaHiM 1 cyT. K P U C U hmcjih cbo6o9ju> ih 

J IOCIYN k rpajryMMpOBaHHOMy KopMy ( I T A O IpuxdeKc, 
JlaTBHji) ii Bof lonpOBonnoa a o n e . Wot cpaBHHTejn>-

noro HiyieiuiH rbapMaKOKHHeniKH (bcHTainuia b 

KanecTBe BTopon Monejm O B U M B u ō p a n b i nbuuurra 

nopoHbi L O H M A N b r o w n Maccoft 3 5 0 r a 30- j thcbi iom 

B o a p a c T C l lb i iu iHT c o n e p K a j i H b fiaTapeiiin.ix 

Kjitnxax c o CBo6ofliE>[M flocrynoM k K o p w y n Bone. 

B B E J 3 E H H E nPEITAPATA 
H 3 A B O P O B P A 3 L I O B K P O B H 

r i p e n a p a T dpeirraHitria ( 0 , 0 0 5 % mm RAN-eKuM) 

npon3BoncTBa A O KaxhueKc (JlaTBHH) j k h b o t h w m 

BBOaHrsf noincoxaio b oaHOKpaTHOH nose 1 0 0 mkt /kt . 

Conepi t taHHe r p e m a i n u i a b nnasMe k p o b h o n p e a e -

nsum 4epe3 5 , 1 5 , 3 0 , 6 0 , 1 2 0 , 2 4 0 k 3 0 0 mmh 

( y icpbic) h HCpe3 5 , 1 5 , 3 0 , 6 0 a 1 2 0 mhh (y UbOUBrr) 

n o c j i e ero b b c j i c h h h (n=3) . K p o n b j a S a p a j t » b 

npoŌHpKH C renapHHOMi y Kpwc H3 no j ibasbmnof i 

a p r e p i o i , y uininflT - m co i i i i oh aprcpmi . 06pa3m,i 

KpOBH neirrpHtpyTHpoBajm b t c i c h h c 1 0 mhh npH 

3 0 0 0 o 6 / m h h . rjjia3My K p o a a no n p O B e n e a H H 

aiiajMsa xpaHmw npH - 2 0 ° C . 



O n P E H E J l C H M E cpEHTAHHJIA 
B OEPA3UAX nJTA3MbI 

OnpenejieHHe neH3MeHeHHoro cbeHTaHHJia b 

ruiajMe k p o b h npoBomum m c t o h o m B3>KX/MC. 
flanHMH aHajTHTHMecKKH m c t o h HBJiseTCfi pejyjpj-

T3TOM HejHaMHTejibiiofl MOjiHqjnxanHH Ba jmjwpo-

BaHHoro MCTOjia [13]: b npouecce nonrc-TOBKH 
npo6 BMecro aBTOMaTHnecKOH CHcreMti hjw T s e p -

nOCpaiHOH 3 K C T p a K U H H (T<I>3) na 96-jryuoiHMX 

ruiaTax npHMeHHCTca o6biMHan 12-no3HiirioHHaR 

BaKyyMiiaji KaMepa T<1>3. Urn aiiajona ncnojn>30-
Barm 500 m k j t luiasMti KposH. 

fljIH OtiHCTKH OŌpaitlOB OT 3HJIOrCHHbIX KOMIIO-

h ē i i t o b riJia3Mbi npHMeHftJiH n a T e i i T O B a m i b i e 

narpOHbi (30 Mr) cpHpMw Waters Oasi$®MCX, 
CUIA, i i f K i i c n i L J i H i o i n i i e coooji cMeci> mninq>Hjri>Ho-

rnjtpo<l)HJiLHam conojrjfMepa c c h j u i H m m KaraoH-
o O M e i l l t t M COp6eHTOM. 

OTanaapTKi. ie pacTBopbi . Hi o c h o b k o t o pacraopa 
rpeiiTaHHJia a MeraHojie (1 m i / m j i ) t o t o b h i i h 

paooiHe pacTBopbi c K O M T E H T P A U W I M K 5 ,50,250, 
1000 h 5 000 ht/mji. 

KajiHŌpoBoiHUfi KpHBasr. K fijiaiMC icpoBK 

(500 m k j i ) jio6aBJ]flJiK CTaHflapTHue pa6oine 

pacTBopbi cpeBTatfjura (10-25 mkji) ajw nocTpoemw 

KaJtllfipOROtJIloi'l KpHBOH CO CJieflyTOIIIKMH KOHUCH-

TpaiUfflMii i i p e n a p a r a : 0,2; 2; 10; 50 u 150 ht/mji 

rUiajMLI KDOBH. 

rioaiivioBKa vCpajua mm aiia/iitfa. Unpen 
npoBcneHHCM a m u u n a oōpa3m,i ī u ī a j M b i Kpouu 
pa3MopaaaiBajtn n p n KOMHaTHojj TeMnepaiype, 

aaīeM ueftTpHcbyrHpoBajiH n p a 3 000 o ō / m h h b 

KtClLttC 10 MMH. B 500 MKJI WVUMbl BH0CHHH 10 MKJI 

KOilljeuTpHpOBaHHOii tpOCCpOpHOH KHCJIOTbl H 

BCTpaxHBaJiH 30 c. 

CXCMA T<I>3. ī laTpouhi ycraiiaBJiHBanH b BaicyyM-

n y i o KaMepy aro T<JO h aKTHBiipoBajiH c o p c e u T 1 mji 
MCTanOJia, SaTCM 1 MJI H.CHOHH3[tpOBailHOH BOJIfcl. 

B naTpoH b h o c h j i h 500 mkji nojixHcjieHHoro 

o6pa3ua n n a j M b i n 2 m h h B b m e p x U B a j i H ruiji 

BaxvyMOM npn 4 Gap. Hm o h h c t k h oōpaai ia copōc irr 

IipOMWBajlH 1 MJI 0,1 H paCTBOpa COJMHOH KHCJIO­

Tbl, a 3areM 1 mji Meraiicuia n o a aaicyyMOM iipa 

10 Cap. <J>eHTaiiHji xiioiiporjajiH 2 mji c m c c h 

MeTaHOJia ii 5%-ro p a c T B o p a aMMomia r n n p -

OKCHJia (95/5, 0 6 . / 0 6 . ) non BaicyyMOM npn 4 Gap. 

3jiK>aT yiiapHBajm nocyxa aa bojihhoA 6aue npn 

40 °C b t o k c a j o r a . OcraTOK pacTBopajm b 100 mkji 

MeraHOJia, m t c m 10 mkji bboohj ih b xpoMaTorpa-

CpHHCCKyTO KOJIOHKy. 

