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WYKAZ SKROTOW UZYWANYCH W PRACY

ACN — acetonitryl (Acetonitrile)

ASW — antybiotykowe stymulatory wzrostu (Antibiotic Growth Promoters)
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BSE — gabczaste zwyrodnienie mozgu (Bovine Spongiform Encephalopathy)
CCoa — decyzyjna warto$¢ graniczna (Decision Limit)

CCpB — zdolno$¢ wykrywania analitow (Detection Capability)

CE - elektroforeza kapilarna (Capillary Electrophoresis)

CJD — choroba Creutzfeldta-Jakoba (Creutzfeldt - Jakob Disease)

CMC — graniczne stgzenie micelarne (Critical Micelle Concentration)

CMR - certyfikowany materiat odniesienia (Certified Reference Material)
CVMP — Komitet ds. Lekow Weterynaryjnych (Committee for Veterinary Me-
dicinal Products)

CZE - strefowa elektroforeza kapilarna (Capillary Zone Electrophoresis)

DAD - detektor spektrofotometryczny z matryca fotodiodowa (Diode Array
Detector)

EC — Komisja Europejska (European Commission)

ECD — detektor wychwytu elektronow (Electron Capture Detection)

EDTA-Na, — sol disodowa kwasu etylenodiaminotetraoctowego (Ethylendia-
mine Tetraacetic Acid Disodium Salt)

ELP — kapilara z rozszerzona $rednica celki detekcyjnej (Extended Light Path
Capillary)

EOF — przepltyw elektroosmotyczny (Electroosmotic Flow)

GC — chromatografia gazowa (Gas Chromatography)

JECFA- Komitet Ekspertow ds. Dodatkow do Zywnosci

HPCE - wysokosprawna elektroforeza kapilarna (High Performance Capillary
Electrophoresis)

HPLC — wysokosprawna chromatografia cieczowa (High Performance Liquid
Chromatography)

LC — chromatografia cieczowa (Liquid Chromatography)

LIF — detektor fluoroscencyjny ze wzbudzaniem laserowym (Laser Induced
Fluorescence)

LOD - granica wykrywalnosci (Limit of Detection)

LOQ - granica oznaczalnosci ilosciowej (Limit of Quantification)

LLE — ekstrakcja do fazy ciektej (Liquid — Liquid Extraction)

MAC — minimalne st¢zenie antybiotyczne (Minimum Antibiotic Concentration)
MIC — minimalne st¢zenie hamujace (Minimum Inhibitory Concentration)
MEKC — micelarno elektrokinetyczna chromatografia kapilarna, micelarna elek-
troforeza kapilarna (Micellar Electrokinetic Chromatography)

MS — spektrometria mas (mass spectrometry)

MRL — najwyzsza dopuszczalna pozostatos¢ (Maximum Residue Limift)
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1. WPROWADZENIE
1.1. Pojecia antybiotyko- i chemioterapii

W literaturze spotykane sa dwa pojecia dotyczace leczenia chorob wywota-
nych przez drobnoustroje: antybiotykoterapia i chemioterapia. Antybiotykotera-
pia przyjeto nazywaé stosowanie naturalnych i polsyntetycznych lekow prze-
ciwbakteryjnych, swoiscie dziatajacych na drobnoustroje bedace przyczyna in-
fekcji. Termin chemioterapia obejmuje zwykle stosowanie u ludzi i zwierzat
syntetycznych zwiazkow chemicznych, ktore hamuja rozmnazanie lub niszcza
wybiorczo czynniki zakazne. Pojgcie to uzywane jest rowniez do okreslenia
metod systemowego leczenia nowotwordéw zto§liwych przy udziale cytostaty-
kéw. Jednakze, niezaleznie od sposobu wytwarzania tych lekow, obecnie nazwa
— chemioterapia — uzywana jest w aspekcie stosowania zarowno lekow przeciw-
bakteryjnych, przeciwnowotworowych, przeciwgrzybicznych, przeciwwiruso-
wych, jak i przeciwpasozytniczych [35, 68]. W opracowaniach anglojezycznych
przyjeto nazwe chemoterapia (chemotherapy), jednak obecnie w terminologii
medycznej oba pojecia (chemioterapia oraz chemoterapia) stosowane sa czgsto
wymiennie.

1.2. Historia rozwoju lecznictwa weterynaryjnego.
Chemioterapeutyki u zwierzat

Sztuka leczenia zwierzat si¢ga kilku wiekow p.n.e. Wowczas istniaty pierw-
sze szpitale dla zwierzat przy organizacjach militarnych, co potwierdzily prace
archeologiczne przeprowadzone w Indiach. Powstanie i prowadzenie lecznictwa
weterynaryjnego zwierzat hodowlanych datuje si¢ od czasu wybuchu pomoru
bydta, ktore nawiedzito Europg w XVIII wieku [68]. Pierwsze $rodki chemiote-
rapeutyczne do leczenia chordb zakaznych uzyte zostalty w koncu XIX wieku
(Paul Ehrlich, 1891). Rozwoj epoki antybiotyko- i chemioterapii nastapit od
czasu wykrycia penicyliny (Fleming 1929) i sulfonamidow (Domagk, 1935).
Substancje o budowie sulfonamidow zapoczatkowaly erg stosowania $rodkéw
przeciwbakteryjnych w leczeniu klinicznym. Jednak dopiero produkcja antybio-
tykow na skalg przemystowa spowodowata lawinowy wzrost ich obecnosci
w roznych dziedzinach zycia. Poczatkowo, z uwagi na wysokie koszty produk-
¢ji, do paszy zwierzat dodawane byty jedynie substancje o charakterze antybio-
tykow, powstate, jako produkty uboczne w trakcie wytwarzania antybiotykdéw
dla ludzi [11]. Badania wykonane w potowie lat 50. XX wieku potwierdzity
naukowo zarowno cel, jak i sens stosowania antybiotykow, jako dodatkow do
pasz zwierzecych. Przeprowadzone testy dowiodty takze, Zze substancje te wyka-
zujq dziatanie stymulujace wzrost zwierzat hodowlanych i powoduja zwigksze-
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nie masy tkankowej zywego inwentarza. Zapoczatkowalo to zjawisko po-
wszechnego ich stosowania w hodowli, zwtaszcza od czasu syntezy wiekszego
spektrum zwiazkéw o dziataniu przeciwbakteryjnym i pojawienia si¢ ASW. Lata
70. XX wieku przyniosty oddzielenie antybiotykéw paszowych (stosowanych w
profilaktyce) od leczniczych (stosowanych w terapeutyce weterynaryjnej). Z
badan przeprowadzonych w placowkach kontrolujacych zywnos¢ w koncu lat
90. XX w. wynikato, ze ponad 80% populacji zwierzat w trakcie chowu otrzy-
muje przynajmniej jeden zwiazek leczniczy z woda pitng lub jako dodatek do
paszy, a pozamedyczne zuzycie samych antybiotykow przekraczato potowe ich
produkcji (30 mln. kg). Dane z rynku krajowego wykazuja, ze produkcja zywca
drobiowego w 2007 r. wynosita 1 560 tys. kg, co w poréwnaniu z danymi z 1997
r. stanowi wzrost o 129%. Srednia masa brojlerow kurzych w tym okresie wzro-
sta z 1,96 kg do 2,28 kg, przy czym okres tuczu drobiu zostal skrocony z 48 do
43 dni. W minionym stuleciu, dzigki wprowadzeniu nowych osiagnigc
z dziedziny genetyki do hodowli zwierzat, otrzymano nowe, bardziej produk-
tywne rasy. Jednakze poprawa wspomnianych parametrow produkcyjnych nie
jest jedynie wynikiem wprowadzania bardziej produktywnych ras, lecz przede
wszystkim powszechnego stosowania §rodkéw chemioterapeutycznych.

1.3. Pozostalosci chemioterapeutykow w zywnosci pochodzenia
zwierzecego

1.3.1. Przyczyny stosowania lekéw przeciwbakteryjnych w hodowli zwierzat

Stosowanie lekow weterynaryjnych (zwlaszcza chemioterapeutykow i sub-
stancji o charakterze anabolicznym) stalo si¢ obecnie nieodzowna praktyka
w nowoczesnej, zwlaszcza wielkostadnej produkcji zwierzecej. Srodki te nie
tylko znaczne zmniejszaja pojawianie si¢ chorob zakaznych, ale rowniez w nie-
wielkim stopniu pobudzaja procesy anaboliczne [65] i tym samym prowadza do
zwigkszenia rentownosci ,,produkcji zywca”. W przewodzie pokarmowym zwie-
rzat, podczas nadmiernego procesu fermentacji bakteryjnej, dochodzi¢ moze do
namnazania si¢ drobnoustrojoéw chorobotwoérczych oraz wyzwalania toksyn,
bedacych produktami ich przemiany. Konsekwencja tego jest zaburzenie row-
nowagi mikrobiologicznej przewodu pokarmowego, pogorszenie stanu zdrowia
oraz spadek ich mozliwosci produkcyjnych.

Fermowy system hodowli oraz wprowadzanie nowoczesnych ras hodowla-
nych maja na celu uzyskanie stosunkowo wysokiej wydajnosci produkeji i przy-
rostu masy ciata, przy jednoczes$nie niewielkich naktadach finansowych. Efek-
tem wzrostu intensywnos$ci zywienia zwierzat hodowlanych bylo powszechne
wprowadzanie do pasz réznych dodatkéw, stanowiacych suplementy diety, ta-
kich jak: witaminy, sole mineralne oraz substancje lecznicze (gldwnie chemiote-
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rapeutyki, kokcydiostatyki, anaboliki). Leki przeciwbakteryjne okazaly si¢
szczegOlnie przydatne w eliminacji przewlektych infekcji przewodu pokarmo-
wego zwierzat, powodujac jednocze$nie wzrost efektywnosci produkcji. Che-
mioterapeutyki podawane w paszach w niewielkich ilo§ciach powoduja stabili-
zacje¢ flory bakteryjnej przewodu pokarmowego oraz shuza optymalizacji proce-
sow trawienia i wchtaniania skladnikow odzywczych w kosmkach jelitowych
(zwiazkéw azotowych, witamin, cukrow i mineralow). Wplywajac na procesy
biochemiczne zachodzace w komodrkach somatycznych oraz gruczotach dokrew-
nych, leki przeciwbakteryjne (podawane w dawkach subterapeutycznych) po-
prawiaja trawienie thuszczy, zwigkszaja apetyt oraz powoduja wzrost syntezy
sktadnikow zwigkszajacych masg zwierzat [35, 69]. Ich dzialanie w znaczacy
sposob wptywa nie tylko na intensyfikacje przyrostu wagi zwierzat, lecz rowniez
powoduje zmniejszenie ich $miertelno$ci.

Jeszcze do niedawna oprocz substancji przeciwbakteryjnych, aplikowanych
jedynie leczniczo w hodowlach wielkostadnych, szeroko rozpowszechnione byty
antybiotyki paszowe, majace na celu zapobieganie rozwojowi wielu choréb in-
fekcyjnych. Od 1 stycznia 2006 r. Rada Wspolnot Europejskich (WE/EU) wpro-
wadzita decyzj¢ o zakazie stosowania antybiotykowych stymulatoréw wzrostu
innych niz kokcydiostatyki i histomonostatyki (art. 11, ust. 1 Rozporzadzenia
WE Nr 1831/2003 [20]). Jedna z mozliwosci stosowania antybiotykow w ho-
dowli zwierzat, na terenie krajow nalezacych do EU, jest obecnie podawanie ich
w paszach leczniczych (medicated feedingstuffs). Wczesniej przeprowadzone
badania w Szwecji (1986 r.) oraz w Danii (2000 r.) wykazaly, ze rezygnacja ze
stosowania antybiotykdéw paszowych nie przyniosta drastycznego zmniejszenia
ich zuzycia w hodowli zwierzat. Wraz z zakazem stosowania ASW zaobserwo-
wano wzrost wykorzystania antybiotykoéw leczniczych, ktore charakteryzuja sie
lepszym wchlanianiem z przewodu pokarmowego od antybiotykdéw paszowych,
doskonale przenikaja do krwioobiegu i penetruja do narzadow wewngtrznych
oraz potencjalnych tkanek jadalnych. Zakaz stosowania antybiotykéw, jako sty-
mulatoréw wzrostu moze, wigc skutkowa¢ zwigkszeniem nielegalnego ich uzy-
cia w celach profilaktycznych. Hodowcy podaja je z reguty catym stadom zwie-
rzat, cho¢ jedynie jedno lub kilka sztuk zachorowalo. Terapia oraz dziatania
profilaktyczne, wykorzystujace pasze lecznicze s tansze w poréwnaniu z inny-
mi sposobami zapobiegania infekcjom zwierzat hodowlanych [7]. Wprawdzie,
niektore z firm wyspecjalizowaty si¢ juz w produkcji pasz z dodatkiem ,,bio-
komponentéw”, jednak pasze te sa drozsze o ok. 20% w poroéwnaniu z prefiksa-
mi, zawierajacymi antybiotyki paszowe.

