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STRESZCZENIE
Wprowadzenie. Pozostałości tyreostatyków nie powinny znajdować w tkankach zwierząt przeznaczonych do spożycia. 
Zaproponowana w UE wartość granicznej wydajności metody analitycznej MRPL (ang. minimum required performance 
limit) w tkankach zwierzęcych wynosi 10 µg/kg. Dlatego też decyzyjna wartość graniczna (CCa) oraz zdolność wykrywania 
(CCb) dla metod stosowanych do oznaczania tych związków powinna być niższa niż 10 µg/kg.
Cel. Celem pracy było opracowanie, w oparciu o dane z piśmiennictwa i badania własne, metody analitycznej do identyfikacji 
i oznaczania pięciu tyerostatyków: tapazolu (TAP), tiouracylu (TU), metylotiouracylu (MTU), propylotiouracylu (PTU) 
i fenylotiouracylu (FTU)) w tkance  mięśniowej bydła, która spełniałaby wymagania decyzji Komisji nr 2002/657/WE.
Materiał i metoda. Opracowano metodę do oznaczania tyreostatyków: tapazolu, tiouracylu, metylotiouracylu, propylotioura-
cylu i fenylotiouracylu w tkance mięśniowej bydła przy zastosowaniu chromatografii cieczowej-tandemowej spektrometrii 
mas (LC-MS/MS). Do ekstrakcji i oczyszczania  próbek zastosowano metodę rozpraszania próbki w fazie stałej (ang. matrix 
solid-phase dispersion – MSPD). Analizę prowadzono w układzie LC-ESI-MS/MS z zastosowaniem kolumny Luna C18 
Phenomenex. Jako standard wewnętrzny stosowano dimetylotiouracyl (DMTU). Próbki fortyfikowano na poziomach: 5, 
10 i 20 µg/kg. Metodę zwalidowano zgodnie z kryteriami decyzji Komisji nr 2002/657/WE. 
Wyniki. Średnie odzyski mieściły się w zakresie 90 – 109%. Współczynniki zmienności powtarzalności ( CV) nie przekroczył 
10%. Decyzyjna wartość graniczna (CCa) oraz zdolność wykrycia (CCβ) obliczone dla wszystkich badanych tyreostatyków 
nie przekroczyły zalecanej wartości  granicznej wydajności metody (MRPL)  wynoszącej 10 µg/kg .
Wnioski. Opracowana i zwalidowana metoda oznaczania tyreostatyków w tkance mięśniowej zwierząt przy zastosowaniu 
do oczyszczania metody MSPD oraz techniki LC-ESI-MS/MS pozwala na wykrycie tych związków poniżej dopuszczalnego 
poziomu 10 mg/kg. Procedura analityczna spełnia wymagania decyzji Komisji nr 2002/657/WE.

ABSTRACT
Background. The residues of thyreostats must not be present in the edible animal tissues. The proposed in the EU minimum 
required performance limit (MPRL) in the animal tissues is 10 µg/kg. This implies the decision limit (CCa) and decision 
capability (CCb) of the analytical methods used for the determination of these compounds lower than 10 µg/kg.
Objective. This study aimed at the development, basing on the literature data and own studies the analytical method allow-
ing for the identification and quantification of five thyreostats: tapazole (TAP), thiouracil (TU), methylotiouracil (MTU), 
propylothiouracil (PTU) and phenylotiouracil (FTU)) in the bovine muscle tissue, which would meet the criteria set in the 
Commission Decision No 2002/657/EC.
Material and methods. The developed method used liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). The 
sample was extracted and cleaned using the matrix solid-phase dispersion (MSPD) method. The LC was equipped with 
column Luna C18 Phenomenex. Dimetylotiouracyl was used as internal standard. The samples were fortified at levels: 5, 
10 and 20 µg/kg. The method was validated according to the criteria laid down in Commission Decision No. 2002/657/EC. 
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Results. At the levels, mean relative recoveries was in the range 90 - 109% and repeatability (CV %) was less than 10%. 
Decision limit (CCa) and detection capability (CCb) calculated for all thyreostats were below the recommended minimum 
required performance limit (MRPL) - 10 µg/kg.
Conclusions. The developed and validated LC-ESI-MS/MS method allows for the identification and quantification of five 
thyreostats in the bovine muscle tissue in the quantities below 10 mg/kg. Analytical procedure meets the criteria of Com-
mission Decision  No 2002/657/EC

WSTĘP

Tyreostatyki (leki przeciwtarczycowe) to grupa 
leków o różnej budowie chemicznej oraz różnym me-
chanizmie działania, których wspólną cechą jest hamo-
wanie syntezy i wydzielania tyroksyny i trijodotyroniny.  
Stosowane są one w leczeniu nadczynności tarczycy.