Aiiaj inTHMecKoe OGOPYFLOBAHHE. MccjioflOBainie 

npoBOflHJm Ha HacTOJibHOM TarmeM-KBanpynoju,-

h o m xpoMaTO-Macc-cneKTpoMCTpe QUATTRO 
LC (Micromass, BejrHKOoptrraHHii), cosMemeH-

HMM c cenapauHOHHtiM MojryjieM Alliance 2690 
(Waters, CUIA). Jlrw xpoMarorpacbHMecKoro pa3-

nejieBHJi HcnoJib30Bajm KOJiomcy XTerra MS CI8 
3,5 mkm h 2,1x100 mm (Waters) npn CKopocTH 

noTOKa 0,2 mji/mhh. 

PerHcrpauHH H o 6 p a 6 o T K a j i a m i b i x . Mace-

cneKTpbi pôHTejibCKoro c m/z 337 h nonepHHx 

HOHOB c m/z 105, 132 h 188 perncrpHpoBajni b 

pejKHMe 3JieKTpocnpeH. fleTeKTHpoBanjie neB3Me-
HeHHOro cpeirraHHJia b o f i p a a u a x ruiasMbi npOBo-

JIHJIH npH Tpex no«iepiiHx HOHax ojļHOBpeMe h h o . 

Macc-cnexypw h xpoMaTorpaMMW o ō p a a i i o a 

npcncTaBJieHbi u a pnc. 1-3. KaJiwOpoBOMHaa 

KpHBajt b wajia30iie KoraiciiTpaiijni 0,2-150,0 ett/mi 

nJia3Mbi aBJiflerca JiHHeftaofl. Ko3<pdpHunenT 

onpeaejienHH 0 ,999. llpeneji ofiHapyacemis 
Mcrojia cocTaBJUui 50 itt/m/i r u i a 3 M H . Penicrpaujno 

h oOparjOTKy aaHHhix npoBOjuuni c HcnojnJOBa-

i ihcm nporpaMMHoro o o c c n e H e t u w Masslynx 3.5. 

EC 50-

0J-^ , . , . , , , , r-

1.0 2.0 3,0 4,0 5,0 

BpCMN, MHH 

Pur. / . XpoMaTorpaMMa KorfrpoTCBoro oOpajria i u g o m u 

KpOBH UbllUIST 

Fig I. Chromatogram of blank chicken blood plasma 



0-1 , , , , , , . , , r— 
1,0 2 ,0 3 ,0 4 , 0 5 ,0 

BpeMS, MHH 

Fuc. 2. XpOMaTOrpaMMa K o i r r p o n L B o r o o ō p a a n a n n a s M u 

KpOBH m.iiuiHT c n o ō a u K o a tļSearauBJia B K o a u e B T p a r i B B 

25 h i / m j i 

Fig. 2. Chromatogram of c h i c k e n b l o o d p l a s m a s p i k e d 

with 25 ng/ml o f f e n l a n y l 

0-1 . , , 1 1 , 1 1 1 1 — 

1,0 2 ,0 3 , 0 4 . 0 5 ,0 

Bpevw, MHH 

Puc. 3. XpowaTorpaMMa oitbiTnoro ōOpaiua HJiaiMbi 

K p o B H nbinJiBT a e p e a 15 M a a nocj ie o n a o K p a T i i o r o 

noaKOSKHoro B B e a e n a m l K H T a n n j i a a a o i e 100 m k t / k t 

Fig. J. Chronlalogram of c h i c k e n b l o o d plasma within IS m i n 

af le i s i n g l e s u b c u l a n e u u s a d m i n i s t r a t i o n of f e n l a n y l at a 

d o s e o f 100 u g / k g 

A najm i dpapMaKOKHHCTH>iecKiix napaMeTpoB. 

HIUUIBKNYAJIBHWE X CPEIUIUC iiiâ eiiHa dpapMaKO-

KHneTHHCCKHX napaMeTpoB ANA Kpwc (N=3) h 

nuiumT (/i = 3) paccwHTMBa;IN NA o c n o a a i i H H 

NOJIYIEUFIBIX n p i i B b i x « K O H u e i i T p a u . H H - B p e M a » 

NOCNE onHOKparnoro iioaTcoatnono BBCaeKsw cpen-

ramma a NOSE 100 mkt/kt. FLJW OUENXH CXONCRAA n 
paMHHKft KHJierKKH cpetrraiiHna b nrcuMe kdobh hbvx 
bhjzob JKHBOTHbix H c n o j t M O B a j m dic'jryjouiHe H e M O -

nenbHbie DPAPMAKOKHITETHMECKHC NAPAMETPBI [2]: 
- MAXCMMAJTBHAJI KOINICHTPAIIMM b i u i a 3 M e (C^); 
- BpeMU aocntsceaHH MaKCHMajibHofi kohuch-

- NAOINAJIB NON kphboh « K O H u e H T p a i i H H -

BpeMa» (AUC^), p a c c w r a i m a a MeroaoM TpaneuKfi; 

- nepnon. nojryaJDiMHnaiaHH (Tm), paccMHTaii-

m>ifl MeroflOM jmhchhoh PERPECCHH; 
- NNOIUAFLB noa. dpapMaKOKHMennecKoa KpiiBOii, 

3KCTpanoJBipoBaHHaH AO oecKOHCHHOcm (AUC0^n), 
paccHHTaHHaa MeronoM 3KCTpanoiumaM T e p M H -

HaJB,Horo ywcrxa xpjjBOa; 

- OŌRAIIFI o&beM pacnpeaejienHJ! (Vd)\ 
- o6aoiH KjmpcHC (CI). 

Bee [ x m . i k i ' K n u r l i i ' j i ' i K n r NAPAMETPBI noa-
Beprajmcb MaTeMaTHMecKOH o o p a f x v r x e c Hcnom,-

3oaainieM / -Tecra (P<0,05). 