Problemy zwiazane z utrzymaniem rentownos$ci produkcji migsnej nabraly
charakteru globalnego, znacznie przekraczajac granice panstw cztonkowskich
EU. Wycofanie ASW miato na celu nie tylko sprostanie wymaganiom ,,wybred-
nych” konsumentow, lecz réwniez miato ograniczy¢ import produktow pocho-
dzenia zwierzgcego z krajow, ktorym trudno sprosta¢ jest nowym wymaganiom.
Nieoficjalne dane z roku 2007 podaja, ze okoto 70% substancji leczniczych
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przeznaczonych do produkcji lekéw weterynaryjnych pochodzi z Chin, kolejne
20% z Indii, jedynie 10% przypada na pozostatg czgs¢ §wiata.

1.3.2. Substytuty ASW

Konieczno$¢ eliminacji ASW z pasz przeznaczonych dla zwierzat hodowla-
nych spowodowata w ciagu ostatnich dwoch lat wzrost zainteresowania alterna-
tywnymi sposobami prewencji weterynaryjnej. Kluczowym zagadnieniem byta
Zmiana programu zywieniowego, umozliwiajaca wzmocnienie naturalnej odpor-
nosci zwierzat. Przeprowadzone doswiadczenia pozwolily na wyselekcjonowa-
nie stosunkowo bezpiecznych i efektywnych w swym dziataniu produktow przez
modyfikowanie sktadu i ilosci pewnych skladnikéw pokarmowych. Badania
wykazaty, Zze stosowanie kwasow organicznych (mrowkowego, mlekowego,
propionowego) w znaczacy sposob poprawia strawnos$¢ wielu sktadnikow po-
karmowych (zwlaszcza biatek). Dzieje si¢ to dzigki zwigkszeniu aktywnosci
enzymow, glownie proteaz, ktére w posredni sposob powoduja przyrost masy
ciata zwierzat nawet o kilkanascie procent. Ponadto, obnizenie wartosci pH
przewodu pokarmowego utrudnia lub nawet zapobiega namnazaniu si¢ patogen-
nych mikroorganizmoéw. Wérod dodatkéw paszowych, stymulujacych odpornos¢
znalazty miejsce takze probiotyki (zywe kultury bakterii), prebiotyki (oligosa-
charydy), ekstrakty ziotowe, immunostymulatory i enzymy paszowe, ktore
w istotny sposob wplywaja na poprawe wykorzystania paszy oraz umigsnienie
tuszy. Wszystkie te zabiegi maja na celu stworzenie substytutu naturalnych wa-
runkoéw hodowli zwierzat, ktore w czasach przed ,,era wielkostadnego chowu
fermowego” pozywialy si¢ m.in. mikroorganizmami, kwasami organicznymi,
ziotami naturalnie wystepujacymi w srodowisku. Doskonalenie tego typu dodat-
kow paszowych, poprawa ich skutecznos$ci oraz poszukiwanie nowych substytu-
tow ASW stanowi¢ beda w najblizszej przysztosci jeden z gtéwnych przedmio-
tow badan.

1.3.3. Przyczyny pojawiania si¢ pozostalosci chemioterapeutykéow

Pojawienie si¢ pozostatosci lekow w produktach zywnos$ciowych pochodze-
nia zwierzecego wynika glownie z nieprzestrzegania przepisow prawa, ktore
reguluje postepowanie zar6wno z produktami leczniczymi, jak i paszami zawie-
rajacymi $rodki lecznicze. Niewtasciwe ich stosowanie w celach terapeutycz-
nych (dotyczy chorych zwierzat) lub nadmierne ich uzywanie, jako srodkow
profilaktycznych, aby zapobiec infekcjom bakteryjnym, jak roéwniez nieprze-
strzeganie okreséw karencji sa najczestszymi przyczynami pojawiania si¢ nie-
dopuszczalnych stgzen pozostatosci lekow w zywnosci pochodzenia zwierzece-
go. Z rutynowych kontroli Gtéwnego Inspektora Weterynarii wynika, Ze naj-
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czgstszym uchybieniem jest zastosowanie substancji farmakologicznie czyn-
nych, niezarejestrowanych, jako weterynaryjny produkt leczniczy (WPL).
W charakterze dodatkéw paszowych czgsto pojawiaja sig¢ nowe substancje bio-
logicznie czynne (glownie leki przeciwbakteryjne i substancje anaboliczne),
ktore uzywane sa niekiedy w niedozwolonych ilosciach. Stad celowym jest roz-
szerzenie badan na substancje farmakologicznie czynne spoza listy lekéw sto-
sowanych wylacznie w weterynarii.

Bezposrednim Zroédlem pozostatosci chemioterapeutykow w tkankach jadal-
nych zwierzat sa dodatki paszowe i premiksy przeznaczone dla zwierzat hodow-
lanych. W sklad paszy leczniczej wchodzi prefiks leczniczy, zmieszany wedlug
przepisu z odpowiednim no$nikiem paszowym. W ostatnich latach poddano
weryfikacji poglady dotyczace nie tyle warto$ci odzywczej, co bezpieczenstwa
pasz, jak i dodatkéw paszowych. Jeszcze do niedawna do$¢ wysoko cenione
maczki migsno-kostne, staty si¢ potencjalnym zagrozeniem dla zwierzat hodow-
lanych (gléwnie z powodu BSE, ,,choroby szalonych kréw”) oraz dla ludzi po-
przez spozywanie produktéw migsnych, zawierajacych priony, mogace wywo-
tywac chorobg Creutzfeldta-Jakoba (CJD).

Do przyczyn wystgpowania pozostato$ci zaliczane sa takze btedy cztowieka:
tj. zle wymieszanie sktadnikéw, omytkowe wprowadzenie innej substancji lecz-
niczej, $wiadome lub przypadkowe przekroczenie dawki. Mniejszy wptyw na
pojawianie si¢ pozostatosci lekow w tkankach jadalnych maja uwarunkowania
biologiczne, ktore dotycza glownie indywidualnych roéznic w biodostgpnosci lub
eliminacji substancji, zaleznych od wieku, plci i gatunku zwierzecia. Interakcje
z innymi, rownolegle podawanymi lekami wystepuja do§¢ rzadko, jednakze ich
efektem moze by¢ spowolnienie metabolizmu lub gromadzenie si¢ w tkankach
pozostatosci, ktore nie ulegly metabolizmowi.

1.3.4. Skutki obecno$ci pozostalo$ci lekow w ZywnoSci

Stosowanie lekow weterynaryjnych w trakcie hodowli zwierzat niesie ze so-
ba szereg niebezpieczenstw. Pozostatosci lekow przeciwbakteryjnych w zywno-
$ci pochodzenia zwierzecego (wystepujacych, jako zwiazki macierzyste oraz ich
metabolity) moga powodowac rozwdj zjawiska lekoopornosci bakterii chorobo-
tworczych (uodparnianie si¢ patogennych dla czlowieka bakterii), a takze reak-
cje alergiczne u os6b wrazliwych lub odczyny toksyczne. W zwiazku ze stale
obnizajaca si¢ naturalna odpornoscia populacji ludzkiej, coraz wiecej uwagi
przywiazuje si¢ do zrddet tego zjawiska. Zbyt krotki czas aplikacji lub zbyt mate
dawki chemioterapeutykow powoduja przezywanie szczepoéw chorobotwor-
czych, ktore staja si¢ z czasem nosnikami warunkujacymi oporno$¢ mutacji. Juz
w latach 80. XX wieku wzrost opornosci na antybiotyki dotyczyl szczepow:
salmonelli, gronkowcow i pateczek okreznicy. Reakcje alergiczne (bezposrednie
lub odlegte w czasie, ujawniajace si¢ przy okazji ponownego zetknigcia z le-
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kiem) wystgpuja w ostatnich latach znacznie czgsciej i bywaja bardziej niebez-
pieczne. Moga objawia¢ si¢ wysypkami skdrnymi, stanami astmatycznymi lub
u osob wrazliwych moga pojawic si¢ objawy wstrzasu anafilaktycznego. Naj-
bardziej alergotworcze bywaja penicyliny, (na ktoére wrazliwe jest 3 — 10% po-
pulacji), mniej (do 3%) wywotuja pozostatosci sulfonamidow. Toksyczne skutki
obecnos$ci pozostatosci lekdéw w zywnos$ci sa stosunkowo niewielkie, jednak
znacznie bardziej niepokojaca jest mozliwos¢ toksycznosci przewlektej, ktora
w odniesieniu do niektérych chemioterapeutykéw moze ujawni¢ si¢ w dziataniu
mutagennym czy teratogennym. Nie bez znaczenia jest fakt, iz niektore z che-
mioterapeutykdéw stosowanych w weterynarii moga wykazywac dziatanie kance-
rogenne [30, 39]. Wprawdzie obowiazuje zakaz stosowania lekow o ewidentnym
dziataniu toksycznym, jednakze nauka nie dysponuje wiedza o efektach dtugo-
trwatego ich przyjmowania, szczego6lnie o skutkach oddalonych w czasie oraz
o wpltywie na potomstwo.

Ponadto istotnym problemem, wynikajacym z do$¢ dlugiej trwatosci niekto-
rych chemioterapeutykéw (tj. sulfonamidy, fluorochinolony), jest zdolnos¢ zale-
gania tych lekow i ich metabolitow w §rodowisku (wody, gleby, $cieki, nawozy
naturalne). Odchody zwierzgce pochodzace z wielkostadnych hodowli stosowa-
ne sa, jako nawozy i wtasnie ta droga substancje lecznicze najcz¢sciej dostaja si¢
do biosfery [37], zaburzajac biologiczna rownowagg flory i fauny glebowe;.
Ponadto, poprzez czg$ciowe hamowanie proces rozkltadu materii organicznej
stanowia jedna z przyczyn eutrofizacji wod (ucieczke soli pokarmowych do wod
gruntowych) [53].

1.3.5. Kontrola pozostalos$ci §rodkéw leczniczych

Chemioterapeutyki podawane zwierzetom hodowlanym w dawkach terapeu-
tycznych i subterapeutycznych przez krwioobieg docieraja do narzadow we-
wnetrznych, ktore w wigkszosci po uboju staja si¢ tkankami jadalnymi. Kluczo-
wymi elementami kontroli pozostatosci lekow sa przede wszystkim dawka leku
i czas, jaki uptynat od ich ostatniego podania do chwili pozyskania tkanek. Sys-
tematyczne narazenie zwierzat na dlugotrwata ekspozycje nawet niewielkich
dawek chemioterapeutykow prowadzi¢ moze do kumulacji tych zwiazkoéw
w tkankach i w produktach zywnos$ciowych z nich otrzymywanych. WielkoS$ci
stezen pozostatosci lekow w tkankach zaleza nie tylko od wielkosci dawek, cze-
stotliwo$ci stosowania, drogi podania, ale takze od oddziatywania na organizm
zwierzecia czy charakteru samej substancji leczniczej. Ze wzgledu na niekiedy
wysokie dawki i aplikacje przez stosunkowo dlugi okres czasu, eliminacja lekow
z organizmu moze trwa¢ do kilku lub kilkunastu dni. Szczeg6lnie niebezpieczne
sa zwiazki farmakologicznie czynne, ktore posiadaja predyspozycje do kumula-
cji w organizmie. Diugotrwate utrzymywanie si¢ substancji leczniczej umozli-
wia wielokrotne badanie jej stezenia w ptynach ustrojowych oraz pozwala na
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biezaca oceng stopnia retencji w tkankach zwierzat. W przypadku zwiazkoéw
wolno ulegajacym metabolizmowi i wydalaniu, zaobserwowa¢ mozna wzrost ich
stezenia w plynach ustrojowych w miarg uptywu czasu i stopniowa ich elimina-
cje, wystepujaca dopiero po paru tygodniach od czasu ostatniego podania. Stad
okresy karencji ustalane przez Swiatowa Organizacje Zdrowia (FAO/WHO) dla
wigkszo$ci zwiazkow roznia sie¢ wielkosciami i wynosza od kilku do kilkudzie-
sieciu dni.

