Zastosowanie LC/QTOF w badaniach
pozostatosci lekow weterynaryjnych
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Analiza pozostatosci lekow weterynaryjnych w zywnosci ze wzgledu na szeroka game lekow dopuszczonych

do stosowania, duze zréznicowanie strukturalne zwigzkoéw, niskie stezenia analitéw w bardzo ztozonych ma-

trycach stanowi nadal duze wyzwanie analityczne. Do przesiewowych analiz zywnosci na obecnos¢ pozostato-

sci lekow weterynaryjnych wskazane jest stosowanie selektywnych i czutych technik analitycznych. W niniej-

szej pracy przedstawiono wyniki badan nad mozliwosciag wykorzystania chromatografii cieczowej sprzezonej

z wysokorozdzielcza spektrometriag mas (LC-HRMS) do analizy pozostatosci lekow weterynaryjnych w tkan-

kach miesniowych.

W celu zapobiegania choro-
bom lub w celu leczenia zwie-
rzetom przeznaczonym do
produkgji zywnosci moga byc¢
podawane leki weterynaryjne.
W efekcie substancje te moga
by¢ obecne w zywnosci jako
pozostatosci, gdy zywnos¢ po-
chodzi od leczonych zwierzat.
Ponadto leki weterynaryjne
moga trafi¢ do zywnosci na
skutek niewfasciwych praktyk
takich jak na przykfad poda-

wanie promotorow wzrostu
w celu zwiekszenia przyrostu
masy zwierzat, czy w wyniku
przypadkowo zanieczyszcze-
nia. Poziom pozostatosci lekéw
weterynaryjnych w zywnosci
nie powinien by¢ szkodliwy
dla konsumenta. Maksymalne
dopuszczalne poziomy po-
zostatosci regulujg przepisy
europejskie i krajowe. Limity
te sg rézne dla réznych le-
kow oraz produktéw, wahajg

Tabela 1. Badane leki weterynaryjne

sie od kilkunastu nanogra-
mow na kilogram do kilkuset
mikrograméw na kilogram.
W przypadku substancji nie
dozwolonych do stosowania
u zwierzat przeznaczonych
do produkgcji zywnosci limit
detekcji metody powinien
by¢ mozliwie najnizszy, aby
zapewni¢ ochrone zdrowia
konsumentow.

Do analizy przesiewowej zyw-
nosci na obecnos$¢ pozosta-

mwngy | weor | masa | motmim | mese | réinica mas
Carbadox Cy11H1oN,0, 262,0702 8,35 262,0701 0,11
Cefalexin C16H17N30,4S 347,0940 3,91 347,0937 0,76
Danofloxacin C19H20FN303 357,1489 4,66 357,1494 -1,5
Enrofloxacin C19H2,FN3O5 359,1645 4,82 359,1649 -1,06
Erythromycin Cg7Hg7NO, 5 733,4612 8,49 733,4621 -1,14
Malachite Green Cy3HosN, 329,2018 10,39 329,2024 -1,2
Nalidixic acid CyoH1,N,04 232,0848 8,56 232,0851 -1,27
Oxytetracycline CyoHo4N50g 460,1482 4,24 460,1487 -1,4
Penicillin G C16H18N,0,4S 334,0987 4,34 334,0984 0,89
Spiramycin I Ca3H74N»01,4 842,5141 5,68 842,5138 0,3
Tiamulin CogH47NO,S 493,3226 8,69 494,3296 0,48
Troleandomycin C41Hg7NO15 813,4511 10,19 813,4507 0,47
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tosci lekéw weterynaryjnych
niezbedne jest stosownie
bardzo czutych i selektyw-
nych technik analitycznych,
ktére umozliwiajg pewnga ich
identyfikacje w bardzo zlo-
zonych matrycach. Co raz
czesdciej do tego celu wyko-
rzystuje sie chromatografie
cieczowq sprzezong z wyso-
ko rozdzielczg spektrometrig
mas (LC-HRMS) [1-7]. Zapew-
nia ona niezbedna selektyw-
nos¢ i czuto$¢ oznaczenia. Do
identyfikacji pozostatosci wy-
korzystuje sie zaréwno ana-
lizatory mas typu kwadrupol
sprzezony z analizatorem cza-
su przelotu (Q/TOF) jonéw jak
i orbitrap.

Celem przedstawionych
w pracy badan byfta ocena
mozliwosci wykorzystania
LC-Q/TOF do wykrywania
i identyfikacji pozostato-
$ci lekow weterynaryjnych
w tkankach miesni. Badania
przeprowadzono dla dwuna-
stu lekdw weterynaryjnych
nalezacych do réznych grup
chemicznych.
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Rys. 1. Widmo LC/QTOF kwasu nalidykowego i tiamuliny uzyskane przy energii kolizji 20 eV (gorne) i 40 eV (dolne)

Czesc eksperymentalna

Analize pozostatosci lekow
weterynaryjnych w miesniach
prowadzono przy pomocy
ultrasprawnego chromato-
grafu cieczowego Agilent
Technologies HPLC seria
1290 Infinity sprzezonego
z spektrometrem mas wyso-
kich rozdzielczosci Agilent
Technologies 6550 iFunnel
Q-TOF LC/MS wyposazonego
w zrédto jonow ESI Agilent
Technologies Jeat Stream.
Rozdziat chromatograficz-
ny przeprowadzono na ko-
lumnie Agilent Zorbax Plus
C18, 2,1 x 100 mm, sredni-
ca ziarna: 1,8 pm. Jako faze
stosowano 0,1%
kwas mréwkowy w wo-

ruchoma

dzie (A) i w aceonitrylu (B).
Elucja liniowa gradientowa
5 do 95% B w 15 min, 95% B
przez 5 min, kondycjono-
wanie kolumny 3 min, szyb-
kos¢ przeptywu fazy rucho-
mej 0,3 ml/min. Zbierano

jonéw dodatnie w trybie skan
oraz all-ions, energia kolizji
0 eV, 20 eV i 40 eV. Ekstrak-
cje lekow weterynaryjnych
z rozdrobnionych kawtkéw
miesni prowadzono za po-
mocg mieszaning acetoni-
trylu z metanolem (80:20 v/v)
w obecnosci siarczanu amo-
nu i bezwodnego siarczanu
sodu. Ekstrakt oczyszczano
na kolumienkach SPE.