PE3yjTJ.TATLI H HX OECyHdEHHE 
CPEAHHC j i i j ' i c h h h KOHUcirrpauHH dpenTauHJia 

B IUia3Me KpOBH KpblC U UbllUlHT nOCJJC OHHOKpaT-

n o r o noflxojKnoro BBeneHHH n p e n a p a r a (īaGji. 1) 
6bum HcnojtbaoaaHw una onpcac j i e ims i ochobhmx 
chapMaKOKHneTHMecKHX napaMeTpoB. HsŷeHHe 

jnuuiMHKH KoimeirrparmH npenapaTa y jkhbothlix 
imyx BHUOB (TaSn. 2) noKa3ajDi, vro dpeHTaioin Gbicrpo 
BCaCblBaCTCH B KpOBb, AOCTHTaS MaKCHMajIbHOH 

KOHneinrpanHH b T e t e t i H e 5-15 mhh. CPEJIHEE 
j H a H e n a e napaMCTpa Cm i l y tepbtc (39,02 ht/mh) 
no cpaBiienHK) c nwixrurraMH (28,97 ht/mji) xapaK-

TepH3yerca BBICOKOA BHļrpHBHflOBOH BapHa6eJn>-

HOCTblO - 33,06 H 15,07%, COOTBCTCTBCimO. 

MeacBHflOBas BapaaōeJibHocTb b cpasnenHH c 

iv n yi ļ mi j 111 j it i boh Bbipaxena caaōee (15,7%) h 
HBJweTca craracTTTMecKfl nemamiMOH. 

B CPEJINEM pa3Jin<iHa b AVC ff y K p b i c 

(1 896,67 nr-MHH/Mn) k mnuiar (1 643,33 iit-mmhAui) 
NE i i p e s b u n a i o T 13,3%. nojryieHHbie JtaHHbie 
cBHfleTCjnjCTByioT, hto nocne BnenenHH cpeirraHHJia 

B oaHHaKOBbix MoaapHWx KOJffliecTBax KpbicaM h 



TaujiHua 1/Table 1 
K o i l U e H T p a i l H H qVl l ia i l lUKt B ima'JJIt KpOBH 

K p b i c ii UbirviKT nocjie ero o u i i o K p a T H o r o 

noaKojKHoro BBujieHiiH b ao3e 100 imcr/icr 
(»=3) 
Fentanyl concentration (ng/ml) in rat and chicken 
b l o o d p l a s m a after its single subcutaneous 
administration at a dose of 100 ļtg/kg (n=3) 

KoHacrrrparlHM, bi7mji nJiajMbi KpoBH 

liJifMH. KpblCbl tli.uwau 

MHB Cpenuec 

3BVKBJBS 
CTaaaapnt. 

OTIOIOH. 
Cpeaaee 

i =1 • f r II,-. 

CTaHflapTB. 

OTKjian. 

5 15,08 4,18 11,26 2,42 

IS 39,01 12,88 28,98 4,37 

30 26,34 4,61 16,24 3,54 

60 5,66 2,33 14,17 1,92 

120 3,19 0,70 1,87 0,32 

240 1,00 0,29 - -
300 0,53 0,36 - -

UbinJlHTaM CTenem, h CKopoctb atjcopōUHH, 

KoroŗtteCTBO aOcopoHpyeMoro aKTUBHoro EetuecTBa -

HenjMeHCBHoro tpeHTaHHJia b opraHHiMe s r a x >kh-

BOTHblX SWlVaCfKH ŌJIH3KHMH llCJJjirĪHIKtMII, 

CI,, hjih cKopocTb OHHmeaHK opraHittMa ot 

cpeHTaHHJia, HMeer fijnOKHe mwtwm y Kpbic b y 

LtwruiHT - 53,07 a 61,50 mji/(mkh • kt), cooTBeTCT-

BeHito; pa3JtKiH« He aBJiswrcs cxaTHCTHltecKH 

maqtiMLiMH 

06HapyjKCHbI CTaTHCTHieCKH flOCTOBepHbte 

MeSKBiWOBbie paUWIHfl T3KHX B3aHMOCBK3amtt[X 
dpapMaKOKHHeTKiecKHX napaMerpoB, Kaic T|fl k Vj, 

y Kpbic ohh cocraBjiaioT 68,93 mhh h 5,24 n/icr, y 

UbinJWT - 28,57 mhh h 2,58 Ji/Kr. 3ro o 6 y c j i o B -

neHHO 6ojiee HHTencHBHbtM no cpaBHeKHio c 

hOTeKonHTaionlHMH MeTa6oJin3MOM y rrnir,, tto b 

cbok> o^epef lb CB«3ano c 6ojiee bmcokob TCMne-

paiypoft rejia, tcmhom nepeBapHBaiutfl h a6cop6-
U.HB HHTaTejIbKblX BeiHeCTB, HHTeHCHBHOCTblO 

cepaeHBLix c o K p a m e H n B , ropMonajn.nbiw c o c r o a -

niiL'M o p r a u u 3 M a , mrraHHeM, o 6 p a 3 0 M xch3hh -

c noriBHJKHocTbio jKHBOTiioro h up. CjienyeT 
OTMeTBTb, MTO MejKBHaOBbie pa3JIHHHS n o 3THM 

noKa3aTeJBDvt b o o j i b t i i e a mm MeHbrneft c r e n e u H 

TaCitHua 2/Table 2 
OciioBHbie cbapMaKOKjiiieriiHecKiie napaMerpbi cbeHraiuvia y Kpbic (K) b tibiiuurr (11) 
nocne ero oflHOKpnnioro iioaKowiioro ubcjii-iikh b nose 100 mki/ki (n=3) 

Basic pharmacokinetic parameters of fentanyl after its single subcutaneous administration 

at a dose of 100 ug/kg to rats (K) and chickens (11) («=3) 

riapaMCTp 

CpCJIfKC 3H31CBBC CraaflapTHoe oTJUtoaeBHe OrHOCHTCJIbHOC CjTKJlOHCRHC, % 

riapaMCTp 
K 1 u K U K ! 11 

39,02 28,97 12,90 4,37 33,06 15,07 

15 15 - - - -
T]a, mhh 68,93 28,57 7,84 3,19 11,37 11,17 

AUC ŗj^, HT • mhu/mji 1 843,33 1 553,33 156,95 228,11 8,51 14,69 

AUC „ , ht-mhh/mji 1 896,67 1 643,33 189,03 210,79 9,97 12,83 

Cļ, mjt/(mhh- kt) 53,07 61,50 5,08 8,23 9,57 13,38 

5,24 2,58 0,25 0,73 4,69 28,35 



xapaKTcpiibi ūjih bccx uMjiofl JiaooparopHbix 

XHBOTIIblX H CBA33HM C p.H.'IH'(l(OH CTCneHbK) 

cb» u.ihaiiiiM n p e n a p a T a c ōejiKaMH KpouH, e r o 
tpH3HKO-XHMHHCCKHMH UK i IIC1 Ha Mil, < I ir I UK ļ 1 li KI HI 

mcj.ifin m i.m.i jieKapcTsa y nutBOTuoro, naiHBCt-
HOCTblO iji.ij im;ik> iKinic niKli li T. R. 

