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WSTEP

Pochodne 5-nitrofuranu (np. furazolidon, nitrofurantoina, nitrofurazon, furaltadon) sta-
nowia grupe lekow syntetycznych przeciwbakteryjnych szeroko stosowanych w lecznictwie
weterynaryjnym. Dziatanie bakteriobdjcze nitrofurandow dotyczy glownie zwalczania infekcji
bakteryjnych drog moczowych, przewodu pokarmowego oraz skory u zwierzat. Obok dzia-
ania farmakologicznego nitrofurany wywotuja liczne efekty niepozadane takie jak: mutagen-
no$¢, kancerogennos¢, hepatoksycznosé, uszkodzenia ptuc oraz migsnia serowego [13]. Dla-
tego tez nitrofurany zostaty zakwalifikowane do grupy substancji A, co oznacza, ze zostaty
skre§lone z Rejestru Srodkéw Farmaceutycznych i Materiatow Medycznych Stosowanych
Wytacznie u Zwierzat. Mimo to istnieja podejrzenia, ze nitrofurany moga by¢ nielegalnie
wykorzystane w leczeniu zwierzat, ktorych produkty przeznaczone sa do spozycia [2, 6].

Badania w warunkach in vivo wykazaly, ze substancje macierzyste dos¢ szybko ulegaja
przemianom metabolicznym, dlatego tez do kontroli pozostatosci nitrofuranéw wykorzystano
ich metabolity jako biomarkery pozostatosci ze wzgledu na ich dtugi pétokres zaniku w organi-
zmie zwierzat, ktory wynosi 4 — 9 dni [9]. Biomarkerem furazolidonu jest metabolit 3-amino-
2-oksazolidynon (AOZ), nitrofurantoiny 1-aminohydantoina (AHD), nitrofurazonu semikarba-
zyd (SEM) oraz furaltadonu 5-morfolinometylo-3-amino-oksazolidynon (AMOZ) [2].
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Wg Decyzji Komisji nr 2003/181/WE, ktora obowiazuje od 13 marca 2003 r. zostat
wprowadzony MRPL (ang. minimum required performance limit) dla metabolitéw nirofu-
ranow na poziomie 1,0 pug/kg dla migsa, jaj, mleka, owocéw morza (krewetki, kraby) oraz
miodu [4]. Poziom ten jest bardzo niski, dlatego tez analiza jako$ciowo-ilo§ciowa musi by¢
prowadzona przy uzyciu wysokorozdzielczych, czutych i selektywnych technik analitycz-
nych. Uktady LC-UV i LC-MS nie spetniaja warunku MRPL, gdyz granice wykrywalnosci
podawane przez r6znych autoréw sa wyzsze od wymaganych [2, 3, 12]. Warunek ten spetnia-
ja metody, w ktorych sa stosowane uktad LC-MS/MS. Zastosowanie tego uktadu pozwolito
na zwigkszenie czutosci 20 -100 razy wzgledem LC-MS [7].

Wszystkie najnowsze dostgpne w pismiennictwie metody oznaczania metabolitow ni-
trofuranow w tkance mig$niowej zwierzat przy uzyciu LC-MS/MS polegaja na jednoczes-
nej hydrolizie kwasem solnym zwiazanych z tkanka metabolitow i ich derywatyzacji NBA.
Zaleta hydrolizy 1 derywatyzacji jest wzrost masy atomowej poszczegolnych metabolitow
z zakresu 75 — 201 do 208 — 334 g/mol. Jest to bardzo korzystne przy analizie LC-MS/MS
(duza wydajnosci jonizacji, specyficznos$¢ fragmentacji). Wada metody jest dtugi czas reakcji
derywatyzacji wynoszacy ponad 15 godz. w temp. 37 °C [9]. Oczyszczanie i zat¢zanie otrzy-
manych ekstraktéw prowadzono przewaznie metoda ciecz-ciecz (octan etylu) [2, 6, 8] oraz
SPE (kolumienki polimeryczne typu LiChlorut EN, Oasis MAX, Oasis HLB) [1, 9, 10].