Tyreostatyki podawane zwierzętom powodują 
wzrost ich masy ciała, głównie przez absorbowanie 
wody z przewodu pokarmowego i zatrzymywanie 
w tkankach, dlatego też przez wiele lat stosowano je 
przeważnie  w tuczu zwierząt. Po stwierdzeniu, że 
tyerostatyki posiadają właściwości kancerogenne i tera-
togenne, wprowadzono zakaz ich stosowania u zwierząt. 
Pozostałości tyreostatyków nie powinny znajdować 
w tkankach zwierząt przeznaczonych do spożycia. Ak-
tualnie zaproponowana wartość granicznej wydajności 
metody analitycznej MRPL (ang. minimum required 
performance limit) w tkankach zwierzęcych wynosi 10 
µg/kg. Dlatego też decyzyjna wartość graniczna (CCa ) 
oraz zdolność wykrywania (CCb ) metod analitycznych 
stosowanych do oznaczania tych związków powinna 
być  niższa niż 10 µg/kg.

Zgodnie z decyzją Komisji nr 2002/657/WE [1] 
tyreostatyki zostały zakwalifikowane do grupy A, do 
której należą substancje wykazujące działanie ana-
boliczne i na stosowanie których nie ma urzędowego 
zezwolenia. Dlatego też potwierdzającymi metodami do 
oznaczania tyreostatyków w materiale biologicznym, 
mogą być wyłącznie metody z zastosowaniem techniki 
chromatografii gazowej (GC-MS) lub chromatografii 
cieczowej połączone z tandemową spektrometrią mas 
(LC-MS/MS). Jednak, ze względu na to, że układ GC-
-MS nie spełnia wymagań w zakresie poziomu detekcji 
tyreostatyków [7, 8], dlatego też do oznaczania tych 
związków może być zastosowany układ LC-MS/MS. 
Większość prac dotyczy oznaczania tyreostatyków przy 
zastosowaniu układu LC-MS/MS  w moczu zwierząt [2, 
3, 5]. Natomiast niewiele jest publikacji dotyczących 
oznaczania tyreostatyków w tkankach zwierząt [6]. Pro-
cedura przygotowania próbek (matryca - mocz, tkanka) 
do MS polega przeważnie na ekstrakcji tyreostatyków 
metanolem, derywatyzacji bromkiem 3-jodobenzylu 
i oczyszczaniu ekstraktu eterem dietylowym lub na 
kolumienkach SPE C-18. 

Celem niniejszej pracy było opracowanie, w opar-
ciu o dane z  piśmiennictwa i badania własne, metody 

analitycznej odpowiedniej do identyfikacji i oznacza-
nia pięciu tyreostatyków: tapazolu (TAP), tiouracylu 
(TU), metylotiouracylu (MTU), propylotiouracylu 
(PTU) i fenylotiouracylu (FTU)) w tkance mięśniowej 
bydła, która spełniałaby wymagania decyzji Komisji 
nr 2002/657/WE.

MATERIAŁ I METODY

Opracowana metoda nie zawierała etapu derywaty-
zacji tyreostatyków. Do ekstrakcji i oczyszczania próbek 
zastosowano metodę rozpraszania próbki w fazie stałej 
(ang. matrix solid-phase dispersion – MSPD). Metoda 
polegała na ucieraniu próbki w określonej ilości fazy 
stałej np. C-18, C-8, Al203, SiO2. Następnie mieszani-
nę umieszczano w kolumienkach SPE i prowadzono 
elucję rozpuszczalnikami. W zastosowanej procedurze 
kolumienki przygotowano przez wymieszanie próbki 
z żelem krzemionkowym. 

Stosowano standardy pięciu tyreostatyków: tapa-
zolu, tiouracylu, metylotiouracylu, propylotiouracy-
lu, fenylotiouracylu oraz standard wewnętrzny (IS) 
dimetylotiouracyl firmy Sigma-Aldrich (<99%). Żel 
krzemionkowy 1000 (63 – 200 µm) 60 nr katalogowy 
1.07734 firmy Merck., Eter naftowy do oznaczania 
pozostałości firmy J.T. Baker, metanol HPLC firmy 
J.T. Baker, kwas octowy 100 % cz.d.a. firmy Merck.