ConocraBJieQHe y upbic h ubiiuurr TaxHX t b a p -
MaXOKHHCTHHeCKHX liapaMCTpott (pcinaiiHJia, K3JC 

AUC0^ T^, C m , C/,, yKaibiBatrr NA OTcyrcTBHe 
Mejtury h k m h craTHCTHiecKH aocroBeptrbix pax-ra-

t h b ( n p H P&0.05). 
TAXHM o6pa3oM, NOJRYMEHHBIE RTAHUUE cBime-

TeJIKCTByWT O TOM, TTO npH H3yHeHHH 3aKOHOMCp-

QOCTeB CpapMaKOKHUCTHKH M 6 : III K .1 M f 11 I i 111 B 

KaiecTBe m o a c j i h MoryT 6BM> HCntun>hiiiaiu.i He 

Tonuco Kpbicu, h o h ubimurra Kyp. 
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HHTEPtfEPOHOBblH CTATyC H COJJ,EP>KAHHE 
B- II T-JĪHM0>OIWTOB V KJ1HHJHHECKH 3 J 1 0 P O B b i X 
MAKAKOB PE3YCOB (MACACA MVLATTA) PA3HOTO B03PACTA 

B. 3. Azpōa, B. A Jlanun, M. B. Mexnueea*, 0. M. Eputoe*, H. M. Medeedeaa, 
H. B. Kocyxuna, Jļ. ļĻ KapaA-ozAM 
H U H MeaaaHHCKOfl npHMaTovionia Pocchhokoh A M H , CoiH-Aonep 

* H H H 3ni«fleMHOJioriui m MHKpoōHojioniM ant. H. <t>. raw Men Pocchhckoh A M H , MocKBa 

ycrauoBJieHi,i iioKaiarcjrn (pyHKUHOKHpoaaHHS jnnHbix iBcm.ea HHTepdKpoHūBoro (H<X>H) craTyca 

y KjmFinHecKa anopoBbix MaxasoB peiycoB (Macaca mulatto) pa3iibix BOSpacnibix rpynn b conccraiuienBH 

c KOjiHiecrBCEHbiM cojiepxraHHeM y hhx B- ii T-JiHMcboūHTOB ii ex cyo^onymnHfi. rioKaaaHo, tto no 

cpaBUCUHIO C MOJlOAblMH HCHBOTllblMH C BO"3paCTOM HOH-CTaTVC V o6c3bHB MCHHeTCH H XapaKTepH3yeTCJl 

uenpeccHefi CBHTCia H<J>H-a ti H<PH-y. 3 r o , ofeBKjmo, cnxjaao c KO/nriecrBeBHUM yMciii.rnciTHeM 

(bpaKiTjiH B-JfflM(poQBTOB h cpyHKiiHOHajrBHtrMH aapyraeHHiiMB T-fciKTOiHoro 3BeHa, pasBHaaioiniiMHCii npa 

crapeHHH. 

Key words: UHmepipepoHOēUS cmamyc, H<PH-a, H<PHt. B- u T-jiuMiponumu, Macaca mulattu 

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

VZ. Agrba, B. A. Lapin, M. VMezentseva *,EI. Ērshov*, N. M. Medvedeva, N. VKosukhiw, 
D. D. Karal-ogfy 
Research Institute o f Medical Primatotogy, Russian A c a d e m y of Medical Sciences, Sochi-Adler 
* N . E G a m a l e y a R e s e a r c h Inst i tute o f E p i d e m i o l o g y a n d M i c r o b i o l o g y , R u s s i a n A c a d e m y 
of M e d i c a l S c i e n c e s , M o s c o w 

Indices of functioning of different sections of interferon ( IFN) state have been established for healthy 
rhesus monkeys (Macaca muiana) of different age in comparison with (he content of B- and T-Iymphocytes 
and their subpopulations. IFN-state in monkeys changes with age. Devclopmenl of depression of IFN-a 
and IFN-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. 

Kjiioheiui? CJloia: IFN-state, JFS-a, IFH-y, B- and T-fympfuvyes, Macttca Wiialta 

flna MoaeunipoBaitHS iraranorirtecKirx ccictohhhh 

tejiOBeKa b aKcnepHMeBTairbHofi MejHtmuie nmpo-

ko HcnarrKiyioTCH paajmnnbie bhjtj>i npiiMaTOB [11]. 
B cwry hx aHaTOMO-cpH3nojiorHHecKoro c x o n c r a a 

h 3BOJUomtOHHOii 6JBI30CTH k 4ejtOBeKy, pe3ynb-

raTbi HccjieaoBauHH, nonyteiiHbie tta o6e3bmiax, 

mojkho 3KCTpanoJtHpoBaTb na jnoneM c MMUHMajn,-

hob KoppeKUHefi. fljut aneKBaTHofl oikhkh 3Kcne-
pHMehTajibHiiix namibix pa3parjoTanii h Hayteiibi 
HOpMaTHBHbie nOKa3aTCJIH CpyHKU;HOHHpOBaHH5l 

paSJIHHUblX CpHIHOJIOrHieCKHX CHCTeM 3THX 

JKHBOTKblX, B "taCTHOCTH, KaplHHa KpOBH [10], 

aKTHBitocTb nienotiioH h khcjioh tpoccbaTas [1], 

ocortciniocru paOoībi jujuikjiiiian ifi chctcmlī [2] h np. 
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V.Bartkevičs, E.Birkule, J.Ģībietis 

NITROIMIDAZOLU, SULFANILAMĪDU UN TRIMETOPRIMA 
ATLIKUMDAUDZUMU NOTEIKŠANA PĀRTIKAS PRODUKTOS AR 
ŠĶIDRUMA HROMATOGRĀFIJAS - TANDĒMA 
MASSPEKTROMETRIJAS METODI 

Valsts Veterinārmedicīnas diagnostikas centrs 
Latvijas Universitāte 

Sulfanilamīdu grupas savienojumus un trimetoprimu plaši izmanto veterinārā 

medicīnā, kā antibakteriālus līdzekļus ar ķīmiski - terapeitisku efektu. Preparātus 

pielieto zarnu infekciju un citu slimību ārstēšanai. Sulfanilamīdus bieži izmanto arī kā 

piedevu dzīvnieku barībai. 5-nitroimidazolu grupas preparātiem arī piemīt 

antibakteriāla iedarbība, tomēr, ņemot vēra to potenciālās kancerogēnās un mutagēnās 

īpašības, preparātu izmantošana produktīvajiem dzīvniekiem ir aizliegta. 