Majac na uwadze szereg zagrozen (mikrobiologicznych, immunologicznych,
toksycznych oraz srodowiskowych), jakie niesie ze soba zjawisko pozostatosci
lekéw weterynaryjnych, ustalono system regulacji prawnych méwiacy, iz arty-
kuty spozywcze pochodzace od zwierzat, leczonych srodkami weterynaryjnymi
nie moga zawiera¢ pozostalo$ci substancji leczniczych ani ich metabolitow na
poziomie, ktéore moglyby stanowi¢ zagrozenie dla zdrowia konsumentéw. Pod-
stawowe zasady regulujace wprowadzenie na rynek produktow weterynaryjnych
w krajach EU zawarte sa w Dyrektywie 2001/82/EC i Rozporzadzeniu EC (Eu-
ropean Commission — EC) No 2377/90 (uaktualnianym i obejmujacym obecnie
ok. 130 wznowien) [17]. W krajach EU analiza ryzyka pozostatosci lekow sto-
sowanych w weterynarii zajmuja si¢: Europejska Agencja Oceny Lekow (Euro-
pean Agency for the Evaluation of Medicinal Products — EMEA) i Komitet ds.
Lekow Weterynaryjnych (Committee for Veterinary Medicinal Products —
CVMP). Organem doradczym, dziatajacym przy FAO/WHO jest niezalezny
Komitet Ekspertow do Spraw Dodatkow do Zywnosci (JECFA). Strategia dzia-
fan EU opiera si¢ na ograniczeniu stosowania chemioterapeutykow w celach
profilaktycznych, zakazie uzywania antybiotykowych stymulatoréw wzrostu
oraz na podjgciu na szeroka skale badan monitoringowych pasz, tkanek jadal-
nych zwierzat rzeznych oraz samej zywnosci. Komitet Naukowy EU ds. Zywno-
sci (Scientific Committe on Food — SCF) oceniajac ryzyko narazenia konsumen-
tow na pozostatosci tych lekow doradza, by uwzglednia¢ takze addytywny cha-
rakter toksyczno$ci dotyczacy zaréwno zwiazkéw macierzystych, jak roéwniez
ich metabolitéw. Wigkszo$¢ chemioterapeutykow jest stosunkowo szybko eli-
minowana z organizmu, ale niektdre produkty ich przemian posiadaja zdolnos¢
kumulacji. Stad kontrola objete sa takze ich metabolity (enro- i cyprofloksacyna,
siarczany strepto- i dihydrostreptomycyny, wybrane leki z grupy tetracyklin i ich
epimery).

Stosowanie chemioterapeutykow wymaga nie tylko szczegdélowych aktow
legislacyjnych, ale rowniez wiarygodnych badan laboratoryjnych w ramach nad-
zoru farmaceutycznego oraz inspekcji weterynaryjnej. Od czasu wstapienia do
EU, Polska klasyfikowana jest, jako szosty, co do wielko$ci producent zywnosci
w Europie (po Niemczech, Anglii, Francji, Hiszpanii, Wloszech) i podlega
wszystkim regulacjom prawnym, ktore obowiazuja na obszarze krajow czton-
kowskich.

Jednym z podstawowych kryteriow, okreslajacych stosowanie substancji
leczniczych w hodowli zwierzat, ktérych tkanki przeznaczono do spozycia, sa
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wielkosci MRL. Wartos$¢ ta stanowi najwyzszy dopuszczalny poziom pozostato-
$ci leczniczych produktow weterynaryjnych (wyrazony w mg/kg lub pg/g swie-
zej masy), ktéry moze by¢ zaakceptowany przez EU jako legalnie dozwolony
lub jako dopuszczalny w zywnosci.

Wisréd pojeé 1 terminologii, dotyczacej oznaczania pozostato$ci w tkankach
czegsto spotykane sa nastgpujace:

o Okres karencji (Withdrawal period) okresla czas, jak musi uptynac¢ od
podania leku do eliminacji jego pozostatosci z organizmu, do poziomu
bezpiecznego dla konsumentdéw (nieprzekraczajacego wartosci MRL).

e MRPL - najmniejsze stgzenie pozostato$ci substancji niedozwolonej
w probie, ktére powinno by¢ wykryte, zidentyfikowane i potwierdzone
dana metoda analityczna (dotyczy substancji niedozwolonych do stosowa-
nia w lecznictwie weterynaryjnym).

e Dopuszczalne dzienne pobranie leku (Acceptable Daily Intake — ADI) —
to ilo$¢ substancji leczniczej, ktora moze by¢ spozywana przez cztowieka
(o masie ciata 60 — 70 kg), codziennie z zywnoS$cia i woda, bez negatyw-
nych skutkow dla zycia i zdrowia.

Pojecia te umozliwiaja oceng wynikow analizy poréwnawczej, jak rowniez
pozwalaja na oceng ryzyka pozostatosci lekow pod wzgledem ilosciowym. Roz-
porzadzenie Rady Europy (Council Regulation 2377/90) [18] klasyfikuje
wszystkie aktywne farmakologiczne substancje stosowane w weterynarii na
cztery grupy. Pierwsza grupe (Aneks I, liczacy 120 pozycji) stanowia leki wete-
rynaryjne o ustalonej wartosci MRL, druga (Aneks II, ok. 500 pozycji) — catko-
wicie bezpieczne substancje, dla ktorych nie jest konieczne wyznaczanie warto-
sci MRL. Aneks trzeci dotyczy tylko kilku substancji, dla ktérych przyjeto tym-
czasowe (do 5 lat) wartosci MRL, z uwagi na konieczno$¢ weryfikacji lub uzu-
pehienia badan nad bezpieczenstwem leku. Lista ostatniego aneksu (IV) obej-
muje 11 zwiazkow, ktorych nie dopuszczono do stosowania u zwierzat hodow-
lanych.

Pomimo ustalonych dyrektyw i rozporzadzen, niektore ze $rodkow niedo-
puszczonych do leczenia zwierzat hodowlanych moga by¢ wykorzystywane
nielegalnie. Stad celowym wydaje sig¢ rozszerzenie badan monitoringowych
o substancje, ktore nie sa zarejestrowane, jako WPL. Monitorowanie lekdéw
przeciwbakteryjnych w tkankach zwierzat rzeznych nalezy do obowiazkow
stuzb sanitarno-weterynaryjnych i agencji zdrowia publicznego. Metody anali-
tyczne temu stuzace powinny by¢ proste, szybkie, doktadne i ekonomiczne za-
rowno pod wzgledem czasu i kosztow. Warunkiem koniecznym jest opracowa-
nie procedur i zastosowanie technik analitycznych, gwarantujacych oznaczanie
tych lekéw na poziomach, ktére nie tylko umozliwiaja badanie ich biodostepno-
$ci, ale rowniez pozwalaja na wykrywanie ich pozostatosci na poziomach znacz-
nie nizszych niz ustalone przez EU wartosci MRL.
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1.4. Nowe techniki separacyjne

Ostatnie dwudziestolecie charakteryzuje si¢ dynamicznym rozwojem nowo-
czesnych, w petni zautomatyzowanych, instrumentalnych metod separacyjnych,
efektywnych zaré6wno pod wzgledem czasu, jak i kosztoéw ich wykonania. Nie-
mal, co roku pojawiaja si¢ nowsze i doskonalsze urzadzenia spetniajace szereg
zroznicowanych potrzeb analitycznych. Rozwdj technik detekcji ma na celu
sprostanie rosnagcym wymaganiom stawianym analizie farmaceutycznej. Zwigk-
szajacy si¢ asortyment lekow, jak réwniez poszerzajace si¢ wymagania dotycza-
ce oceny produktow zywnosciowych warunkuja poszukiwanie precyzyjnych
i doktadnych metod badawczych. Kazde laboratorium analityczne winno dyspo-
nowa¢ takimi technikami separacyjnymi, ktéore umozliwialyby otrzymywanie
wiarygodnych analiz, w stosunkowo krotkim czasie, przy niewielkich naktadach
finansowych. Jednoczesnie koniecznym staje si¢ opracowanie nowych, bardziej
efektywnych i1 czutych sposobow oznaczania lekow w materiale biologicznym.
Wisréd licznych metod znajdujacych zastosowanie w analizie lekdéw, oprocz
technik chromatograficznych, coraz czgsciej wybierana metoda do oznaczania
substancji leczniczych w probach biologicznych jest elektroforeza kapilarna
(CE). W ciagu ostatnich lat technika ta stata si¢ popularna zwlaszcza w tych
obszarach badan, w ktorych stosowanie wysokosprawnej chromatografii cie-
czowej (HPLC) sprawia szereg trudnosci natury aparaturowej badz analitycznej.

Zasilacz wysokiego
napiecia
/High voltage power supply

Komputer /Computer

()

booono Detektor
/Detector
Kapilara
‘Capillary
1 D
2 Zbiorniki 4

Tials
3 . D 5

Ryc. 1. Elektroforeza kapilarna — schemat aparatury. Zbiorniki: 1 — probka, 2, 4 — bufor separacyj-
ny, 3 — plyn regeneracyjny / woda / metanol, 5 — do zbierania rozdzielonych sktadnikow.

Fig. 1. Diagram of the capillary electrophoresis system. Vials: 1 — sample vial, 2, 4 — separation
buffer solution, 3 — regeneration solution / water / methanol, 5 — vial to collect separation compo-
nents.
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CE stanowi grupe technik analitycznych, wykorzystujaca zjawisko elektro-
forezy do rozdzielania czasteczek zarowno obojetnych, jak i tych obdarzonych
tadunkiem. Separacja analitow zachodzi wewnatrz waskiej kapilary (o $rednicy
wewngetrzne] 50 — 100 um i dlugosci 30 do 100 cm), zbudowanej najczgsciej
z krzemionki i wypehionej jedynie buforem elektrolitycznym. Niepodwazalnym
atutem tej techniki jest jej wysoka rozdzielczo$¢, niespotykana w technikach
chromatograficznych. Wynika ona z wysokiego stopnia sprawnosci uktadu elek-
troforetycznego, pozwalajacego uzyskac¢ nawet do 500 000 potek teoretycznych.
Waskie pasma sygnatéw pojawiajace si¢ w zapisie elektroforetycznym umozli-
wiaja catkowita separacje znacznie wigkszej ilosci zwiazkdéw niz przy rozdziela-
niu technika wysokosprawnej chromatografii cieczowej. Wystepujacy w wigk-
szosci technik elektromigracyjnych przeplyw elektroosmotyczny jest przyczyna
powstania (w poprzek wnetrza kapilary) ptaskiego profilu przeptywu w odroz-
nieniu od HPLC, gdzie wystepuje przeptyw laminarny. W trakcie separacji, EOF
warunkuje utrzymanie statej predkosci prawie w catym przekroju kapilary
1 otrzymanie ostrych pikow w zapisie elektroforetycznym. Wyjatkowa uzytecz-
no$¢ technika CE wykazuje zwlaszcza wtedy, kiedy analitami sa substancje,
charakteryzujace si¢ nieznacznymi roéznicami w ruchliwos$ci elektroforetyczne;.
Niewielkie objgtosci prob wymaganych do analizy (rzedu mikrolitrow), mozli-
wos¢ zastosowania roznego rodzaju detektorow, ktore pozwalaja na oznaczanie
zwiazkow w zakresie poziomie nano- i pikomoli oraz niezwykla sprawnosc¢
uktadu sprawiaja, ze CE jest obecnie jedna z wazniejszych technik analitycz-
nych. Pomimo tych zalet, CE nie jest jeszcze zaliczana, ani do metod przesie-
wowych, ani do potwierdzajacych obecno$¢ zanieczyszczen w zywnos$ci pocho-
dzenia zwierzecego, jak rowniez nie znajduje si¢ wsrod metod spehiajacych
kryteria Dyrektywy Rady nr 96/23/WE [19]. Z uwagi na wyjatkowe mozliwos$ci
separacyjne, podjeto badania majace na celu opracowanie metodyk ilo$ciowego
oznaczenia pozostatosci chemioterapeutykow wilasnie ta technika. Prezentowana
praca jest jedna z pierwszych, opisujacych tak szeroki zakres aplikacyjny tech-
niki elektroforetycznej w temacie oznaczania lekow w materiale biologicznym.

CE )
HPLC

Ryc. 2. Poréwnanie przeptywu elektroosmotycznego (CE) i laminarnego (HPLC).
Fig. 2. Flow profiles of electroosmotic(CE) and laminar flow (HPLC).
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Dzigki optymalizacji warunkow separacji elektroforetycznej (sktadu, steze-
nia i pH buforu, dtugos$ci i $rednicy kapilary, napigcia, temperatury analizy oraz
wielko$ci nastrzykiwanych prob), jak rowniez doborowi odpowiedniej techniki
elektromigracyjnej, mozliwe bylo uzyskanie jednoczesnego oznaczania szeregu
lekéw przeciwbakteryjnych, charakteryzujacych si¢ niewielkimi réznicami
w strukturze chemicznej. Do oznaczen wybranych grup chemioterapeutykdéw
wykorzystano dwie, najczgsciej stosowane w analizie farmaceutycznej, techniki
elektromigracyjne: kapilarna elektroforezg strefowa (CZE) oraz kapilarna elek-
troforez¢ micelarna, nazywana takze micelarna chromatografia kapilarna
(MEKC). Koniecznos¢ uzycia obu technik spowodowana byta tym, iz procesowi
elektroforezy w CZE ulegaja jedynie jony oraz substancje posiadajace tadunek
elektryczny, podczas gdy czasteczki obojgtne nie sa rozdzielane. Jednakze, dla
substancji nieposiadajacych tadunku elektrycznego mozna z powodzeniem za-
stosowa¢ technike MEKC, w ktoérej wykorzystuje si¢ zwiazki powierzchniowo-
czynne (surfactants), posiadajace zdolno§¢ tworzenia miceli. Substancje o ta-
dunku zerowym, cechujace si¢ wigkszym powinowactwem do hydrofobowego
wnetrza miceli niz do roztworu elektrolitu, ulegaja podziatlowi migdzy faze
wodna buforu a pseudostacjonarng faz¢ micelarna. Odmienne wartosci stopni
podziatu analitéw pomigdzy te dwie fazy powoduja zréznicowanie ich predkosci
elektroforetycznych, umozliwiajac jednoczes$nie ich separacje.