Roztwory wzorcowe
Roztwory podstawowe analitów o stężeniu 1mg/ml 

sporządzono przez rozpuszczenie 10 mg każdego ana-
litu w metanolu w oddzielnych kolbach pomiarowych 
o pojemności 10 ml. Roztwór roboczy o stężeniu 100 
µg/ml przygotowywano odmierzając po 1 ml roztworów 
podstawowych poszczególnych związków do kolby 
o pojemności 10 ml, którą uzupełniono metanolem do 
kreski. Roztwory podstawowe przechowywano w tem-
peraturze poniżej -20°C. Trwałość roztworów wynosiła 
1 rok. Trwałość roztworu roboczego, przechowywanego 
w temperaturze 4°C wynosiła 3 miesiące. Standard 
wewnętrzny  (dimetylotiouracyl) o stężeniu 100 µg/ml 
sporządzano w metanolu.

Przygotowanie próbki materiału 
Materiał do badań stanowiły próbki tkanki mię-

śniowej pochodzącej od bydła. Do czasu analizy próbki 
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przechowywano w temperaturze. poniżej -20oC. Przed 
rozpoczęciem badania próbkę mięsni (300 g) doprowa-
dzano do temperatury pokojowej. Próbkę laboratoryjną 
rozdrabniano przy użyciu maszynki do mielenia mięsa 
i dokładnie mieszano. Do zlewek o pojemności 10 ml 
odważano po 0,5 g próbki tkanki mięśniowej, dodawano 
po 200 µl standardu wewnętrznego (DMTU) i pozo-
stawiano na 30 min. Następnie do próbki dodawano 
2,0 g żelu krzemionkowego i ucierano bagietką. Całość 
przenoszono do pustych kolumienek o pojemności 
6 ml. Wypełnione kolumienki umieszczano w zestawie 
SPE, przemywano 10 ml eteru naftowego, a  następnie 
suszono przez 1 min. Badane związki wymywano z ko-
lumienki 5 ml metanolu. Eluat odparowywano na bloku 
grzejnym w temperaturze 50 °C. Suchą pozostałość 
rozpuszczano w 0,250 ml mieszaniny metanolu do LC 
z  0,1 % kwasem octowym w stosunku 30:70 (V1+V2).

Analiza LC-MS/MS
Do rozdziału tyreostatyków stosowano chromato-

graf cieczowy firmy Agilent 1200 wyposażony w pom-
pę binarną oraz kolumnę chromatograficzną Luna C18 
(2) (150 x 2 mm, wielkość ziarna 5 μm) (Phenomenex, 
Torrance, USA) wraz z przedkolumną o tym samym 
wypełnieniu. Warunki analizy LC: przepływ przez ko-
lumnę 0,3 ml/min, temperatura kolumny 350C, objętość 
dozowania 10 µl, faza ruchoma A – metanol do MS, 
B – 0,1% kwas octowy, gradient stężeń 0,0-1,5 min 
A 30%, 1,5-3 min A 100%, 3-8 min A 100%, 8-9 min 
A 30%, 9-15 min A 30%. 

Do identyfikacji i oznaczania ilościowego stosowano 
spektrometr mas API 4000 (Applied Biosystems, Foster 
City, CA, Canada). Jonizację przeprowadzano metodą 
rozpylania cieczy zawierającej badaną substancje w polu 
elektrycznym (ang. electrospray ionisation – ESI). 

Warunki analizy ESI-MS/MS: polaryzacja dodatnia, 
gaz kolizyjny azot, temp. kapilary 4000C, napięcie kapi-
lary elektrospreju (ESI) 3500V, tryb skanowania MRM, 
czas przemiatana 150 ms. W tabeli 1 przedstawiono 
przejścia MRM, ich energię kolizyjną oraz względne 
natężenia jonów.

Do ilościowego oznaczenia stosowano krzywe 
wzorcowe wykonane z wykorzystaniem wzorca we-
wnętrznego. W tym celu próbki mięśni bydła, w których 
nie stwierdzono pozostałości badanych związków, for-
tyfikowano w zakresie 5 – 20 µg/kg Do każdej próbki 
dodawano standard wewnętrzny i poddawano analizie. 
Mierzono odpowiedzi spektrometru mas na różne ilości 
tyreostatyków porównując z odpowiedzią na stałą ilość 
standardu wewnętrznego (DMTU).

WYNIKI I DYSKUSJA

Zgodnie z decyzją Komisji nr 2002/657/WE meto-
dy potwierdzające stosowne do oznaczeń pozostałości 
(grupa A) z zastosowaniem układu LC-MS/MS muszą 
posiadać minimum cztery punkty identyfikacyjne. 
W opracowanej metodzie  dla każdego tyreostatyku 
mamy jon macierzysty (1 punkt) i dwa  jony potomne 
pierwszej generacji (2 x 1,5 punktu) co daje w sumie 
4 punkty. 