Na podstawie przegladu pismiennictwa i badan wtasnych opracowano metodg identyfika-
cji oraz oznaczania ilosciowego metabolitoéw nitrofuranow w tkance migsniowej pochodza-
cej od bydta, trzody, drobiu i ryb, ktdora spelnia zalecenia decyzji Komisji nr 2003/181/WE
i nr 2002/657/WE [5] przy uzyciu uktadu LC- MS/MS. Wykorzystano ogolnie stosowane
procedury (hydroliza kwasem solnym i derwatyzacja NBA), ktoéra zmodyfikowano glownie
w odniesieniu do optymalizacji uktadu LC-MS/MS poprzez dobor odpowiedniej kolumny
chromatograficznej, fazy ruchomej i parametréw pracy MS. Opracowana procedura jest sto-
sowana w badaniach kontrolnych pozostatosci metabolitow nitrofurandw.

MATERIAL I METODY

Wyposazenie pomiarowe

Chromatograf cieczowy firmy Agilent 1100, spektrometr masowy API 3000 LC-MS/MS System,
waga analityczna o doktadnosci £ 0,1 mg, waga laboratoryjna elektroniczna o

doktadnosci * 0,01g, pH-metr, system oczyszczania wody Millipore, homogenizator laboratoryjny
umozliwiajacy homogenizacj¢ tkanki, wirowka laboratoryjna, blok grzejny, wytrzasarka laboratoryjna.

Odczynniki i roztwory

Woda, przynajmniej o trzecim stopniu czystosci, zgodnie z normg PN-ISO 3696:1999, metanol do
HPLC, metanol cz.d.a., octan etylu cz.d.a., 2-nitrobenzaldehyd (NBA) roztwor 100 mM, fosforan triso-
du (Na,PO, x 12H,0) roztwér 0,3 M, kwas solny 0,1 M, wodorotlenek sodu 2 M, octan amonu 0,5 mM,
substancje wzorcowe metabolitow 3-amino-2-oksazolidynon (AOZ), semikarbazyd (SEM), 5-morfo-
linometylo-3-amino-oksazolidynon (AMOZ) (Sigma-Aldrich), 1-aminohydantoina (AHD) (Witega),
substancje wzorcowe standardow wewnetrznych AOZ-d4, AMOZ-d5 ( Sigma-Aldrich).

Przygotowanie probek do analizy
Materiat do badan stanowity probki tkanki migsniowej pochodzacej od bydta, trzody, drobiu i ryb.
Do czasu analizy probki byly przechowywane w temp. ponizej —20 °C. Przed rozpoczgciem badania
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probke migsni o masie 300 — 500 g doprowadzano do temperatury pokojowej. Z probki migéni usuwano
zewngtrzny thuszez i czgéci niejadalne. Rozdrabniano probke laboratoryjna przy uzyciu maszynki do
mielenia migsa i doktadnie wymieszano.

Do zakrgcanych probowek wirdéwkowych o pojemnosci 25 ml odwazono po 1,0 g migsni. Doda-
no po 0,1 ml standardu wewngtrznego bedacych mieszaning AOZ-d4 i AMOZ-dS kazdy o st¢zeniu
0,1 pg/ml. Nastegpnie dodano 9 ml roztworu kwasu solnego 0,1 M i 100 ul roztworu NBA 100 mM. Pro-
bowki szczelnie zakrecono, wymieszano i umieszczono w bloku grzejnym w temp. 37 £ 1 °C na okres
16 h. Po ostudzeniu do temperatury pokojowej dodano 1,0 ml roztworu fosforanu trisodu 0,3 M, wymie-
szano i doprowadzono do pH=7 % 0,5 roztworem wodorotlenku sodu 2 M. Dodano 4,0 ml octanu etylu
i mieszano przez 20 min. Nastgpnie wirowano przez 10 min przy szybkosci ok. 3500 obr/min. Zebrano
gbrng warstwe octanu etylu do czystej probowki i powtdrzono ekstrakcje kolejna 4,0 ml porcja octanu
etylu. Potaczone ekstrakty odparowano do sucha na bloku grzejnym w temp 45 + 5°C w strumieniu azo-
tu. Odparowane ekstrakty rozpuszczono w 0,5 ml fazy ruchomej A - metanol do LC-MS, B -20:80 (V,
+V,) metanol do LC-MS i 0,5 mM octan amonu. Nastgpnie cato$¢ doktadnie wymieszano, odwirowano
i przesaczono przez filtr membranowy 45 um.