1.5. Techniki analityczne stosowane w analizie lekow
w materiale biologicznym

Przez wiele lat jedynymi testami stosowanymi w celu oceny ryzyka pozosta-
losci substancji przeciwbakteryjnych w zywnosci byly testy mikrobiologiczne.
Pozwalaty one w prosty i tani sposob na wykrycie substancji hamujacych wzrost
bakterii, lecz bez specyficznej ich identyfikacji. W przypadku wystepowania
naturalnych inhibitorow, testy te mogly prowadzi¢ do btednej interpretacji wy-
nikow. Wigksza specyficznoscia 1 czutoscia cechuja sig techniki immunoche-
miczne i immunologiczne typu ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
[43], oparte na reakcji antygen — przeciwciato oraz radio-enzymatyczne, ktére
w rezultacie moga dostarcza¢ fatszywie dodatnie lub falszywie ujemne wyniki
analiz [52]. Szersze mozliwosci analityczne w badaniu lekow w materiale biolo-
gicznym umozliwity techniki chromatograficzne, oparte na separacji sktadnikow
proby pomigdzy faze ruchoma i stacjonarng. Chromatografia cienkowarstwowa
(TLC) z powodzeniem jest uzywana do izolacji lekow czy oczyszczania ekstrak-
tow prob biologicznych. Znalazta ona réwniez praktyczne zastosowanie m.in. do
wykrywania pozostatosci sulfonamidéw [2, 77], jednak obecnie wykorzystywa-
na jest gtownie do oczyszczania ekstraktow, bowiem w potaczeniu z detekcja
spektrofotometryczna nie pozwala na oznaczanie analitow na poziomach niz-
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szych od warto$ci MRL. Potrzeba identyfikacji pozostatosci substancji leczni-
czych i precyzyjnego oznaczenia ich poziomu sprawila, ze coraz wigksze zasto-
sowanie w tego typu badaniach znajduja techniki instrumentalne. Techniki
chromatograficzne i elektroforetyczne pozwalaja obecnie na iloSciowe oznacze-
nie nigjednokrotnie wielu substancji wystepujacych w materiale biologicznym.

Techniki chromatograficzne i elektroforetyczne w aspekcie oznaczen
chemioterapeutykow

Zastosowanie chromatografii gazowej (GC) do oznaczen lekow przeciwbak-
teryjnych ogranicza si¢ do lotnych zwiazkéw (trwatych w podwyzszonej tempe-
raturze) lub posiadajacych zdolno$¢ tworzenia lotnych pochodnych. Jednak
wigkszo$¢ chemioterapeutykdéw cechuje zarowno brak stabilnosci termicznej,
jak rowniez brak zdolnosci tworzenia lotnych pochodnych. Dlatego zastosowa-
nie GC do badan lekéw przeciwbakteryjnych jest ograniczone jedynie do zwiaz-
kéw, ktérych nie mozna oznaczy¢ innymi technikami z zadowalajaca doktadno-
Scia 1 precyzja. Wsrod technik instrumentalnych, HPLC znalazta najszersze
uznanie w monitorowaniu zwigzkéw nielotnych, wrazliwych na podwyzszona
temperature i wykazujacych charakter polarny lub s$rednio-polarny [36, 74].
Wprawdzie technika HPLC jest dominujaca w wigkszosci laboratoriow anali-
tycznych i powszechnie jest wykorzystywana do oznaczen pozostatosci lekow
w produktach zywnosciowych (zaro6wno do badan przesiewowych, jak i po-
twierdzajacych), to catkowite rozdzielenie kilku- lub kilkunastu sktadnikow nie
jest zazwyczaj osiagane, ze wzgledu na ograniczone zdolnosci separacyjne tra-
dycyjnych wypemhien kolumn chromatograficznych. Wprawdzie, przy zastoso-
waniu odpowiednio modyfikowanych wypetnien i faz ruchomych mozna uzy-
ska¢ bardzo dobra rozdzielczos¢, jednak koszt takich analiz nie spelnia wymo-
gow dla rutynowych badan kontrolnych, powszechnie stosowanych w laborato-
riach. Ponadto, probki tkankowe przed analiza chromatograficzna wymagaja
z reguly wieloetapowych proceséw oczyszczania, a czasochtonne kilkukrotne
ekstrakcje [6, 27, 33] powoduja, ze wynikiem stosowanych procedur jest otrzy-
mywanie stosunkowo niskich odzyskoéw, z wielkosciami odchylen, ktore nie
mieszcza si¢ w granicach bledu. Jednak pracochtonny tok postgpowania anali-
tycznego z probami biologicznymi nie jest przypisywany jedynie metodom opar-
tym na HPLC. Spotykane w literaturze elektroforetyczne metody oznaczania
chemioterapeutykéw réwniez wymagaja niejednokrotnie kilkuetapowej procedu-
ry oczyszczania prob [8, 23, 34].

Jednym z ograniczen stosowania techniki HPLC przy uzyciu detektora UV
jest fakt stosowania stosunkowo duzych ilo$ci rozpuszczalnikow organicznych,
wchodzacych w sklad chromatograficznych faz ruchomych. Wigkszos$¢ tych
rozpuszczalnikow wykazuje zdolnosci absorbowania $§wiatta nadfioletowego
przy krotkich dlugosciach fal, co w przypadku oznaczania zwiazkoéw, posiadaja-
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cych chromofory absorbujace promieniowanie UV w zakresie krotkofalowym,
jest wyzwaniem trudnym do osiagnigcia. Stad chromatograficzne oznaczanie
niektorych substancji leczniczych w zakresie 190 — 210 nm staje si¢ skompliko-
wane lub niekiedy wrgcz niemozliwe. Rezygnacja lub znaczne ograniczenie
uzycia rozpuszczalnikéw organicznych do analiz elektroforetycznych oprocz
aspektu natury ekonomicznej, posiada takze walor ekologiczny. Stosunkowo
duze ilosci rozpuszczalnikow, wchodzacych w sktad chromatograficznych faz
ruchomych (dziennie ok. 1000 ml) moga by¢ ograniczone lub calkowicie wy-
eliminowane w przypadku zastosowania techniki CE (5 — 10 ml dziennego zu-
zycia buforu). Kolejnym argumentem, przemawiajacym za elektroforetyczny-
nym oznaczaniem zwiazkow absorbujacych swiatto UV w zakresie krotkofalo-
wym, jest mozliwos¢ stosowania jedynie wodnych roztworéw buforéw elektroli-
tycznych. Wodne bufory separacyjne wykazuja nieznaczna absorbancje¢ w zakre-
sie 190 — 210 nm, co utatwia oznaczanie wielu zwiazkow leczniczych przy uzy-
ciu prostego detektora UV.

1.6. Analiza pozostalosci lekow
(testy przesiewowe i potwierdzajace)

Typowa analiza pozostatoSci obejmuje badania przesiewowe (screening
test) 1 potwierdzajace (confirmatory test). W ramach analizy przesiewowe] wy-
korzystywane sa zwykle proste i szybkie metody, pozwalajace na oznaczenie
duzej liczby prob w stosunkowo krétkim czasie. Aby zapobiec pojawianiu si¢
fatszywie-ujemnych wynikéw analiz, jako pozytywne wykrycie pozostatosci
w probie, przyjmowana jest ilos¢ substancji farmakologicznie czynnej na po-
ziomie wartosci MRL lub 50% jej wartosci [25, 40, 41]. Badania potwierdzajace
dotycza metod, umozliwiajacych potwierdzenie lub wykluczenie wczesniej uzy-
skanych pozytywnych wynikow. Do tej grupy naleza réwniez metody zdolne do
oznaczen ilo§ciowych. Zgodnie z Decyzja Komisji z dnia 14/08/2002, wprowa-
dzajaca Dyrektywe Rady 96/23/WE [19] i rekomendujaca sposoby wykonywa-
nia metod analitycznych oraz interpretacj¢ uzyskanych wynikow, technika CE
nie nalezy do metod speliajacych warunki badan potwierdzajacych. Najbardziej
popularne detektory UV, zgodnie z zaleceniami Komisji, moga by¢ przeznaczo-
ne jedynie do badan przesiewowych. Natomiast do analiz potwierdzajacych
obecnos$¢ zanieczyszczen lub pozostalosci lekow zalecane sa detektory, dostar-
czajace informacji na temat struktury chemicznej analitow. Wymogi te spelniaja
detektory oparte na spektrometrii mas (MS), z uwagi na fakt, iz sa najbardziej
wiarygodnym i czulym sposobem identyfikacji pozostatosci w probach biolo-
gicznych. Ponadto, pozwalaja one zardwno na wykrywanie, jak i wykonanie
oznaczen ilo$ciowych znacznie ponizej limitow wartosci MRL. Jednakze, do
oznaczen rutynowych, majacych na celu monitorowanie pozostalosci lekow,
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detektory te nie znalazly szerokiego zastosowania ze wzgledu na konieczno$é¢
uzywania do analiz ekstraktow o wysokiej czystosci. Co wigcej, przy doborze
warunkow separacji elektroforetycznej moze pojawial sig¢ szereg ograniczen
w praktycznym stosowaniu detektorow MS. Dotycza one wielkosci przepltywu
(minimalny 0,5 pl/min) i st¢zenia buforu elektrolitycznego, ktore powinno prze-
kracza¢ wartos¢ 10 mM [88].

Z uwagi na fakt, iz technika CE nalezy do akceptowanych metod farmako-
pealnych, istnieje duze prawdopodobienstwo, ze szeroki zakres aplikacyjny pre-
zentowanej pracy oraz mozliwosci jej praktycznego wykorzystania przyczynia
si¢ do wiaczenia technik elektromigracyjnych do metod, ktére spetniaja wymogi
analiz potwierdzajacych obecno$¢ pozostatosci lekow w materiale biologicz-
nym.
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2. CELIZALOZENIA PRACY

Wymagania stawiane metodom analitycznym, stosowanym w badaniach
farmakokinetycznych oraz w kontroli zywnos$ci pochodzenia zwierzgcego wy-
muszaja wprowadzenie takich procedur i technik analitycznych, ktére umozli-
wialyby otrzymanie doktadnych i niezawodnych wynikow. Rozporzadzenia EU
(zawarte w Dyrektywie 2002/657/WE), dotyczace metod oznaczania pozostato-
$ci lekow ograniczaja zakres metod instrumentalnych do technik chromatogra-
ficznych (GC-ECD, LC-DAD, GC-MS, LC-MS). Jednakze zasigg poszukiwan
nowych metod, ktére moglyby postuzy¢ do oznaczen lekéw w materiale biolo-
gicznym ulega ciagtemu rozszerzaniu. Uwarunkowane jest to konieczno$cia
opracowania nowych procedur badawczych przy uzyciu bardziej sprawnych
technik separacyjnych.

Prezentowana praca dotyczy badan, majacych na celu zaprojektowanie ory-
ginalnych metodyk przygotowania prob biologicznych do analiz oraz opracowa-
nie parametrow elektroforetycznego oznaczania chemioterapeutykow, najcze-
$ciej stosowanych w weterynarii. Nowo§cia tej pracy jest wykorzystanie na tak
szeroka skalg techniki CE do ilo$ciowych oznaczen lekéw przeciwbakteryjnych
w materiale biologicznym pochodzenia zwierz¢cego oraz zastosowanie rozwia-
zan, poprawiajacych zdolno$ci detekcji przy uzyciu tradycyjnego detektora UV.
Jedna z innowacji, bylo praktyczne wykorzystanie kapilary o rozszerzonej dro-
dze optycznej (ELP), ktora pozwolita na pigciokrotna poprawe zdolnosci detek-
cyjnych uktadu. Opracowujac metodyke oznaczania kierowano si¢ konieczno-
$cig ilosciowego oznaczenia lekoOw znacznie ponizej wartosci najwyzszej do-
puszczalnej pozostatosci (MRL).