Pielietošanas gadījumā šo veterināro preparātu atliekas var nokļūt pārtikā ar 

dzīvnieku izcelsmes produktiem (gaļu, pienu) un apdraudēt cilvēku veselību. Tāpēc ir 

nepieciešams kontrolēt šo savienojumu atlikumdaudzumu pārtikas produkcijā, 

izmantojot drošas un precīzas metodes. 

Zinātniskajā literatūrā ir piedāvāti dažādi varianti sulfanilamīdu un 

trimetoprima noteikšanai dzīvnieku izcelsmes produkcijā. Sulfanilamīdu 

koncentrācijas novērtēšanai var izmantot imunofermentatīvo metodi vai plānslāņa 

hromatogrāfiju [1]. Mikrobioloģiska metode sulfanilamīdu noteikšanai nav 

pielietojama, jo analīzes jutība nav pietiekoša [2]. Preparātu ekstrakcijai no parauga 

izmanto etilacetātu [3, 4, 5 ] , acetonitrilu [6], dihlormetānu [7] . Paraugu attīrīšanai no 

traucējošām vielām izmanto cietās fāzes ekstrakciju uz C l 8 sorbenta [7], -NH2 

sorbenta [8] vai silikagela [9] . Ir piedāvāti dažādi varianti sulfanilamīdu detektēšanai. 

Augsti efektīvās šķidruma hromatogrāfijas metodes jutība ir 10-100 ug/kg [10, 11, 

12], gāzu hromatogrāfijas - masspektrometrijas metodes jutība ir 25-50 ug/kg [6]. 

Ņemot vērā nepieciešamību pirms mērīšanas ar gāzu hromatogrāfu -

masspektrometru veikt sulfanilamīdu savienojumu derivatizāciju, par optimālāku 

metodi šo preparātu noteikšanai var uzskatīt šķidruma hromatogrāfijas -

masspektrometrijas metodi (ŠH/MS/MS) [5, 6], 



Nitroimidazolu grupas savienojumu noteikšanai literatūrā ir aprakstīta 

šķidruma hromatogrāfijas [13] , gāzu hromatogrāfijas ar slāpekļa - fosfora selektīvo 

detektoru [14] un gāzu hromatogrāfijas - masspektrometrijas metode [15]. 

Neskatoties uz tēmas izklāstu vairākās publikācijās, pieejamā literatūrā nav 

sastopama iespēja veikt paraugu sagatavošanu, izmantojot gelfiltrācijas 

hromatogrāfijas metodi. Nav arī piedāvāts variants veikt paraugu sagatavošanu, lai 

vienlaicīgi varētu noteikt trimetoprima, sulfanilamīdu un nitroimidazolu saturu. 

Izmantojot ŠH/MS/MS metodes augsto selektivitāti, nav nepieciešams veikt dažas 

papildus paraugu sagatavošanas stadijas, atšķirībā no literatūrā aprakstītājām 

metodēm [16], 

E K S P E R I M E N T Ā L A D A Ļ A 

Mērījumu apstākļi un izmantotās iekārtas. ŠH/MS/MS mērījumiem izmantots 

Micromass Quattro II masspektrometrs ar trīskāršo kvadrupolu sistēmu, Waters Alliance 

2690 šķidrumu hromatogrāfs ar Waters Symmetry C18 kolonnu (3,9x150 mm, nekustīgās 

fāzes slānis 5 um). Šķidrumu hromatogrāfijas parametri izokrātiskā režīmā: eluents 30% 

CH3CN, 70% H 2 0 , analīzes laiks 10 minūtes, plūsmas ātrums 0,8 ml/min un parauga tilpums 

10 ul. Masspektrometrijas parametri: atmosferas spiediena pozitīvās ķīmiskās jonizācijas 

režīms, jonu reakciju monitorings. Masspektrometra parametri ir apkopoti 1.tabulā. 

1. tabula 

Savienojumu analīzes parametri 

Nr. Savienojuma nosaukums Skenēšanas pārejas Sadursmju eri 

1. Sulfadimetoksīns 310,8 > 155,7 15 

2. Trimetoprims 290,9 > 229,8 25 

3. Sulfahlorpiridazols 284,7 > 155,7 15 

4. Sulfadimidīns 278,8 > 185,7 15 

5. Sulfametizols 270,8 > 155,7 15 

6 . Sulfatiazols 255,7> 155,7 15 

7. Sulfanilamīds 213,7 > 172,7 8 

8. Metronidazols 172,0> 128,0 10 

9. Ronidazols 201,0 > 140,0 12 



Gelfiltrācijas hromatogrāfijas eksperimentiem izmantots Waters firmas sūknis 515, 

automātiskais paraugu ievadītājs Waters 717-plus, frakciju kolektors Waters II un stikla 

kolonna (11x500 mm), kas pildīta ar Bio-Beads S-X5 gelu. Kustīgā fāze: 

etilacetāts/cikloheksāns (tilpuma attiecība 1:1), plūsmas ātrums 1 ml/min. 

Darbam par standartvielām izmantoti sulfadimidīns, sulfahloropiridazīns, dapsons, 

sulfatiazols, trimetoprims, ronidazols, metronidazols (Riedel-de-Haen), sulfanilamīds, 

sulfadiazīns, sulfadimetoksīns, sulfametizols (Sigma). Par iekšējo standartu izmantots 

sulfadimidīns-d4 (RIVM). 

Paraugu sagatavošana, izmantojot šķidruma — šķidruma ekstrakciju. Gaļas 

paraugam atdala taukus, 5 g nosver 50 ml centrifūgas mēģenē, pievieno 10 ml acetonitrila, 

100 ul iekšējā standarta ar koncentrāciju 5 ng/ul un homogenizē ar Ultra - Turrax. Krata 10 

min un 10 min centrifuge 3000 apgr/min 15°C temperatūrā. Ekstraktu filtrē caur papīra filtru, 

kurā iebērts nātrija sulfāts. Acetonitrila ekstraktam pievieno 15 ml heksāna, krata mēģeni 10 

min un 10 min centrifuge 3000 apgr./min. Atdala heksāna slāni un ietvaicē acetonitrilu līdz 

sausam slāpekļa plūsmā 40°C temperatūrā. Sausam atlikumam pievieno 100 ul acetonitrila -

dejonizēta ūdens maisījuma (30:70). Nosaka veterināro zāļu atlieku koncentrāciju, izmantojot 

ŠH/MS/MS. 