Krzywa kalibracji wykonano metoda wzorca wewngtrznego. W tym celu wykorzystano matrycg ze-
rowa (probki tkanek migsniowych, w ktorych nie stwierdzono pozostatosci metabolitow nirofuranow).
Probki wzmocnione przygotowano na poziomie 0,0; 0,5; 1,0; 1,5;2,0 pg/kg i poddano analizie.

Analiza LC-ESI-MS/MS

Do wstepnego rozdziatu metabolitow nitrofurandéw zastosowano ananalityczna kolumng chromato-
graficzna Luna C18 o wymiarach 150 x 2 mm, wielko$¢ ziarna 3 pm firmy Phenomenex oraz dodatko-
wo prekolumng o tym samym wypetieniu.

Warunki analizy LC sa nastgpujace: przeptyw przez kolumng 200 pl/min, temp. kolumny anali-
tycznej 40 °C, objetos¢ dozowana 30,0 ul, faza ruchoma A - metanol do LC-MS, B —20:80 (V,+V,)
metanol do LC-MS i 0,5 mM octan amonu, gradient stezen 0,0 —9,5 min B 95%, 9,5 — 15 min B 0,0%,
15-15,5min B95% i 15,525 min B 95%.

Do identyfikacji i oznaczania ilo§ciowego metabolitow nitrofuranow w migsniach zwierzat stoso-
wano uktad ESI-MS/MS-CID. Zasada dziatania tego uktadu polega na wybraniu jonu macierzystego
w pierwszym analizatorze metoda rozpylenia w elektrycznym (ESI), ktory jest poddawany wtornej frag-
mentacji w drugim analizatorze przez kolizjg z azotem (CID) dajac jony potomne. Rozdzielenie wiaz-
ki jonow wedtug warto$ci stosunku m/z prowadzono z zastosowaniem analizatora kwadrupolowego.
Oznaczano pochodne metabolitow. Analiz¢ probek prowadzono w obecnosci dwoch standardow we-

Tabelal.  Monitorowanie przej$¢ MRM dla metabolitow nitrofurandw i standardow wewngtrznych
MRM transitions monitored for nitrofuran metabolites and internal standards

Metabolity Przej$cia uzywane Energia kolizyjne | Przej$cia uzywane w ana-
nitrofuranow w analizie jako$ciowej (m/z) (eV) lizie ilosciowej (m/z)

AHD 249 — 134 15 249 — 134
249 — 178 28

AOZ 236 — 134 19 236 — 134
236 — 192 19

SEM 209 — 166 15 209 — 166
209 — 192 25

AMOZ 335 — 291 18 335 — 291
335 —» 262 24

AOZ-d4 19 240 — 134

AMOZ-d5 18 340—296
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wngetrznych deutrowanych (IS) AOZ-d4 i AMOZ-d5, ktorych sygnaty leza blisko oznaczanych analitow
AOZ-d4 jest IS dla AOZ, AHD, SEM zas§ AMOZ-d5 dla AMOZ. Identyfikacje i oznaczanie ilosciowe
metabolitow nitrofurandw prowadzono w systemie monitorowania wybranych reakcji tworzenia jonow
metastabilnych MRM - réwnowaznik SRM (ang. metastable reaction monitoring).Warunki analizy
ESI/ MS/MS oznaczania metabolitow nitrofurandw sa nastgpujace: polaryzacja dodatnia, gaz kolizyjny
azot, temperatura kapilary 350 °C, napiecie kapilary elektrospreju (ESI) 5500V, tryb pracy MRM, czas
przemiatania 100 ms.

W tabeli [ przedstawiono przejscia m/z wykorzystywane w analizie jakoSciowej i ilosciowej oraz
energi¢ kolizyjna.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Wedtug decyzji Komisji nr 2002/657/WE metody potwierdzajace stosowne do oznaczen
pozostatosci (grupa A) z zastosowaniem uktadu LC-MS/MS niskiej rozdzielczosci musza
spetniaé nastepujace kryteria:

- posiada¢ minimum 4 punkt identyfikacyjne;

- stosunek sygnatu do szumu dla kazdego jonu diagnostycznego powinien wynosic¢ > 3:1

- wzgledne natezenia jonow diagnostycznych musza by¢ w granicach tolerancji zawarte;j
w tabeli 4 powyzszej decyzji Komisji.