Badania dotyczace opracowania procedur analitycznych oznaczania lekéw
w probach biologicznych pochodzenia zwierzecego (tj. osocze i surowica krwi,
tkanki jadalne) miaty na celu okreslenie optymalnych warunkow, ktére umozli-
wilyby oznaczanie nawet kilku lekow z jednej grupy chemicznej, w ilo§ciach na
poziomie nano- i mikrogramow. Do realizacji tego celu wybrano chemioterapeu-
tyki z dziewigciu grup najczesciej stosowanych w lecznictwie weterynaryjnym:
penicylin, tetracyklin, amfenikoli, linkozamidoéw, sulfonamidéw, chinolonéw,
aminoglikozyd6éw, awermektyn i nitrofuranow.

Badania przeprowadzono w kilku etapach:
e Opracowanie efektywnego systemu izolacji poszczegdlnych grup lekow z
matrycy biologicznej i oczyszczania otrzymanych ekstraktow.

e Optymalizacja separacji elektroforetycznej (dobranie parametréow detek-
cji 1 warunkow separacji analitow).
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e Weryfikacja metodyki przez przeprowadzenie oznaczen w probach mate-
rialu pobranego od zwierzat, ktérym podawano wybrane leki w dawkach
terapeutycznych.

e Dokonanie praktycznej oceny przydatno$ci opracowanej procedury w ba-
daniach farmakokinetycznych oraz w rutynowych badaniach monitoruja-
cych wystgpowanie pozostatosci lekow.
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3. MATERIAL I METODY OZNACZEN

3.1. Material badawczy

Do badan wykorzystano ptyny ustrojowe (osocze krwi §win i koni, surowice
indykow), jaja kurze, tkanki jadalne drobiu (indykow i kur), $win oraz migsnie
ryb. Analizowany materiatl biologiczny podzielono na trzy grupy: materiatl od-
niesienia (wolny od jakichkolwiek lekéw), materiat pochodzacy od zwierzat,
ktore otrzymywaty chemioterapeutyki, ostatnia grupg stanowity tkanki jadalne
zwierzat pochodzace z lokalnych marketow.

Materiat odniesienia (kontrolny), stuzacy do sporzadzenia krzywych kali-
bracji i oceny statystycznej metody, zostat pozyskany z gospodarstw rolnych
(w przypadku ryb ze stawéw hodowlanych), w ktorych zwierzeta otrzymywaty
tradycyjna karme, niezawierajaca zadnych dodatkdéw. Zwierzeta wybrane do
hodowli eksperymentalnej mialy zapewniony dostgp do wody, wolnej od jakich-
kolwiek stymulatoréw wzrostu i substancji przeciwbakteryjnych. W przypadku
ryb, zbiorniki wodne, w ktorych przeprowadzano hodowle byty kontrolowane
w zakresie temperatury i wplywu czynnikdw zewngtrznych. Ponadto, przed
przystapieniem do eksperymentu, przeprowadzono badania opracowanymi me-
todami, umozliwiajace uznanie materiatu kontrolnego za wolny od badanych
lekow.

Kolejna grupe stanowit materiat biologiczny, pochodzacy od zwierzat, kto-
rym podawano wybrane leki przeciwbakteryjne w dawkach leczniczych. Zwie-
rzgta te, przed podaniem lekéw byly wazone i oznaczone numerami, a w trakcie
terapii znajdowaty si¢ pod nadzorem lekarza weterynarii. Wybrane chemiotera-
peutyki otrzymywaty w dawkach leczniczych w wodzie pitnej, jako dodatki do
paszy lub w postaci iniekcji. Szczegdtowa specyfikacje gatunkow zwierzat, do-
bowych dawek aplikowanych lekéw oraz pobieranych tkanek zebrano w tabe-
lach 1 1 9, (tabela 9 prezentuje takze wyniki przeprowadzonych oznaczen).
W przypadku badan farmakokinetycznych, krew pobierano w ustalonych odstg-
pach czasowych od momentu podania leku. Do badan pozostatosci lekow, tkanki
jadalne (watrobg, migsnie, nerki, skorg z thuszczem oraz w niektorych przypad-
kach takze ptuca, serca, zotadki) pozyskiwano po ubiciu, liczac od czasu ostat-
niego podania leku. W przypadku oznaczen pozostato$ci streptomycyny pobie-
rano takze jaja od kur, leczonych tym antybiotykiem. Stgzenia substancji leczni-
czych w probach oznaczano przy pomocy opracowanych i zweryfikowanych
metod elektroforetycznych. Badania farmakokinetyczne przeprowadzono na
indykach (tiamfenikol) oraz §winiach i koniach (iwermektyna), natomiast bada-
nia pozostatosci substancji leczniczych (amoksycyliny, tetracykliny, streptomy-
cyny, tiamfenikolu, florfenikolu, enrofloksacyny, norfloksacyny i nifursolu)
przeprowadzono na tkankach zwierzat, ktorym podawano leki w trakcie chowu.
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Tabela 1. Materiat badawczy oraz leki wybrane do badan metoda elektroforetyczna.
Table 1. The animals, tissues and analyzed drugs selected for electrophoretic tests.

Gatunek zwierzat Wybrane chemioterapeutyki Badany material
Animal species The selected chemioterapeutic drugs Analyzed matrix
Drob: indyki, kury Penicyliny, amfenikole, linkozamidy, Tkanki jadalne (mig-

Poultry: turkeys, hens

sulfonamidy, chinoliny, siarczan strepto-
mycyny, chlorowodorek doksycykliny,
nifursol

$nie uda, piersi, wa-
troba, nerki, skora z
thuszczem

Kury / Hens Siarczan streptomycyny Jaja kurze
Indyki / Turkeys Tiamfenikol Surowica krwi
Swinie / Swine Penicyliny, amfenikole, linkozamidy, Tkanki jadalne (mig-

sulfonamidy, chinoliny, siarczan strepto-
mycyny, chlorowodorek doksycykliny

$nie, watroba, nerki,
thuszcz)

Iwermektyna Osocze krwi
Konie / Horses Iwermektyna Osocze krwi
Ryby / Fish Tetracykliny Migénie ryb

3.2. Substancje wzorcowe

W planie badan uwzgledniono substancje farmakologicznie czynne z grup
chemioterapeutykoéw, najczesciej stosowanych w hodowli zwierzat, zarowno te
zarejestrowane jako WPL, jak i te nielegalnie uzywane podczas chowu zwierzat.
Dla kazdej badanej substancji leczniczej sporzadzano roztwory standardowe
o stgzeniu 1 mg/ml w 10 mM roztworze tetraboranu sodowego. W przypadku
zwiazkdéw nie rozpuszczalnych w wodzie, stosowano mieszaning 1 M roztworu
wodorotlenku sodowego i 10 mM tetraboran sodowego w stosunku objetoscio-
wym (v/v) 1: 9 lub mieszaniny metanolowo-wodne (v/v) 1: 1. Z roztworéw pod-
stawowych sporzadzano roztwory robocze zawierajace pojedyncze substancje
lecznicze oraz ich mieszaniny (w obrebie jednej grupy chemicznej) o stezeniach
10,0 oraz 1,0 pg/ml.

3.3. Schemat badania substancji leczniczych w materiale
biologicznym

Pojecie metody analitycznej obejmuje wszystkie czynno$ci zwiazane z jej
wykonaniem, od pobrania i przygotowania proby, poprzez pomiar sygnatu anali-
tu, stanowiacego podstawe oznaczenia, az do opracowania wynikow. Tok poste-
powania analitycznego obejmowat opracowanie metody i optymalizacjge warun-
kéw oznaczania lekow w materiale biologicznym pochodzenia zwierzecego.
W ramach metodyki oznaczania wyodregbniono kilka etapow:
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1. Pobieranie, przechowywanie i przetwarzanie materialu biologicznego (fi-
zyczne i chemiczne).

2. lIzolacja substancji leczniczych z matrycy pierwotnej oraz przeniesienie ich
do wtoérnej matrycy potaczone ze wzbogacaniem analitow.

3. Oczyszczanie ekstraktow prob biologicznych.

4. Rozdzielanie oraz iloSciowe oznaczanie analitow.

5. Walidacja procedur analitycznych.

3.4. Strategia opracowania procedury analitycznej do badan
elektroforetycznych

Badania dotyczace opracowania procedury analitycznej oznaczania lekéw
w wybranych ptynach ustrojowych oraz tkankach jadalnych zwierzat mialy na
celu ustalenie optymalnych warunkow, zapewniajacych jednoczesne ilosciowe
oznaczanie kilku zwiazkéw z jednej grupy chemicznej, na poziomie nano-
i mikrogramow. Wobec braku wszystkich dostgpnych CRM, analizy dla niekto-
rych grup lekow prowadzono przy uzyciu prob tkankowych wzbogaconych
w znane, $ci§le okreslone ilo$ci oznaczanych substancji leczniczych, analizujac
je rownolegle z probami badanymi. W testach, w ktérych opracowywano po-
szczegblne etapy metody oraz dokonywano oceny statystycznej, do analiz wyko-
rzystane zostaly probki migsni, watroby, nerki, skory i thuszczu pochodzace od
zwierzat z hodowli eksperymentalnej. Proby te, obciazane byly mieszaning sub-
stancji leczniczych w obrgbie danej grupy, w trzech wybranych stezeniach, od-
powiadajacym prébom kontrolnym (QC). Material analityczny (proby kontrolne,
proby obciazone lekami oraz proby pochodzace od zwierzat, ktorym aplikowano
leki) poddawano jednolitemu postgpowaniu, wedtug ustalonej procedury, umoz-
liwiajacej uzyskanie powtarzalnych wynikow. Proby przygotowywano, poprzez
dodanie do homogenizowanego materiatu okreslonej objgtosci standardowych
roztwordw substancji wzorcowych. Celem umozliwienia przeniknigcia do mate-
rialu, préby po dodaniu roztworow wzorcowych przechowywano 15 minut
W ciemnym migjscu, w temperaturze pokojowe;.

Z uwagi na dos$¢ skomplikowany charakter matrycy bezposrednie oznacza-
nie lekow zaro6wno we krwi, jak i w tkankach jadalnych zwierzat byto praktycz-
nie niemozliwe. Dlatego pojawita si¢ konieczno$¢ przeprowadzenia analitow
z tkanek do roztworu i usunigcia mozliwie jak najwigkszej ilosci wielkocza-
steczkowych substancji balastowych. Poziomy lekéw weterynaryjnych w tkan-
kach i ptynach ustrojowych zwierzat sg z reguty niskie, dlatego do ich iloscio-
wego oznaczenia konieczne byly odpowiednie procedury przygotowujace mate-
riat do analizy. Oczyszczanie takich prob wymagato nie tylko wyizolowania
analitu, lecz réwniez skutecznego usunigcie biatek, thuszczow oraz innych po-
tencjalnie interferujacych, endogennych sktadnikéw. W trakcie optymalizacji
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procedury postepowania analitycznego uwzglgdniono fakt, iz badane proby
obejmowaty wyjatkowo szeroki asortyment materiatu biologicznego, zréznico-
wanego zarowno pod katem jakosci sktadnikow, jak rowniez zakresow stezen
analitow. Tok postgpowania mial na celu ujednolicenie procedury dla wszyst-
kich badanych grup lekow przeciwbakteryjnych. Jednakze poczatkowo prze-
prowadzone testy wykazaly, iz kazda z analizowanych grup chemioterapeuty-
kéw  charakteryzuje si¢ na tyle odmiennymi wlasciwosciami fizyko-
chemicznymi, stopniem jonizacji oraz stopniem wigzania z biatkami, ze uzyska-
nie jednolitej procedury dla wszystkich analizowanych grup lekow okazato sie
stosunkowo trudne, a niekiedy niemozliwe do osiagnigcia.

W praktyce laboratoryjnej wykorzystywanych jest szereg procedur, stuza-
cych do ilosciowego oznaczania zardwno pojedynczych zwiazkow, jak i catych
grup lekow. Literatura dotyczaca badan pozostatosci lekow w tkankach jadal-
nych zwierzat, najczgsciej ogranicza si¢ do jednej z grup chemicznych: sulfona-
midow [55, 63, 70, 71, 75, 83], chinolonow [5, 12, 26, 16, 42, 84, 86, 89, 90],
tetracyklin [3, 10, 13, 14, 51, 56, 57, 61, 62, 64, 72, 79], penicylin [9, 22, 48, 49,
80, 85], linkozamidoéw [78], amfenikoli [50, 59, 67], nitrofuranéw [87]. Opisy-
wane metodyki oparte sg gtownie na technikach chromatograficznych, a tylko
nieliczne wykorzystuja w tym celu wysokosprawna elektroforeze kapilarna
(HPCE) [8, 23, 28, 32, 81, 82]. W pismiennictwie naukowym opisano takze
procedury, umozliwiajace jednoczesne oznaczanie kilku grup lekéw przy uzyciu
HPLC, jednak metodyka przygotowania prob jest dos¢ skomplikowana i wyma-
ga wieloetapowej procedury oczyszczania [15, 44, 45]. Nieliczne, proponowane
metody oczyszczania prob z substancji balastowych [60], opisujace jednolita
procedure przygotowawcza dla szerokiej gamy lekéw stosowanych w weteryna-
rii, wymagaja czgsto praco- i czasochlonnych operacji. Ponadto, niektore
z oznaczanych lekow wymagaja procedury upochadniania, co w znacznym stop-
niu podnosi koszt takich badan oraz znacznie wydtuza catkowity czas analizy.