Paraugu sagatavošana, izmantojot gelfitrācijas hromatogrāfiju. Gaļas paraugam 

atdala taukus, 5 g iesver 50 ml centrifūgas mēģenē, pievieno 15 ml cikloheksāna — etilacetāta 

maisījuma (1:1), lOOul iekšējā standarta ar koncentrāciju 5 ng/ul un homogenizē ar Ultra-

Turrax. Krata 10 min un 10 min centrifuge 3000 apgr./min 15°C temperatūrā. Ekstraktu filtrē 

caur papīra filtru, kurā iebērts nātrija sulfāts, paraugam pievieno vēl 15 ml cikloheksāna -

etilacetāta maisījuma (1:1) un atkārto ekstrakciju. 30 ml ekstrakta iztvaicē ar rotācijas 

ietvaicētāju (40°C, 235 mbar). Sausam atlikumam pievieno 4 ml cikloheksāna - etilacetāta 

maisījuma (1:1), filtrē caur Millex filtru (poru izmērs 0,45 um) un savāc 4 ml stikla pudelēs. 

Attīra paraugu, izmantojot gelfiltrācijas hromatogrāfiju. Ieslēdz eluenta plūsmu ar ātrumu 0,5 

ml/min un 30 min laikā līdzsvaro kolonnas gelu ar mobilo fāzi. Palielina mobilās fāzes 

plūsmas ātrumu līdz 1 ml/min un ievieto paraugus autosamplerā. Atbilstoši autosamplera 

programmai, 1 ml parauga šķīduma tiek ievadīts kolonnā. Frakciju kolektors savāc frakciju no 

24. līdz 49.minūtei, kas atbilst mobilās fāzes tilpumam 25 ml. Kolonnu skalo ar eluentu vienu 

minūti un tad ievada citu paraugu. Iztvaicē parauga frakciju, sausajam atlikumam pievieno 

100 ul acetonitrila - dejonizēta ūdens maisījuma (30:70). Nosaka veterināro zāļu atlieku 

koncentrāciju, izmantojot ŠH/tvīS/MS. 



REZULTĀTI UN TO IZVĒRTĒŠANA 

Sulfanilamīdu un nitroimidazolu fragmentācija, šķidruma 

hromatogrāfijas - masspektrometrijas analīžu apstākļu izvēle 

Izstrādājot metodi sulfanilamīdu, trimetoprima un nitroimidazolu noteikšanai 

ar ŠH/MS/MS metodi, vispirms tika izvēlēti optimālākie mērīšanas parametri. Šajā 

nolūkā veiktas šādas procedūras: 

• uzņemti sulfanilamīdu, trimetoprima un nitroimidazolu standartvielu 

masspektri, 

• analīzei izvēlēts molekulārais jons un veikta tā fragmentācija, 

• no šķembu joniem izvēlēts fragments (jons) ar lielāko intensitāti (izņemot 

sulfanilamīdu). 

Iespējamās fragmentācijas shēmas ir šādas: 

sulfadimetoksīnam, sulfahlorpiridazolam, sulfametizolam un sulfatiazolam ir līdzīga 

fragmentācija: 

O OCH3 - 1 + 
o 

0 OCH3 o J 

Sulfanilamids veido aduktu: 



o 

H2N- // \\ • N r b ' C H a C N 
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S NH2 
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Sulfadimidins fragmentejas sekojoši: 

H2N 

0 

H2N- // \N 

S NH2CH3 
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Nitroimidazola grupas savienojuma (ronidazois) fragmentācija realizējas sekojoši: 

,H 

—!ff Ar, 12eV " N ' 
UL O N H 2 

O CH, O C H 3 



Noteikšanas metodes parametru pārbaude. 

Sulfanilamīdu un trimetoprima detektēšanas linearitāte 

Lai veiktu veterināro zāļu atlieku kvantitatīvu noteikšanu, ir nepieciešams 

pārbaudīt attiecīgu graduēšanas grafiku linearitāti. Tika pagatavoti sulfanilamīdu, 

trimetoprima un nitroimidazolu standartšķīdumi ar koncentrācijām 10, 5, 1, 0,5 un 

0,1 ng/u.1 un uzņemtas hromatogrammas. Pēc graduēšanas grafiku konstruēšanas 

aprēķina taisnes vienādojumus un korelācijas koeficientus. 

2.tabula 

Savienojumu detektēšanas linearitāte 

Nosaukums Standartšķidumu koncentrācija, ng/ii! Taisnes vienādojums Not. 

koef. R 2 

Nosaukums 

10 
1 5 1 0,5 0,1 

Taisnes vienādojums Not. 

koef. R 2 

Nosaukums 

Smailes laukums 

Taisnes vienādojums Not. 

koef. R 2 

Sulfadimetoksīns 5935 2279 365 210 42 y= 588,92x-l 89,01 0,987 

Trimetoprims 4901 2354 545 371 197 y= 474,34x+ 98,79 0,999 

Sulfahlorpiridazols 16971 8006 1165 673 118 y= 1712,4x-298,66 0,999 

Sulfadimidīns 10875 4702 719 363 77 y= I090,7x-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 

Sulfanilamīds 30812 13961 2642 1441 291 y = 3066,lx-350,13 0,998 

Ronidazols 1882 995 137 98 17 y = 190,8x-6,44 0,998 

Metronidazols 11558 4854 774 369 56 y = 1146,4x-236,5 0,994 

No iegūtiem datiem var secināt, ka gandrīz visiem nitroimidazoliem un 

sulfanilamīdiem ir laba linearitāte, jo korelācijas koeficienti svārstās no 0,987 līdz 

0,999. Nedaudz sliktāka linearitāte ir sulfadimetoksīnam (R 2 = 0,987), sulfametizolam 

(R 2 = 0,992). 

Veicot savienojumu graduēšanu ar matricu (izmantojot standartpiedevas 20, 50, 

80 un 100 ng/g) tika iegūtas šādi graduēšanas grafiku noteikšanas koeficienti: 

sulfadimetoksīns R 2 = 0,996 

trimetoprims R 2 = 0,995 



sulfahlorpiridazīns R 2 = 0,997 

sulfadimidīns R 2 = 0,994 

sulfametizols R 2 = 0,999 

sulfatiazols R 2 = 0,996 

ronidazols R 2 = 0,999 

metronidazols R 2 = 0,994 

Līdz ar to sulfanilamīdu un nitroimidazolu šķidruma hromatogrāfijas - tandēma 

masspektrometrijas noteikšanas metodei ir novērojama laba korelācija starp šķīdumu 

koncentrāciju un masspektrometra analītisko signālu. 