Sprawdzano czy opracowana metoda oznaczania pozostatosci metabolitow w tkance migs-
niowej zwierzat spetnia wymagane kryteria. Stwierdzono, ze, metoda posiada cztery punkty
identyfikacyjne (jon macierzysty kazdego metabolitu nitrofuranéw daje po dwa jony potomne
- jon macierzysty daje 1 punkt identyfikacyjny, za$ jony potomne po 1,5 punktu kazdy z

osobna). Wykazano, ze stosunek sygnatu do szum dla kazdego przejicia jonow diagno-
stycznych metabolitow wynosito > 3:1. Obliczone wzgledne nat¢zenie jonow diagnostycz-
nych miescito si¢ w granicach tolerancji. Dla AHD miescito si¢ w granicach 23 — 28 %, SEM
28 -36 % przy dopuszczalnej tolerancji réznicy wzglednych nat¢zen + 25% zas AOZ 8 -11 %
i AMOZ 30 -35 % przy dopuszczalnej roznicy = 50%.

Opracowana metoda zostata zwalidowana zgodnie z zaleceniami zawartymi w decyzji
Komisji nr 2002/657/WE. Dla kazdej matrycy wyznaczono nast¢pujace parametry statystycz-
ne metody: specyficznos¢, liniowosé, powtarzalno$é, doktadnosé, odtwarzalnos$¢ oraz limit
decyzyjny wartosci granicznej CCa. (granica wykrywalnosci) i zdolnosci wykrywania CC[3
(granica oznaczania ilo$ciowego).

Specyficznos¢ metody zbadano przy uzyciu probek slepych odczynnikowych (odczynniki
stosowane w procesie analitycznym), matryc tkanek mig$niowych oraz matryc wzbogaco-
nych pochodzacych od bydta, trzody, drobiu i ryb. Stwierdzono, Ze opracowana metoda jest
specyficzna dla oznaczanych metabolitow. Na rycinie 1 przedstawiono typowy chromato-
gram metabolitow nitrofurandw i standardéw wewnetrznych probki migsni bydta wzmocnio-
nej na poziomie 1,0 pg/kg.

Okreslono liniowo$¢ krzywej wzorcowej wykorzystujac przejscia dla poszczeg6lnych jo-
néw o m/z metabolitow oraz odpowiedniego standardu wewngtrznego. Przyjeto, ze zakres
roboczy metody pokrywa si¢ z zakresem liniowym, ktory wynosit 0,5 — 2,0 nug/kg. Wspot-
czynnik korelacji krzywych wzorcowych wykonanych na probkach wzmocnionych dla po-
szczegblnych metabolitdow wynosit > 0,998. W celu okreslenia powtarzalnosci, doktadnosci,
odtwarzalnosci wzbogacono probki migséni bydta, trzody, drobiu oraz ryb metabolitami nitro-



Nr 4

I 1.0 moghg - 248.0 £ 1340 (QC) 24801340 amu - sample 8 of 10 from P305.2008 wiff
Hrea: 34004004 counts Height: 4754003 ps RT: 108 min

Oznaczanie nitrofuranéw w tkankach zwierzat metoda LC-MS/MS

T0mcgikg - 2490/ 178.0 (C) 248.01078.0.3my -sample Yof 10 from PR3 2008.wiff
Ared: T 00e+00 counls Height: T3%+003cps RT: 109mi