Wyniki

W pierwszym etapie badan
w celu przygotowania bazy
widm roztwory wzorcéw dwu-
nastu badany lekéw wetery-
naryjnych o zréznicowanej
budowie chemicznej (tab. 1)
poddano analizie LC/MS/MS.
Uzyskane widma fragmenta-
cyjne (CID, ang. collision in-
duced dissociation) postuzyty
w dalszych etapach prac do
identyfikacji lekow w mie-
$niach. Rysunek 1 przed-
stawia przyktadowe widma

LC/QTOF kwasu nalidyksowe-
go i tiamuliny.

Aby dokona¢ oceny mozliwo-
wykorzystania LC/QTOF
do szybkiego i wiarygodne-
go wykrywania i identyfikacji
pozostatosci
naryjnych w tkankach miesni

sci

lekéw wetery-

prébke miesni skazono dwu-
nastoma lekami weterynaryj-
nymi na poziomie 100 ppb.
Skazone prébki poddano
ekstrakcji. Otrzymany ekstrakt
poddano analizie LC/QTOF
w trybie skanu wszystkich jo-
noéw (ang. all-ions). Podczas
eksperymentéw w trybie all-
-ions spektrometr masowy
QTOF pracuje w trybie skan.
Wszystkie zwiazki eluuja-
ce z kolumny s3 jonizowane
w zrédle jonéw, przechodza
przez kwadrupol, a nastep-
nie trafiajg do celi kolizyjnej
a pozniej do analizatora czasu
przelotu jondéw. Kwadrupol
celi kolizyjnej pracuje naprze-
miennie jako:
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« analizator transferujacy jony
- energia kolizji 0 eV, wszyst-
kie jony macierzyste wytwo-
rzone w zrédle jonow trafiajg
do analizatora czasu przelotu
jonéw oraz

+ cela kolizyjna, jony macie-
rzyste ulegajg fragmentacji
i jony wtdrne sa kierowane do
analizatora czasu przelotu jo-
néw. Fragmentacje badanych
zwigzkéw prowadzono przy
energii kolizji 20 i 40 eV.
Rysunek 2 przedstawia chro-
matogram BPC (ang. basic
peak chromatogram) eks-
traktu z miesni skazonych le-
kami weterynaryjnymi oraz
chromatogramy EIC (ang.
extracted ion chromatogram)
wyekstrahowanych dwuna-
stu lekéw weterynaryjnych.
Chromatogram BPC wskazu-
je, ze w ekstrakcie oprocz le-
kéw weterynaryjnych obec-
ny jest szereg endogennych
zwigzkéw, ktére ulegty izola-
cji z miedni razem z lekami,
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Rys. 2. Chromatogram BPC ekstraktu z miesni skazonego dwunastoma lekami wetery-
naryjnymi (dolny) oraz znormalizowane chromatogramy EIC wyekstrahowanych lekéw
weterynaryjnych (gorny). Probka miesni skazona dwunastoma lekami weterynaryjnymi

na poziomie 100 ppb

ktére stanowig przedmiot
analizy.

Chromatogram EIC ujawnia,
ze wszystkie dwanascie le-
kéw weterynaryjnych ule-
gty izolacji z miesni. Czasy
retencji, zmierzone masy
oraz roznice mas teoretycz-
nych i zmierzonych przed-
stawiono w tabeli 1. Badane
zwiazki eluowaty pomiedzy
3 i 11 minuta. Dla wszyst-
kich analitow roznica mas
teoretycznych i zmierzonych
przez QTOF nie przekroczyta
1,5 ppm.

Identyfikacji wykrytych le-
kéw weterynaryjnych do-
konano na podstawie po-
rébwnania obecnosci jondéw
fragmentacyjnych analitow
z przygotowana baza widm
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LC/QTOF. Zidentyfikowa-
no wszystkie dwanascie
wyizolowane z miesni leki
weterynaryjne. Na rysunku 3
przedstawiono chromatogra-
my EIC jonéw macierzystych
oraz siedmiu charakterystycz-
nych jonéw fragmentacyj-
nych kwasu nalidyksowego
i tiamuliny.

Whnioski

Analizy LC/QTOF umozli-
wiaja szybka, selektywna,
czula i wiarygodng detekcje
i identyfikacje pozostato-
sci lekdw weterynaryjnych
w probkach miesni. Zasto-
sowanie trybu pracy: skan
wszystkich jonéw (all-ions)
pozwala na pewng identy-
fikacje pozostatosci (obec-

nos¢ jonow fragmentacyj-
nych) przy jednoczesnym
zapewnieniu wysokiej czuto-
$ci metody (obecnos¢ jondw
macierzystych). Pojedyncze
oznaczenie w trybie all-ions
zapewnia wiarygodna i czuta
detekcje i identyfikacje ana-
litow nawet w bardzo ztozo-
nych matrycach.
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Rys. 3. Chromatogramy EIC jonoéw macierzystych i fragmentacyjnych a) kwasu nalidyksowego i b) tiamuliny wyeks-
trahowanych z miesni. Analiza LC/QTOF all-ions, energia kolizji 0, 20 i 40 eV

Dotgcz do nas nafacebooku @ LABportal.pl
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