Noteikšanas robeža 

Saskaņā ar Latvijas likumdošanu, sulfanilamīdu atlieku daudzums dzīvnieku 

audos nedrīkst pārsniegt 100 ng/g. Nitroimidazolu klātbūtne pārtikas produktos nav 

pieļaujama. Noteikšanas robežas tika aprēķinātas standartšķīdumam (c=0,5 ng/ul) un 

paraugam ar piedevu 100 ng/g. 

3. tabula 

Savienojumu noteikšanas robeža 

Nosaukums Standartšķīdumā Paraugā 

Koncentrācija, Signals/ Noteikšanas Signāls/ Noteikšanas 

ng/ul troksnis, S/N robeža, ng/ļil troksnis, S/N robeža, 

(100 ng/g) ng/g 

Sulfadimetoksīns 0,5 10,09 0,15 18,9 16 

Trimetoprims 0,5 30,75 0,05 37,9 8 

Sulfahlor- 0,5 26,69 0,06 91,6 3 

piridazols 

Sulfadimidīns 0,5 57,45 0,03 100,1 3 

Sulfametizols 0,5 24,98 0,06 76,8 4 

Sulfatiazols 0,5 15,82 0,09 128,0 2 

Sulfanilamīds 0,5 16,41 0,09 29,5 10 

Ronidazols 0,5 14,40 0,10 52,69 (50ng/g) 3 



Metronidazols 0,5 

Vidējā noteikšanas robeža, ng/g 

61,68 0,02 41,10 (50ng/g) 4 

7 

N o rezultātiem var secināt, ka izstrādātā paraugu sagatavošanas metode ir jutīga 

pret visiem darbā izmantotājiem sulfanilamīdiem, trimetoprimu un nitroimidazoliem. 

Gelfiltrācijas hromatogrāfijas apstākļu optimizācija 

Veicot analītiskās metodes izstrādi, tika pārbaudīta iespēja izmantot 

gelfiltrācijas hromatogrāfijas metodi bioloģiskā parauga ekstrakta attīrīšanai no 

traucējošām vielām, nosakot sulfanilamīdu un trimetoprima saturu. Gelfiltrācijas 

hromatogrāfija ļauj atdalīt savienojumus ar augstu molekulmasu (taukus un 

olbaltumvielas) no mazmolekulāriem savienojumiem. Gelfiltrācijas hromatogrāfijas 

apstākļu optimizācija (frakciju tilpuma izvēle) tika veikta, izmantojot polihlorbifenilu 

(PHB) maisījumu ar molekulmasām diapazonā 200-400 Da. Sulfanilamīdu un 

nitroimidazolu molekulmasas arī atrodas šajā diapazonā, tāpēc datus ir iespējams 

izmantot, lai novērtētu metodes kvalitāti. Eksperimentā tika savāktas frakcijas ar 

intervālu 3 ml un noteiktas PHB koncentrācijas frakcijā ar gāzu hromatogrāfijas 

metodi. Rezultāti ir apkopoti 4. tabulā. 

4. tabula 

Gelfiltrācijas hromatogrāfijas frakcijas izvēle 

Frakcija, ml Gāzu hromatogrāfijas smaiļu laukumi, nosakot PHB saturu frakcija Frakcija, ml 

PHB28 PHD52 PHD138 PHD153 PHD180 

22-25 7,2 0 0 0 7,4 

25-28 6,9 11,3 44,6 25,5 28,2 

28-31 133,8 141,4 252,8 276,5 308,9 

31-34 241,7 160,1 281,6 346 397,1 

34-37 132,1 88,9 154,4 194,2 221,6 

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 

46-49 27,8 18,5 35,3 42,5 50,9 

49-50.5 23,4 17,5 29,7 39,2 41,5 



PHB saturs frakcijās 95,9 96 ,9 97,1 96,7 96,4 

25-49ml (%) 

Frakcija, kas satur 31-34 ml 31-34 ml 31-34 ml 31-34 ml 31-34 ml 

maksimālo PHB 

koncentrāciju 

N o rezultātiem var secināt, ka izvēloties frakciju tilpumu 24-49 ml, 

polihlorbifenilu atgūstamība (R) ir >95% un tādējādi šos gelfiltrācijas parametrus var 

izmantot arī citu vielu ar līdzīgu molmasu atdalīšanai no lielmolekulārām vielām. 

Sulfanilamīdu attīrīšanas efektivitāte, izmantojot gelfiltrācijas hromatogrāfiju. 

Pēc gelfiltrācijas hromatogrāfijas apstākļu optimizācijas, izvēlētie parametri 

tika izmantoti sulfanilamīdu un trimetoprima hromatogrāfijas efektivitātes pārbaudei. 

1 ml sulfanilamīdu standartšķīdumā ar koncentrāciju 25 ug/ml tika attīrīts 

gelfiltrācijas hromatogrāfā, savācot 25 ml frakciju. Salīdzināšanai 1 ml 

standartšķīdumā tika atšķaidīts līdz 2 5 ml ar etilacetāta un cikloheksāna maisījumu 

(1:1). Pēc linearitātes pārbaudes, sulfanilamīdu atgūstamība (R) tika novērtēta, 

salīdzinot eluāta un standartšķīdumā absorbcijas (A p jnr.s, A p ē c ) . Rezultāti ir apkopoti 5. 

tabulā. 

5. tabula 

Sulfanilamīdu atgūstamība, veicot parauga attīrīšanu ar gelfiltrāciju 

Nr Savienojuma 

nosaukuma 

k, nm Apjrms Apec R , % 

1. sulfanilamīds 261 0,089 0 ,096 108 

2. sulfadiazīns 267 0,125 0,108 86 

3. sulfadimidīns 267 0,090 0 ,044 49 

4. sul fahlorop ir idazīns 272 0,085 0 ,063 74 

5. sulfadimetoksīns 269 0,082 0 ,083 101 

6. dapsons 258 0,047 0,025 53 

7. sulfatiazols 259 0,039 0 ,030 77 

8. sulfametizols 258 0,039 0 ,034 87 

Vidēja sulfanilamīdu atgūstamība, % 79 



Rezultāti rāda, ka vidējā sulfanilamīdu atgūstamība, izmantojot paraugu attīrīšanu ar 

gelfiltrācijas metodi ir 79%. Tas liecina par iespēju izmantot gelfiltrācijas 

hromatogrāfiju bioloģisko paraugu attīrīšanai. Iespējams, ka sulfanilamīdu zudumi ir 

saistīti ar mijiedarbību starp gela virsmu un molekulām, un adsorbciju uz stikla 

virsmas. Rezultātā notiek smaiļu paplašināšanās un atgūstamības samazināšanās. 