629

1080 1088
ul ul
5 am 128 5
P P 1000
02000 [
c 1340 c
£ B na | o, 4E
I ¥ 04, )0 . 4 TREE L e 5
o4 8 8 0 o ¥ % B om 2 N 4 6 &8 0 o2 ¥ # #B N 2 M
Time, min Time, min
I 1.0 moghg - 2360/ 1340 (QC) 23801340 amu - sample 8 of 10 from P3.05.2008 wiff I 1.0 moghg - 2380 £ 192.0 (QC) 238.0192.0 amu - sample 8 of 10 from P3.05.2008 wiff
Areg: 7764004 counts Height: 18964004 eps RT: 110 min Areg: 0.39¢+003 counts Height: 1714003 eps RT: 410 min
104 104
[ [
o v
o o
£ 104 £
I I
i i 58
- : L s
‘ o4 8 8 0 2 ¥ %/ B m 2 M BB N n MH
Time, min Time, min
I 1.0 moghg - 208.0 /68,0 (QC) 20801680 amu - sample 8 of 10 from P3.05.2008 wiff I 1.0 moghg - 208.0 /92,0 (QC) 208.0/192.0 amu - sample 8 of 10 from P3.05.2008 wiff
Areg: 37564004 counts Height: 8.1e+003 ps RT: 112 min Are: 1.306+004 counts Height: 28264003 eps RT: 412 min
1.4 1.4
[ [
iy i
L L
E g000 i
[ 1267 = 15 144
g g i1 i A2
E L }Uaﬂﬁ E
2 4 fi 4 0 12 ¥ ®| 8w 2 H 2 4 fi 4 0 12 ¥ | 1% w o M
Time, min Time, min
I 1.0 moghg - 3360 /2010 (QC) 33802810 amu - sample B of 10 from P3.08.2008 wiff I 1.0 moghg - 3360 /2620 (QC) 338.0(282.0 amu - sample B of 10 from P 08,2008 wiff
Hrea: 15364008 counts Height: 35064004 ops RT: 12.1 min Hrea: 49964004 counts Height: 1.1364004 ops RT: 12.1 min
1214 1213
g g 1004
o o
£ £
W w S00000
& c
2 2
L c
] ? 2 T T T T ? T T T T T — = T T T r T 7 Y T T T T T
2 4 i 3 0 12 ¥ ®| 8| w2 H 2 4 fi ] 0 12 4 # #® nw o H
Time, min Time, min
I A0 meghg - 240.3 £ 1340 (0C) 24031340 amu - sample 3 of 40 from F8.05.2006 wiff I A0 meghg - 340.3 £ 206.0 (0C) 340 32980 amu - sample 8 of 10 from F8.05.2006 wiff
Hrea: 52704004 counts Height: 8864003 eps RT: 410 min Area: 2300005 counts Height: 5.30e4004 eps RT:12.1 min
108 1208
i 1004 i
5 3 a0
& :
5 500000 ‘%
c c L0
1 A4 1
L - I I 118 £ a8 4 |4
‘ T4 8 8 0 2 ¥ %/ B N 2 H : 24 8 & 0 2 ¥ | ®B N 2 M
Time, min Time, min
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matrycy tkanki migéniowej metabolitami nitrofuranéw 1,0 pg/kg.
LC-ESI-MS/MS chromatograms of cattle muscle extract, MRM mode, spiked matrix meat

tissue nitrofuran metabolites 1.0 pg/kg.
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furanéw na poziomie 0,5, 1,01 2,0 ug/kg. W zalezno$ci od oznaczanego metabolitu i matrycy
wspotczynnik zmiennos$ci powtarzalno$ci przy wzmocnieniu na poziomie 1,0 pg/kg wynosit
5,7 —20,2 %, za$ odtwarzalnosci 8,4 — 46,8 %. Sredni odzysk wynosit 84,5 — 109,7 %. CCo.
i CCP obliczono dla kazdego metabolitu i matrycy na podstawie krzywych kalibracji wyzna-
czonych na postawie probek wzmocnionych zgodnie z PN-ISO 11843-2 [11]. CCo miescita
si¢ w granicach 0,25 — 0,57ug/kg, zas CCPB 0,32 — 0,77 pg/kg przy MRPL wynoszacym
1,0 ug/kg.

W tabeli II przedstawiono dla przyktadu uzyskane parametry statystyczne metody ozna-
czania poszczeg6lnych metabolitéw w tkance mig$niowej bydta wzbogaconej na poziomie
1,0 ug/kg.