Opracowana metoda została oceniona przez spraw-
dzenie następujących identyfikacyjnych kryteriów: (1) 
stosunek sygnału do szumu (S/N) powinien być większy 
niż 3; (2) względny czas retencji wykrytego analitu 
odpowiada czasowi retencji roztworu wzorcowego lub 
próbki wzbogaconej z dopuszczalną tolerancją ±2,5%; 
(3) względne natężenia wykrytych jonów, wyrażone 
jako procent najbardziej intensywnego jonu, odpowiada 
natężeniu wzorca  z dopuszczalną  tolerancji  zawartą 
w tabeli 4.  Wszystkie wymienione kryteria były speł-
nione dla próbek wzmocnionych na poziomie 5, 10 
i 20  µg/kg. 

Na rycinie 1 przedstawiono MRM chromatogram 
próbki mięśni bydła wzmocnionej badanymi tyrostaty-
kami na poziomie 5 µg/kg. 

Sprawdzono występowanie efektów matrycowych 
(supresja jonów), które są głównym problemem techniki 
jonizacji próbki metodą ESI. Skutki znoszenia jonów 
zostały ocenione na podstawie eksperyment. Próbki, 
w których nie stwierdzono tyreostatyków poddano ana-
lizie. Suchą pozostałość rozpuszczono w fazie ruchomej 
(0,25 ml), która zawierała tyreostatyki na poziomie 10 
i 20 µg/kg. Otrzymane intensywności sygnałów porów-
nano z wzorcami (10 i 20 µg/kg). Stwierdzono znaczące 
obniżenie intensywności sygnałów dla TU. Zastoso-
wanie standardu wewnętrznego (DMTU) eliminowało 
wpływ matrycy na wynik badania. W tabeli 2 przed-
stawiono stosunek odpowiedzi różnych tyreostatyków 

Tabela  1. Monitorowanie przejść MRM dla tyreostatyków 
i standardu wewnętrznego DMTU

 MRM transitions monitored for thyreostats and 
internal standard DMTU

Analit

Przejścia 
używane

w analizie 
( m/z)

Energia 
kolizyjna 

(eV)

Czas 
retencji  
(min)

Względne 
natężenia 
jonów ± 

tolerancja
Tapazol
(TAP)

115→74*
115→57

29
12

1,82
1,81 42±25%

Tiouracyl (TU) 129→112*
129→84

29
29

1,80
1,80 35±25%

Metylotiouracyl
(MTU)

143→126*
143→84

15
15

1,96
1,95 75±20%

Propylotiouracyl 
(PTU)

171→154*
171→86

15
18

5,24
5,22 18±30%

Fenylotiouracyl 
(FTU)

205→188*
205→103

18
22

6,73
6,72 44±25%

Standard wewn 
ętrzny (DMTU) 

157→140*
157→96

25
15

2,76
2,76

•	 przejścia używane w analizie ilościowej
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otrzymanych z matrycy próbki czystej wzbogaconej 
o wzorce do wzorców rozpuszczonych w fazie rucho-
mej (%). Wynik 100% świadczy o braku supresji jonu.

Tabela 2. Efekty matrycowe
 Matrix effects

Analit Przejścia używane
w analizie (m/z) 10 µg/kg 20 µg/kg

Tapazol
(TAP)

115→74
115→57

91
94

98
98

Tiouracyl (TU) 129→112
129→84

20
17

18
22

Metylotiouracyl
(MTU)

143→126
143→84

66
68

76
78

Propylotiouracyl 
(PTU)

171→154
171→86

85
85

75
82

Fenylotiouracyl 
(FTU)

205→188
205→103

94
88

98
93

Standard wew-
nętrzny (DMTU)

157→140
157→96

93
96

95
96

Opracowana metoda została zwalidowana zgod-
nie z zaleceniami zawartymi w decyzji Komisji nr 
2002/657/WE. Wyznaczono następujące parametry 
statystyczne metody: specyficzność, liniowość, odzysk, 
precyzję (powtarzalność, odtwarzalność wewnątrzla-

boratoryjną) oraz limit decyzyjny wartości granicznej 
(CCa) i zdolności wykrycia (CCb).