Secinājumi. Tika izstrādāta šķidruma hromatogrāfijas - tandēma 

masspektrometrijas metode, ar k o vienlaicīgi var noteikt sulfanilamīdu, 

nitroimidazolu un trimetoprima atliekas dzīvnieku izcelmes produkcijā. Aprakstītas 

vienkāršas paraugu sagatavošanas metodes, izmantojot gelfiltrācijas hromatogrāfiju 

un šķidruma - šķidruma ekstrakciju. Izstrādāta metode ir selektīva, lineāra un jutīga. 
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V.BartkeviČs, E.Birkulc, J.Ģībietis 

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 o f 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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ACYLATION OF STEROID COMPOUNDS BY FLUORINATED ANHYDRIDES: 
REACTION PATTERNS, MASSPECTROMETRIC FRAGMENTATION OF 
PRODUCTS AND APPLICABILITY OF DERIVATIVES FOR ANALYSIS IN 
CHEMICAL IONISATION MODE. 

V.Bartkevics, J.Gibietis 
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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 
sensitive 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 in animal origin products using single sample preparation method, 
derivatisation by fluorinated anhydrides and detection of products by gas chromatography -
mas spectrometry 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 
HP 6890 gas chromatograph (Hewlett Packard) equipped with DB-5 fused silica column (30 
m x 0.25 mm id., 0.25 fim). 
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 pentafluoropropionic 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 ml of acetate buffer solution (pH 5.2) and 25 \i\ of glucuronidase were added to 5 ml 
of urine. 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 homogeni sator. 
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Combined TBME extracts were evaporated to dryness under N2 flow in water bath at 40°C. 3 
ml methanol, 1 ml water and 25 ul of internal standard (dichlorophene) were added to dry 
residue. Fat was eliminated by extraction with 4 ml o f hexane. Steroid compounds were 
extracted from methanol/water layer by addition of 5 ml 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 
methanol 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 N2 steam in water bath at 40°C. 

Derivatisation. 75 ul of acetone and 25 ul of HFBA or PFPA were applied to dry residue. 
Derivatisation was performed 60 min at 60°C. After derivatisation mixture was evaporated 
under N2 f low in water bath at 40°C. Residue was dissolved in 100 fil of isooctane and 1 fi\ 
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 (EI) mode. According to 
the results o f 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. 

34 



V.Bartkevics, J.Gibietis. fRTU zinātniskie raksti, Materiālzinātne un lietišķa ķīmija, 6. sējums 2003.g. 33-39 

Table 1 explains importance of distinguishing between those 2 groups. 

Table 1 
Different sensitivities of steroids derivatisation products in PICĪ and NIC! mode 

Name o f compound 
Height of peak obtained from 

100 ng/jd solution 
Ratio of peak 

height 

PICI / NICI 

Number of 
HFB in 
deri vate 

Name o f compound 

In PICI mode In NICI mode 

Ratio of peak 
height 

PICI / NICI 

Number of 
HFB in 
deri vate 

Estrone 133353 8045 17 1 

Andros tendione 70768 6483 11 1 

Androsterone 199858 14961 14 1 

17-methy ltestosterone 89716 1301 69 1 

Average ratio for compounds containing 1 HFB group 2 8 

Diethylstilbestrol 65457 285605 0.23 2 

Boldenone 309362 230469 1.3 2 

Estriol 217914 263342 0.83 2 

Hexestriol 153497 44462 3.5 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 
ionisation 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 mass spectra GC-MS conditions were chosen for analysis of 
steroid compound in selected ion monitoring (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. S o further 
elaboration of method was done using HFBA derivatisation. 
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Table 2 
Choice of ions for SIM analysis of steroid compounds after derivatisation with HFBA: 

Compound Ions in EI mode Ions in PICI mode Ions in NICI mode 

Dienoestrol 445; 658 - 442;461 

Hexestrol 331; 303 - 446; 465 

Diethylstilbestrol 660; 631 - 444; 463 

17 a-Methyl testosterone 465; 480 4 6 1 ; 479; 481; 521 -
Zeranol 696; 625 - 499; 674; 694; 713 

Boldenone 678; 464 - 4 6 2 ; 4 6 2 ; 6 5 8 ; 678 

Nandrolone 666; 453 - 430; 450; 469; 646 

Androsterone 486; 442 4 6 9 ; 4 8 7 ; 255; 273 

Testosterone 680; 467 - 444; 464; 483; 660 

17p-Estradiol 664; 409 - 427; 624; 644; 645 

Estriol 663; 449 - 446; 639; 679; 7 1 0 

Androstendione 482; 449 4 4 5 ; 4 6 5 ; 483; 511 -

Estrone 466; 422 4 4 9 ; 4 6 7 ; 495; 507 -

Progesterone 510; 467 4 6 7 ; 4 9 3 ; 511; 539 -

21 -Hydroxy progesterone 722;707 - 5 2 5 ; 7 0 2 ; 7 0 3 ; 7 0 4 

Megestrol acetate 4 7 7 ; 5 8 0 - 738;758 

Medroxyprogesteron acetate 479;582 - 740;760 
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Figure I: GC-MS NICI response of nandrolone competitive derivatisation (HFBA+PFPA) 
products. 
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Method parameters. Linearity. 
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 2 ranging from 0.993 
for diethylstilbestrol to 1.000 for megestrol acetate) between GC-MS response and 
concentration of steroids. Calibration curve in NICI GC-MS mode is better fitted by quadratic 
regression. 
Repeatability. Five samples with equal spike level was independently analysed and relative 
standard deviation was calculated. 

Table 3 
Repeatability of analytical method for detection of steroid compounds (n=5) 

Compound RSD, % Compound RSD, % 

Dienoestrol 10 Testosterone 11 

Hexestrol 9.4 17P-Estradiol 12 

Diethylstilbestrol 12 Progesterone 11 

17a-Methyltestosterone 15 Megestrol acetate 20 

Boldenone 10 Medroxyprogesterone acetate 13 

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 b e in range 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 17p-Estradiol 137 

Diethylstilbestrol 54 Progesterone 84 

Boldenone 143 Megestrol acetate 106 

Nandrolone 67 Medroxyprogesterone acetate 117 

Broad 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 0.04 170-Estradiol 0.13 

Diethylstilbestrol 0.13 Progesterone 0.3 

17a-Methy ltestos terone 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 o f 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 ionisation (NICI, 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 ng/g 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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