31

4. PRZEBIEG BADAN

4.1. Procedura przygotowania prob do analizy
elektroforetycznej

4.1.1. Pobieranie préb

Pobieranie prob biologicznych od zwierzat, ktérym podawano leki przepro-
wadzano pod nadzorem lekarza weterynarii oraz za zgoda lokalnych komisji
etycznych. O ile badania farmakokinetyczne pozwalaty na wielokrotne pobranie
materiatu, to proby tkankowe do badan pozostatosci lekéw, pozyskiwano dopie-
ro po uboju zwierzat. Poszczegoélne proby biologiczne (krew / tkanki jadalne)
umieszczano w oddzielnych probowkach / pojemnikach, zamrazano i do czasu
rozpoczgceia procedury ich przygotowania (maksymalnie 2 — 3 dni od pobrania)
przechowywane byly w temperaturze —20°C. Przed przystapieniem do procedu-
ry izolacji analitéw proby rozmrazano w temperaturze pokojowe;.

Wstepne badania pozwolily na ustalenie optymalnej wielkosci prob, ktore
poddawano analizie: w badaniach farmakokinetycznych uzyto prob osocza lub
surowicy krwi objetosci 0,5 ml, natomiast do badan pozostatosci lekow w tkan-
kach — préb o masie 3,0 g. Zwigkszenie masy / objgtosci proby powodowato
wzrost ilo$ci izolowanych zanieczyszczen w stosunku do analitow.

4.1.2. Izolacja analitow z prob biologicznych

Pierwszym zasadniczym elementem przygotowania materiatu przed doce-
lowa analiza elektroforetyczna (w przypadku prob tkankowych) byta homogeni-
zacja i eliminacja wielkoczasteczkowych substancji balastowych za pomoca,
odpowiednio dobranych (dla kazdej grupy zwiazkoéw) czynnikow deproteinizu-
jacych. Proces izolacji miat na celu ilosciowe ich przeniesienie z matrycy orygi-
nalnej do wtornej, czyli przeksztatcenie prob tkankowych do postaci roztworu.
Zastosowanie odpowiedniego czynnika odbialczajacego, wytrzasarki punktowe;j
1 tazni ultradzwigkowej okazalo si¢ bardzo przydatne w toku postgpowania ana-
litycznego. Podczas tego procesu usunigta zostata wigkszo$¢ endogennych sub-
stancji pochodzacych z matrycy biologicznej. Przeprowadzenie analitow do
wodnego elektrolitu przed podaniem do uktadu separacyjnego umozliwiato jed-
noczesnie usunigcie nierozpuszczalnych w wodzie substancji balastowych, kto-
rych wczesniejsza eliminacja z proby okazata si¢ nieskuteczna. Ewentualne
zwiazki balastowe, po rozpuszczeniu pozostalosci w roztworze boraksu, w toku
postepowania analitycznego, poddane dalszemu wirowaniu, ulegaty oddzieleniu
od wodnego roztworu analitu.
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Optymalizacja warunkow izolacji analitow

W ramach opracowywania procedury analitycznej przebadano rézne uklady
ekstrakcyjne, okreslajac wptyw poszczegolnych czynnikow na wydajnos¢ i sku-
teczno$¢ izolacji poszczegdlnych grup chemioterapeutykow. Stopien efektywno-
$ci izolacji analitoéw z matrycy oraz oczyszczenia ekstraktéw oceniono poréwnu-
jac wielkosci sygnatéw pochodzacych z prob badanych (kontrolnych) oraz prob
obciazonych substancjami wzorcowymi. Wielkosci odzyskow analitow wyzna-
czono jako procentowy stopien zgodno$ci miedzy wartoscia rzeczywista (nomi-
nalna), a wynikiem analizy, z zastosowaniem okreslonych rozpuszczalnikow.
Dla kazdej z grup chemioterapeutykow wykonano po 6 rownolegtych oznaczen
1 po wyliczeniu wartosci $rednich obliczano wielkosci odzyskéw. O wyborze
odpowiedniego rozpuszczalnika decydowata jego efektywnos¢ w procesie od-
bialczania oraz skutecznos$¢ izolacji substancji leczniczych z materiatu biolo-
gicznego. Na ryc. 3 i 4 przedstawiono wyniki badan wptywu rodzaju czynnika
ekstrakcyjnego na wydajnos¢ procesu izolacji réznych grup chemioterapeuty-
kéw z matrycy biologiczne;.

Wplyw acetonitrylu i TCA

W badaniach nad optymalizacja procedury przygotowania prob do analizy
porownywano skuteczno$¢ najczesciej stosowanych do ekstrakcji rozpuszczal-
nikow organicznych takich jak: acetonitryl, metanol, octan etylu, dichlorometan,
acetonitrylowy roztwor kwasu trichlorooctowego, aceton, chloroform lub ich
mieszaniny. Najbardziej efektywnym okazalo si¢ postgpowanie analityczne wy-
korzystujace acetonitryl lub 3% acetonitrylowy roztwor TCA. Analizy potwier-
dzity, iz dzigki zastosowaniu czynnikéw odbiatczajacych, opartych na acetoni-
trylu uzyskano wyzsze wartosci odzyskow analitow oraz otrzymano bardziej
przejrzyste zapisy elektroforetyczne. Na elektroforegramach zarejestrowano
mniej sygnatdéw pochodzacych od wielkoczasteczkowych substancji balasto-
wych. Wielkosci odzyskow przy uzyciu wybranych acetonitrylowych mieszanin
ekstrakcyjnych wynosity ponad 80%, a wartosci ich wzglednego odchylenia
standardowego wahaty si¢ w granicach 2 — 6%. Jednym z najskuteczniejszych
czynnikow deproteinizujacych okazat si¢ 3% acetonitrylowy roztwéor TCA.
Zwigkszanie zawartosci TCA w acetonitrylu nie poprawiato jednak efektywno-
$ci procesu izolacji analitow, lecz przeciwnie powodowato pojawienie si¢ do-
datkowych pikoéw w obrazie elektroforetycznym.
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Wplyw metanolu

Przy oznaczaniu substancji leczniczych trudno rozpuszczalnych w roztwo-
rach wodnych, metanol pemit rolg dodatkowego solubilizatora oraz czynnika
wspotstracajacego biatka. Mieszaniny acetonitrylu z metanolem okazaly si¢
szczegOlnie uzyteczne w procesie odbiatczania prob biologicznych, zawieraja-
cych anality o charakterze niepolarnym lub Srednio-polarnym.

Czynniki izolujace anality ACN ACN ACN ACN-
Extraction solvents 3%TCA 5%TCA MET-B
M Penicyliny / Penicillins L1 Tetracykliny / Tetracyclines
B Chinolony / Quinolones &3 Amfenikole / Amphenicols

Ryc. 3. Wplyw czynnika izolujacego na odzyski lekow (%) z tkanek zwierzecych (cz. I). ACN
3% TCA — 3% kwas trichlorooctowy w acetonitrylu, MET — metanol, B — bufor Mcllvaine’a
(pH =4,0) EDTA — 0,1 M roztwér EDTA-Na,

Fig. 3. Effect of different type of reagents on extraction recovery (%) of drugs from animal tissues
(part 1). ACN 3% TCA — 3% Trichloroacetic acid in acetonitrile, MET — methanol, B — Mcllvaine
buffer solution (pH = 4.0) EDTA — 0.1 M EDTA-Na,
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ACN ACN 3%TCA ACN-MET-B ACN-EDTA-B
Czynniki izolujace anality / Extraction solvents

B Linkozamidy / Lincosamides [J Sulfonamidy / Sulfonamides
B Aminoglikozydy / Aminoglycosides £ Iwermektyna / lvermectin
& Nifursol / Nifursol

Ryc. 4. Wplyw czynnika izolujacego na odzyski lekéw (%) z tkanek zwierzgcych (cz. II); objas-
nienia jak przy ryc. 3.

Fig. 4. Effect of different type of reagents on extraction recovery of drugs from animal tissues
(part Il); explanations as in fig. 3.
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Wplyw n-heksanu

Uzycie n-heksanu w toku procedury oczyszczania, miato na celu usunigcie
thuszczu z prob tkankowych. Badania te skierowane byly gtdwnie na oznaczanie
prob komercyjnych, gdyz wiasnie tkanki jadalne pochodzace z marketow,
w porownaniu z probami tkanek pochodzacych z hodowli eksperymentalne;,
zawieraty wigksze ilo$ci substancji o charakterze ttuszczow. Jednakze, pomimo
niezaprzeczalnej skutecznosci n-heksanu w eliminacji thuszczu z prob biologicz-
nych, jego wprowadzenie do procedury nie wplyngto na zmniejszenie ilosci
substancji balastowych. Ponadto, rezygnacja z dodatkowego rozpuszczalnika
organicznego miata aspekt zar6wno ekonomiczny jak i ekologiczny.

Wplyw wartosci pH, obecnosci buforu Mcllvaine’a oraz EDTA-Na,

Dobor rozpuszczalnikow do etapu przygotowania prob uwzglednial zrézni-
cowane wlasciwosci fizyko-chemiczne oznaczanych grup substancji leczni-
czych. Zaleznie od wartosci pH roztworow, niektore grupy zwiazkéw wystepo-
waé moga jako kationy, aniony lub jony obojnacze (amfoteryczne), inne nato-
miast moga tworzy¢ tylko formg anionowa lub obojetna (jak w przypadku chino-
lonow). Obecno$¢ grup karboksylowych, aminowych, ketonowych lub szeregu
innych podstawnikow wplywa na ich wlasciwosci kwasowo-zasadowe. Zrdzni-
cowana rozpuszczalno$¢, stopien jonizacji i odmienne warto$ci pKa (np. dla
sulfonamidow zakres pKa wynosi od 2 do 11 [38]) sprawiaja analitykom szereg
trudnosci zar6wno w trakcie procesu izolacji analitow z matrycy biologiczne;j,
jak i podczas analizy elektroforetycznej. Celem uzyskania wyzszych warto$ci
odzyskow, dla niektorych grup lekéw, niezbednym byto przeprowadzenie ho-
mogenizacji i odbiatczania prob w §rodowisku kwasnym. Stwierdzono, ze doda-
nie buforu Mcllvaine’a (roztwor 0,1 M kwas cytrynowego i 0,2 M fosforanu
disodowego 61,45: 38,55 (v/v), pH = 4,0) znacznie poprawia skuteczno$¢ proce-
su izolacji dla tetracyklin oraz penicylin. W trakcie procedury przygotowania
prob zawierajacych penicyliny, sulfonamidy oraz tetracykliny celowym byto
takze dodanie 0,1 M roztworu EDTA-Na,, ktory dzigki swoim wtasciwo§ciom
kompleksujacym umozliwil wydajniejsza izolacje analitow z matrycy, wiazac
jony metali wielowartosciowych. Jednakze w przypadku oznaczen innych grup
chemioterapeutykdéw dodanie czynnika chelatujacego oraz obecnos$¢ srodowiska
kwasnego nie miala istotnego wplywu na podniesienie efektywnos$ci procesu
izolacji analitdéw z materialu biologicznego.
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Lazinia ultradiwickowa

W procesie ekstrakcji substancji leczniczych z tkanek zastosowanie tazni ul-
tradzwigkowej umozliwito efektywna izolacje wszystkich grup analitéw z ma-
trycy biologicznej. Wprawdzie efektem jej zastosowania bylo rejestrowanie
wigkszej iloSci zanieczyszczen, jednak wysoka zdolno$¢ rozdzielcza uzytej
techniki elektroforetycznej sprawita, iz piki dodatkowo pojawiajacych zwiazkow
nie interferowaly z pikami analitow i tym samym nie przeszkadzaty w prawi-
dlowej interpretacji i ocenie wynikéw analiz. Stwierdzono réwniez, ze podwyz-
szenie temperatury tazni do 45°C zwigkszyto zdolno$¢ rozpuszczania analitow
i poprawito efektywno$¢ ekstrakcji. Podwyzszenie temperatury powyzej 50°C
powodowato stopniowa utrate analitow, bedaca wynikiem rozktadu (dotyczyto
zwiazkow termolabilnych). Zastosowanie tazni ultradzwigkowej okazato sig
pomocne przy rozpuszczania analitow zar6wno po odparowaniu warstwy aceto-
nitrylowej, jak rowniez przy koncowym etapie rozpuszczaniu pozostatosci,
przed podaniem préby do uktadu separacyjnego.