Specyficzność metody zbadano dla 20 matryc 
oraz matryc wzbogaconych pochodzących od bydła. 
Porównując chromatogramy próbek odczynnikowych, 
wzorców i matryc z próbkami matryc wzbogaconych 
nie stwierdzono dodatkowych pików w matrycy miesz-
czących się w czasie retencji tyreostatyków. Określono 
liniowość krzywej wzorcowej wykorzystując przejścia 
dla poszczególnych jonów tyreostatyków oraz standar-
du wewnętrznego DMTU. Liniowość krzywych była 
oceniana przez współczynnik korelacji liniowej (r) 
przy kryterium r≥0,98. Stwierdzono, że współczynnik 
korelacji liniowej krzywych wykonanych dla wszyst-
kich związków na próbkach wzmocnionych w zakresie 
5 – 20 mg/kg wynosił powyżej 0,996. 

W celu zbadania odzysku i precyzji powtarzalności 
metody próbki matrycy mięśni bydła wzmocniono na 
poziomie 5, 10 i 20 mg/kg. Próbki poddano analizie. Dla 
każdego wzmocnienia przygotowano i przebadano po 
6 próbek. Parametry statystyczne zostały obliczone na 
podstawie analizy próbek wykonanych na tym samym 
przyrządzie pomiarowym i przez tego samego ope-
ratora. Odzyski wyliczono z krzywej wzorcowej dla 

Ryc.1. Chromatogram MRM z ekstraktu mięśni bydła, wzmocnienie matryc tyreostatykami 5µg/kg
 MRM chromatograms of bovine muscle extract, spiked matrix thyreostats 5 µg/kg
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próbek wzmocnionych, przy zastosowaniu standardu 
wewnętrznego dodanego do nich przed wykonaniem 
analizy (korekta wyniku). Precyzja powtarzalności 
została obliczona na podstawie analizy próbek wyko-
nanych na tym samym przyrządzie pomiarowym i przez 
tego samego operatora. 

Odtwarzalność wewnątrzlaboratoryjna została 
wykonanych w trzech różnych dniach na tym samym 
przyrządzie pomiarowy przez różnych operatorów przy 
wzmocnieniu próbek na poziomie 10 mg/kg (3 dni po 6 
próbek w każdym dniu). CCa i CCb obliczono na pod-
stawie dwóch krzywych wzorcowych  wyznaczonych 
na postawie próbek wzmocnionych zgodnie z PN-ISO 
11843-2 [4]. Krzywe wzorcowe sporządzano stosu-
jąc standard wewnętrzny. W tabeli 3 przedstawiono 
wartości uzyskanych parametrów statystycznych dla 
opracowanej metody.

Tabela 3. Statystyczna charakterystyka metody oznaczania 
tyreostatyków w  tkance mięśniowej bydła

 Statistical characteristics of method for determina-
tion of thyreostats in bovine muscles

Poziom 
wzmocnienia  

(µg/kg)

Odzysk 
(%)

CVr  
(%)

CVR  
(%)

CCa 
(µg/kg)

CCb 
(µg/kg)

Tapazol (TAP)
5 90,3 8,3

10 108,5 7,6 12,5 1,68 2,08
20 98,4 5,6

Tiouracyl (TU)
5 89,7 8,9

10 93,4 9,7 13,7 2,71 3,35
20 102,1 6,8

Metylotiouracyl (MTU)
5 91,7 6,6

10 103,2 8,9 10,1 2,32 2,87
20 98,7 5,8

Propylotiouracyl  (PTU)
5 98,7 7,8

10 107,4 6,4 8,9 2,85 3,52
20 96,9 4,7

Fenylotiouracyl (FTU)
5 89,7 7,5

10 108,1 5,2 8,8 2,14 2,65
20 98,7 4,3

Dla pięciu oznaczanych tyerostatyków średni od-
zysk przy wzmocnieniu na poziomie 5, 10 i 20 mg/kg 
wynosił 90 – 109% przy  współczynniku zmienności 
powtarzalności (CVr)  4 – 10  %, zaś odtwarzalności  
(CVR)  przy wzmocnieniu na poziomie 10 mg/kg  9 – 14 
% . CCa mieściła się w granicach 1,68  – 2,85 mg/kg, 
zaś CCb 2,02 – 3,52 mg/kg.

WNIOSKI

Metoda jakościowego i ilościowego oznaczania 
tyreostatyków w tkance  mięśniowej zwierząt przy 
zastosowaniu techniki LC-ESI-MS/MS pozwala na 
wykrycie tych związków w ilości poniżej 10 mg/kg. 
Opracowana procedura spełnia wymagania decyzji 
Komisji nr 2002/657/WE i może być stosowana w ba-
daniach kontrolnych pozostałości tyreostatyków.
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