Tabela II. ~ Statystyczna charakterystyka metody oznaczania metabolitow nitrofuranéw w tkance migs-
niowej bydta
Statistical characteristics of the method for nitrofuran metabolites determination in the cat-
tle meat tissue

Metabolity AOZ AHD SEM AMOZ Poziom
akceptacji
Wartosc Srednia 0,908 1,011 0,958 1,060
(ng/kg)
Odchylenie s’tapdardowe 0.183 0.194 0.192 0,088
powtarzalnosci (Lg/kg)
Wspotczynnik zmiennosci
powtarzalno$ci (%) 20,2 19,1 200 8,3 3
Zakres odzysku (%) 57,5-108 | 65,2-118,0 | 69,0-116,0 | 92,7-120,0 50-120
Sredni odzysk) (%) 90,8 95,1 95,8 106,0
Sredni blad wzgledny (%) -9,18 1,1 -4,2 6,0 -50 do +20
Odchylenie standardowe
odtwarzalnosci (ug/ke) 0,309 0,331 0,217 0,181
Wspotczynnik zmiennosci
odtwarzalnosci (%) 32,7 32,1 22,5 171 >3
Decyzyjna warto$¢ graniczna
0,250 0,250 0,300 0,260
(CCa)(ngrkg)
Zdolnos¢ wykrycia (CCP) 0,320 0,320 0,380 0,330
(ng/ke)
WNIOSKI

Przedstawiona metoda oznaczania jakosciowego i ilosciowego metabolitow nitrofuranow
w tkance mig$niowej zwierzat przy zastosowaniu uktadu LC-MS/MS spetnia wymagania De-
cyzji Komisji nr 2003/181/WE i nr 2002/657/WE.
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L. Rodziewicz, I. Zawadzka

OZNACZANIE POZOSTALOSCI METABOLITOW NITROFURANOW W
TKANKACH ZWIERZAT METODA LC-MS/MS

Streszczenie

Przedstawiono metod¢ LC-MS-MS oznaczania metabolitéw nitrofuranu (furazolidonu, furalta-
donu,, nitofurantoiny i nitrofurazonu) w tkance mig$niowej zwierzat. Probke oczyszczano za pomoca
ekstrakcji ciecz/ciecz stosujac octan etylu po hydrolizie i derywatyzacji 2-nitrobenzaldehydem. Me-
tabolity nitrofuranu oznaczano przy uzyciu uktadu LC-ESI-MS/MS z zastosowaniem kolumny
Luna C18 Phenomenex. Faza ruchoma o gradiencie binarnym zawierata metanolowy roztwor B skta-
dajacy si¢ z 0,5 mM octanu amonu i metanolu (80:20 v/v ). Metode zwalidowano zgodnie z kryteria-
mi Decyzji Komisji nr 2002/657/WE. Analizg probek przeprowadzano w obecnosci dwoch standar-
dow wewngetrznych AOZ-d4 i AMOZ-dS. Probki fortyfikowano metabolitami nitrofuranu w zakresie:
0,5 — 2,0 pg/kg dla AOZ-d4 i AMOZ-d5. Srednie odzyski fortyfikowanych probek migsa na poziomie
1,0 ug/kg byty w zakresie 84,5 —109,7 %. Decyzyjna warto$¢ graniczna (CCa) miescily si¢ w zakresie
0,25 - 0,57 pug/kg, a zdolnos¢ wykrywania (CCPB) w zakresie 0,32 — 0,77 ug/kg.

L. Rodziewicz, 1. Zawadzka

DETERMINATION OF NITROFURAN METABOLITES RESIDUES
IN ANIMAL TISSUE BY LC-MS/MS METHOD

Summary

A LC-MS-MS method is presented to analyze simultaneously the metabolites of four nitrofuran
veterinary drugs in animal muscle tissue e.g., furazolidone, furaltadone, nitofurantoina and nitrofura-
zone. The sample clean up were performed by a liquid-liquid extraction with ethyl acetate, after a
hydrolysis and derivatization with 2-nitrobenzaldehyde. Nitrofurane metabolites were determined by
LC-ESI-MS/MS in positive mode. The LC was equipped with column Luna C18 Phenomenex. A
binary gradient mobile phase was used as methanol solvent B containing 0.5 mM ammonium acetate
and methanol (80:20 v/v),. The method was validated according to criteria of Decision Commission
No 2002/657/EC. Samples were fortified with metabolites of nitrofuran between 0.5 — 2.0 ng/kg with
AOZ-d4, and AMOZ-dS as internal standard. The mean recoveries from meat spiked at 1.0 pg/kg were
84.5 —109.7 %. Limit of decision (CCat) was between 0.25 —0.57 and capability of detection (CCP)
0.32 - 0.77ug/kg.
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