Odparowanie warstwy acetonitrylowej

Wstepnie przeprowadzone analizy i dane literaturowe [60] potwierdzily, ze
obecnos¢ acetonitrylu niekorzystnie wptywa na zdolnos¢ adsorbowania lekow
przez kolumienki oktadecylowe wybrane do kolejnego etapu oczyszczania eks-
traktow. Odparowanie warstwy acetonitrylowej po odwirowaniu i zlaniu znad
osadu okazato si¢ niezbgdne w dalszym postgpowaniu analitycznym z kilku
powodow. Po pierwsze, roztwory aplikacyjne analitow w acetonitrylu, nanoszo-
ne na kolumny ekstrakcyjne (SPE), nie powodowaly zatrzymania $rednio-
polarnych i amfoterycznych analitow na kolumienkach oktadecylowych (C-18).
Podejmowane proby rozcienczania woda tych ekstraktow nie zwigkszaly wydaj-
nos$ci procesu. Po drugie, obawy niektorych autorow przed znaczna utrata anali-
tow podczas odparowania na tazni wodnej okazaty si¢ nieuzasadnione, gdyz
wyciagi acetonitrylowe stosunkowo tatwo ulegaty odparowaniu, a zaobserwo-
wane straty analitow podczas tego procesu wynosily od 2 do 6%.

Analiza osocza i surowicy krwi

Plyny ustrojowe (tj. surowica i osocze krwi) po odpowiednim przygotowa-
niu nie wymagaty etapu homogenizacji, lecz jedynie wyodrebnienia analitu,
usunigcia biatek i ewentualnego wzbogacenia. Do badan farmakokinetycznych
wybrano dwa leki stosowane w weterynarii: tiamfenikol oraz iwermektyng. Naj-
skuteczniejszym czynnikiem usuwajacym wigkszo$¢ substancji balastowych
w procedurze oznaczania prob zawierajacych tiamfenikol okazat si¢ acetonitryl,



36 Piotr Kowalski

natomiast w przypadku iwermektyny najbardziej efektywna okazata si¢ miesza-
nina acetonitryl — metanol, w stosunku (v/v) 1: 1. Oddzielenie czgéci stalych
pochodzacych z matrycy od roztworu nastgpowato podczas wirowania. Po zla-
niu roztworu znad osadu, usunig¢cie warstwy organicznej przeprowadzano po-
dobnie jak w przy analizie prob tkankowych przez odparowanie na tazni wodne;.
Z uwagi na mozliwo$¢ rozktadu obecnych w probach lekow temperatura tazni
wodnej nie przekraczata 45°C.

Wstepnie planowany tok procedury analitycznej miat na celu otrzymanie
ekstraktow, w miarg mozliwosci, pozbawionych substancji balastowych. Jednak
catkowite ich usunigcie w trakcie procedury przygotowania prob powodowato
rozbudowanie metodyki o dodatkowe (niekiedy niepotrzebne) etapy ekstrakc;ji.
Wartosci odzyskow otrzymane po kilkuetapowych ekstrakcjach byly najczesciej
niezadowalajace. Przeprowadzona analiza specyficznosci zapisow elektrofore-
tycznych dla tetracyklin, streptomycyny, iwermektyny, nifursolu i tiamfenikolu
zadecydowata o zakonczeniu procedury oczyszczania na etapie ich izolacji
z materiatu biologicznego. W przypadku oznaczania w/w grup lekow skutecz-
no$¢ mieszanin ekstrakcyjnych, wykorzystanych w procesie izolacji analitow
i odbiatczaniu prob sprawita, ze dodatkowe etapy oczyszczania staly si¢ zbedne.
Natomiast oznaczanie pozostalych grup wymagato podjecia dalszych czynnos$ci
analitycznych, majacych na celu oczyszczanie ekstraktéw w stopniu umozliwia-
jacym selektywne oznaczenie jednoczesnie kilku substancji.

4.1.3. Optymalizacja procedury oczyszczania ekstraktow

Podobne jak przy izolacji analitow, dobranie odpowiedniego sposobu
oczyszczania ekstraktu przeprowadzano w oparciu o kryteria, uwzgledniajace
zroznicowane wlasciwosci fizyko-chemiczne oznaczanych zwiazkow leczni-
czych oraz szeroki asortyment badanych materiatow. Wysokosprawne techniki
separacyjne wymagaja z reguly calkowitego usuniecia substancji balastowych
przed analiza. Stad procedury opisujace przygotowania prob do analiz chroma-
tograficznych zawierajg czgsto ultrafiltracje, dializy, kilkukrotne ekstrakcje LLE
badz potaczenia LLE i SPE.

Ekstrakcja typu LLE

Optymalizacj¢ warunkow dalszego oczyszczania ekstraktow rozpoczgto od
porownania efektywnosci dwoch sposobow oczyszczania: LLE oraz SPE.
W zaleznosci od grupy chemicznej oraz rodzaju badanych materiatéw, przepro-
wadzono testy, wykorzystujace kilka najczesciej stosowanych w tym celu roz-
puszczalnikow, takich jak: chloroform, dichlorometan, octan etylu. Ekstrakcje
przeprowadzano przy zréznicowanych warto$ciach pH. Pomimo, ze ekstrakcja
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w do fazy cieklej wydawata si¢ jedna z prostszych metod oczyszczania prob, to
jej gtéwna wada bylo znaczne zuzycie rozpuszczalnikoéw organicznych, (co
w przypadku oznaczen seryjnych okazuje si¢ dos¢ istotne). Celem minimalizacji
strat analitow, ktoére moglyby powsta¢ w trakcie odparowania rozpuszczalnika
oraz zmniejszenia ilosci potencjalnych zanieczyszczen, ekstrakcje prowadzono
w $rodowisku zasadowym, przeprowadzajac anality w zwiazki tatwo rozpusz-
czalne w rozpuszczalnikach organicznych. Nastgpnie, po odparowaniu warstwy
organicznej, pozostalo$¢ rozpuszczano w wodnym 2 mM roztworze tetraboranu
sodowego, wirowano i poddawano analizie elektroforetycznej. Otrzymane wiel-
kosci odzyskéw oznaczanych substancji leczniczych byly dos$¢ zréznicowane
i nie we wszystkich przypadkach speliaty wymogi stawiane oznaczeniom ilo-
sciowym.

Ekstrakcja typu SPE

Roéwnolegle przeprowadzono analizy z zastosowaniem ekstrakcji do fazy
statej, opartej na zastosowaniu krzemionkowych lub polimerycznych materia-
16w, powierzchniowo-zmodyfikowanych, stanowiacych wypehienia kolumie-
nek polipropylenowych. Wzrost czutosci i selektywno$ci metody uzyskano
dzigki adsorbowaniu analitéw na stalym wypetnieniu, a nastgpnie ich wymywa-
niu (elucji) niewielka iloscia odpowiedniego rozpuszczalnika. Jednym z etapow
optymalizacji metody bylo poréwnanie wypekien kolumienek ekstrakcyjnych,
na ktorych anality byly zatrzymywane. W badaniach wykorzystano kolumienki
z wypehieniami: niepolarnymi (oktadecylowymi — krzemionka modyfikowana
grupami alkilowymi, C-18), polarnymi (cyjanowymi) oraz polimerycznymi (sty-
renowo-diwinylobenzylowymi, SDB1). Przeprowadzane analizy miaty na celu
dobér takich wypehien, ktorych oddziatywanie z analitami bgdzie wigksze niz
pomigdzy matryca i oznaczanymi substancjami leczniczymi. Procedure selek-
tywnego oczyszczania technika SPE rozpoczgto od kondycjonowania sorbentow
metanolem oraz przemywania woda. Po naniesieniu wodnych roztworow eks-
traktow, przesaczano je przez wypetnienia. Nastgpnie kolumienki przemywano
wlasciwymi dla danego ztoza roztworami, wymywajac sktadniki, ktére nie sta-
nowity przedmiotu badan. Przed przystapieniem do elucji kolumienki osuszano,
a osadzone na zlozu anality wymywano odpowiednio dobranym rozpuszczalni-
kiem (najczegsciej wybieranym byt metanol). Tak zebrane ekstrakty odparowano
do sucha (w temp. 45°C), a nastgpnie rozpuszczono w roztworze 2 mM tetrabo-
ranu sodu. W trakcie catej procedury nie dopuszczano do wysuszenia wypetnien
kolumienek, jedynie przy zmianie roztwordw o roznej polarnosci oraz przed
elucja analitow zloza byly suszone. W trakcie ustalania warunkéw pracy uktadu
SPE, kolumienki podltaczone byty poprzez komorg ci$nieniowa do membrano-
wej pompy prézniowej. Umozliwilo to regulacje wysokosci podcis$nienia i usta-
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lenie powtarzalnych przeptywow kolejnych roztwordéw przez wypetnienia kolu-
mienek.

Analizy wykazaty, ze przy zastosowaniu kolumienek oktadecylowych do
analiz wybranych grup lekow odzyski wahaty si¢ w granicach 82 — 96% dla
kolumienek oktadecylowych, 58 — 86% dla cyjanowych, 67 — 96% dla SDBI.
Do dalszej optymalizacji procedury oczyszczania prob wybrano kolumienki
oktadecylowe ze wzgledu na najmniejsze odchylenia standardowe (5 — 6%)
otrzymanych wielko$ci.

Celem zobrazowania wynikéw przeprowadzonych analiz na ryc. 5 przed-
stawiono wartosci odzyskow dla wybranych sulfonamidéw uzyskane za pomoca
dwoch typow ekstrakeji. Zapis elektroforetyczny ekstraktu prob tkanki migsnio-
wej, zawierajacej sulfonamidy zaprezentowano na ryc. 6.

SPE LLE
B Sulfametazyna / Sulfamethazine O Sulfamerazyna / Sulfamerazine
B Sulfafurazol / Sulfafurazole [ Sulfametoksazol / Sulfametoxazole

B Sulfatiazol / Sulfathiazole

Ryc. 5. Poréwnanie odzyskéw wybranych sulfonamidéw po zastosowaniu dwoch typdéw ekstrak-
cji.
Fig. 5. Comparison of recovery of chosen sulfonamide drugs after extraction by LLE and SPE.
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Ryc. 6. Elektroferogram probki drobiowej tkanki mig§niowej, zawierajacej wzorzec wewnetrzny
(I.S.), o stgz. 1 pg/g oraz oznaczane sulfonamidy, o stgz. 0,2 ug/g proby tkankowej; 1.S. — sulfani-
lamid, 1 — sulfametazyna, 2 — sulfamerazyna, 3 — sulfafurazol, 4 — sulfametoksazol, 5 — sulfatiazol,
T —czas, ABS — absorbancja (107).

Fig. 6. Electropherogram of poultry muscle sample containing internal standard (1.S.) at conc. 1
ug/g and analyzed sulfonamides at concentration 0.2 ug/g of sample; LS. — sulfanilamide, 1 —
sulfamethazine, 2 — sulfamerazine, 3 — sulfafurazole, 4 — sulfametoxazol, 5 — sulfatiazole, T — -
time, ABS — Absorbance (1 03).

Wyniki badan przeprowadzone dla réznych grup chemioterapeutykow wy-
kazaly, iz technika SPE stanowi najbardziej efektywny proces przygotowania
prob, gdyz oprocz usunigcia wigkszosci substancji balastowych moze stanowic
etap wzbogacajacy proby w anality. Analiza wielkosci odzyskéw i selektywno-
$ci oznaczen analitow zadecydowata o przyjeciu techniki SPE w dalszych bada-
niach optymalizacji procedury.
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TKANKI JADALNE OSOCZE /| SUROWICA
Gg KRWI (0,5 ml)
. |

HOMOGENIZACJA
¥

WZORZEC WEWNETRZNY
v

IZOLACJA ANALITOW

ACN/3% TCA - ACN/metanol/EDTA-Na, /bufor Mcllvaine’a)

y

ODPAROWANIE WARSTWY ORGANICZNEJ

2

ROZPUSZCZENIE W WODNYM
ROZTWORZE BUFORU

L 2
EKSTRAKCJA SPE (C 18)

y
ODPAROWANIE METANOLOWEGO
EKSTRAKTU I ROZPUSZCZENIE
W WODNYM
ROZTWORZE BUFORU

A

A

ANALIZA ELEKTROFORETYCZNA

v v
TETRACYKLINY 200 (280) nm PENICYLINY 200 nm
SIARCZAN ' AMFENIKOLE 200 nm
STREPTOMYCYNY 200 nm LINKOZAMIDY 200 nm
NIFURSOL 214 nm SULFONAMIDY 254 nm
IWERMEKTYNA 254 nm CHINOLONY 280 nm

Ryc. 7. Schemat postgpowania analitycznego przy elektroforetycznym oznaczaniu lekow w mate-
riale biologicznym.
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Edible Tissues Plasma or serum
Gg (0,5 ml)
v
l Homoeenization
v A
! Internal Standard l
v
Extraction

ACN/3% TCA - ACN/methanol/EDTA-Na,/Mcllvaine’a buffer solution

I

Evaporation of organic layer

v

Dissolution in 2 mM Sodium tetraborate
aqueous solution

]
SPE Extraction (C 18)

L]

Evaporation of methanol extracts
and dissolution in 2 mM Sodium
tetraborate aqueous solution

v \
Analysis by Capillary Electrophoresis

v y
TETRACYKLINES 200 (280) nm PENICILLINS 200 nm
STREPTOMYCIN AMPHENIKOLS 200 nm
SULPHATE 200 nm LINCOSAMIDES 200 nm
NIFURSOL 214 nm SULPHFONAMIDES 254 nm
IWERMECTIN 254 nm QUINOLONES 280 nm

Fig. 7. Analytical procedure of electrophoretic drug determination in biological material — sche-
me.
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Tabela 2. Materiat badawczy, grupy lekow oraz wybrane elementy optymalizacji procedury przy-
gotowania prob do analizy.

Table 2. Investigative material, groups of medicines and some of parameters of procedure optimi-
zation of samples for analysis.

Material Czynnik Oczyszczanie
badawczy Zwierzeta Anality odbialczajacy ekstraktu
Analyzed Animals Analytes Deproteinizing Clean-up
material agent of extract
Indyki, kury, Siarczan ACN (6 ml)
Swinie streptomycyny -
Tkanki jadalne Kury Amfenikole ACN (6 ml) SPE (C-18)
(miegénie, watro- | Indyki, kury Linkozamidy ACN (6 ml) SPE (C-18)
ba, nerki, skora/ | Indyki, kury Sulfonamidy ACN (6 ml) SPE (C-18)
thuszcz) Indyki, kury, . 3% TCA / ACN
The edible s’wiiie > | Chinolony 6 m) SPE (C-18)
tissues (muscle, 3%TCA/ACN
kidney, liver, Indyki, kury, - 2 ml
skin with far) s'wii]lie > | Penicyliny fnetagol (2 ml) SPE (C-18)
EDTA-Na, (1 ml)
Indyki Nifursol ACN (6 ml) —
Ryby ACN (2 ml)
Migsnie / Musc- | (karasie, TetracyKliny bufor Mcllvaine’a B
le pstragi, kar- (2 ml)
pie) EDTA-Na, (1 ml)
. ACN (2 ml
1(0)150026 krwi Konie, éwinie Iwermektyna metan(ol ( )ml) B
asma
Surowica krwi Indyki Tiamfenikol ACN (3 ml) B
Serum

W kolejnym etapie procedury przygotowania prob, metanolowe ekstrakty
odparowano na tazni wodnej, a sucha pozostalo$¢ rozpuszczono w 2 mM roz-
tworze tetraboranu sodowego, odwirowano i poddawano analizie elektrofore-
tycznej. Nierozpuszczalne pozostatosci substancji balastowych zostaly oddzielo-
ne od wodnego roztworu analitow podczas wirowania prob.

Efektem przeprowadzonych badan bylo opracowanie procedury postgpowa-
nia analitycznego, umozliwiajacego iloSciowe oznaczanie dziewigciu grup che-
mioterapeutykow.
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4.2. Warunki separacji elektroforetycznej
4.2.1. Analityczna dhugos¢ fali

Analityczng dtugos¢ fali dla poszczegélnych chemioterapeutykow wyzna-
czono na podstawie ich widm spektrofotometrycznych. Wigkszo$¢ wybranych
do analizy lekow charakteryzowala si¢ zdolno$cia absorbowania $wiatta nadfio-
letowego (UV) przy kroétkich dlugosciach fal (A = 190 — 205 nm). Dla penicylin,
tetracyklin, amfenikoli, linkozamidéw A = 200 nm stanowita analityczna dlugosc¢
fali z wyboru, gdyz chromofory wymienionych zwiazkéw najlepiej absorbowaty
wiazke promieniowania UV w krotkim zakresie fal. Dokonane zapisy widm
wykazaty ponadto, iz tetracykliny i sulfonamidy, oprocz mozliwos$ci oznaczania
przy charakterystycznych dla siebie dtugo$ciach fal: przy 280 nm i 254 nm, ab-
sorbuja takze $wiatto UV w zakresie krotkich fal. W przypadku tetracyklin zo-
stalo to wykorzystane przy opracowaniu metodyki ich elektroforetycznego
oznaczania. Przy stosowaniu metod chromatograficznych, ktoére jako fazy ru-
chomej uzywaja rozpuszczalnikow organicznych, oznaczanie lekow przy krot-
kich dlugosciach fal UV stanowi czgsto istotny problem. Rozpuszczalniki,
wchodzace w sktad faz chromatograficznych rownie dobrze jak oznaczane
zwiazki, absorbuja swiatlo UV w krotkim zakresie fal, stad stosunkowo wysokie
ich tla nie sprzyjaja oznaczaniu tych zwiazkow. Natomiast bufory separacyjne
stosowane w CE sa ztozone gtownie z roztworéw wodnych, dzigki czemu poja-
wiajace si¢ tlo jest minimalne lub praktycznie zerowe. Dlatego do oznaczen
chemioterapeutykéw posiadajacych chromofory, absorbujace przy krotkich diu-
gosciach fal preferowane byly wodne roztwory buforow bez dodatkéw modyfi-
katoréw organicznych.

4.2.2. Kondycjonowanie systemu

Uzyskanie powtarzalnych wynikow analiz oraz stabilnej linii absorbancji
w zapisie elektroforetycznym wymagato przeprowadzenia szeregu czynno$ci
przygotowawczych przed rozpoczeciem analiz. Dotyczyly one gtownie kapilary
i uktadu detekcji. W ramach kondycjonowania systemu elektroforetycznego
przeptukiwano kapilary kolejno: ptynem regeneracyjnym (2 min), woda trzy-
krotnie destylowang (2 min) oraz buforem elektrolitycznym (1 min). Cykl taki
miat za zadanie usunigcie ewentualnych drobnych zanieczyszczen wewnatrz
kapilary i stworzenie warunkow, umozliwiajacych wytworzenie przeptywu elek-
troosmotycznego. Podobne czynnosci ptukania dokonywano po zakonczeniu
cyklu analiz, pozostawiajac kapilar¢ wolna od jakichkolwiek roztworéw. Po
kazdej separacji elektroforetycznej stosowano dodatkowe, 10-sekundowe ptuka-
nie metanolem.
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W ramach kondycjonowania koniecznym bylto takze odpowiednie nagrzanie
lampy UV 1 ustabilizowanie temperatury ptynu chtodzacego (coolant) otaczaja-
cego kapilare. Dokonywano tego za pomoca sterowanej komputerem funkcji
wlaczajacej 1 nagrzewajacej lampe oraz termostatu stabilizujacego temperature
ptynu chlodzacego z doktadnoscia do £+ 0,1°C. Wszystkie procedury zwigzane
z kondycjonowaniem uktadu (cykle ptukania kapilary, nagrzania lampy oraz
stabilizacji temperatury) przeprowadzano jednocze$nie w ciagu 20 — 25 min.

4.2.3. Ustalanie parametréw separacji elektroforetycznej

Badania przeprowadzane byly na aparacie do elektroforezy kapilarnej
P/ACE 2100 firmy Beckman (Fullerton, USA) wyposazonym w detektor UV ze
zmienng dhugoscia fali oraz system akwizycji danych (Gold). Do analiz stoso-
wano niemodyfikowane kapilary krzemionkowe o catkowitej dlugosci
47 — 77 cm i $rednicy 50 — 75 um. W przypadku oznaczen tetracyklin do badan
zastosowano kapilare ,,banieczkowa” (bubble cell capillary) o rozszerzonej
srednicy (150 pum) celki detekcyjnej (ELP). Analizy przeprowadzono stosujac
typowe ustawienie polaryzacji elektrod, kiedy katoda (elektroda natadowana
ujemnie) lokalizowana byta od strony detektora, anoda natomiast znajdowala si¢
od strony podawania proby do uktadu separacyjnego. Wprowadzanie préb do
uktadu dokonywano sposobem hydrodynamicznym przez umieszczenie jednego
z koncow kapilary w szczelnym zbiorniku z ekstraktem i zastosowanie wysokie-
go cisnienia (3,45 kPa). Zmiang wielkos$ci nastrzyku i kolejnos$ci analizowanych
préb przeprowadzano przy uzyciu specjalnego oprogramowania oraz automa-
tycznego podajnika probek.

Optymalizacja metodyki oznaczania elektroforetycznego miata na celu uzy-
skanie satysfakcjonujacej rozdzielczosci (R > 1,0) analitow w stosunkowo krot-
kim czasie. Opracowujac parametry separacji elektroforetycznej wzigto pod
uwage kilka czynnikéw, charakteryzujacych bufor elektrolityczny (jego sktad
i pH) oraz parametry zwiazane z aparatura (Srednica i dlugos¢ kapilary, czas
nastrzyku, wielko$¢ przyktadanego napigcia, temperatura analizy oraz warunki
detekcji). Wszystkie te parametry w réznym stopniu wplywaty zarowno na wy-
dajnos¢, powtarzalnos¢, selektywno$¢, jak i precyzje oznaczania.
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Tabela 3. Parametry separacji elektroforetycznej stosowane przy oznaczaniu chemioterapeutykow.
Table 3. The electrophoretic conditions of analyzed drugs separation.

Aparatura / Equipment

P/ACE 2100, detektor UV ze zmienng dlugoscia fali
A selectable fixed—wavelength UV detektor

Kapilara / Capillary

Krzemionkowa, niemodyfikowana / Silica, unmodified
o.d.: 375 pm, i.d.: 50 — 75 pm, dtugos¢ / length 47 — 77 cm
do oznaczen tetracyklin zastosowano kapilar¢ ,,banieczkowa”
o wewngtrznej $rednicy celki  detekcyjnej 150 um
for tetracyclines determination was used ELP capillary with
bubble cell i.d. 150 um

Mode of polarization

Przykladane napiecie _
Applied voltage 16-22kvV

Katoda umieszczona od strony detektora, anoda od strony
Polaryzacja elektrod wprowadzania proby do uktadu (miejsca nastrzyku) / Detector

was set on the cathode end, analytes were introduced into the
capillary at anode

Nastrzyk
Injection time

Pneumatyczny (hydrodynamiczny) / Hydrodynamic
2-5s

Temperatura analizy
Temperature
Czas analizy
Analysis time

22,0 (+0,1)°C

4 — 12 min

o.d. — érednica zewnetrzna (outside diameter); i.d. — $rednica wewnetrzna (internal diameter)

4.2.4. Czynniki wplywajace na optymalizacj¢ oznaczania elektroforetycz-
nego

Bufor elektrolityczny

Dobierajac sktad i pH buforu separacyjnego dla danej grupy chemicznej
zwiazkow kierowano si¢ jego: niewielkim wspotczynnikiem absorpcji przy wy-
branej dtugosci fali (dla detektora UV), odpowiednia pojemnoscia buforowa
w wyselekcjonowanym zakresie pH oraz ruchliwoscia elektroforetyczna zblizo-
na do ruchliwos$ci analitow. Wybor odpowiedniego stezenia sktadnikow proby
miat na celu zoptymalizowaé wysoko$¢ i ostro$¢ otrzymywanych pikow w zapi-
sie elektroforetycznym (zbyt niskie stgzenie powodowato otrzymanie mniej
ostrych pikow, zbyt wysokie natomiast zmniejszato szybkos¢ przeptywu elek-
troosmotycznego). Najbardziej ostre piki uzyskiwano w warunkach, kiedy ru-
chliwosci elektrolitu i oznaczanych substancji byly zblizone. Przy dobieraniu
buforu elektrolitycznego, podobnie jak przy opracowaniu procedury przygoto-
wania prob, uwzgledniano nie tylko zréznicowana struktur¢ chemiczna analitow,
ich zdolno$¢ do rozpuszczania w rozpuszczalnikach polarnych badz niepolar-
nych, ale przede wszystkim ich rézne wartosci pKa. Przyktadowo: chinolony
posiadaja przewaznie dwie wartosci pKa (okoto 6 i 9), stad w buforach kwa-
$nych wystepuja w formie kationowej, natomiast w zasadowych — w formie
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anionow. W buforach obojetnych (pH okoto 7) najczesciej przybieraja forme
jondw obojnaczych, trudno rozpuszczalnych w rozpuszczalnikach polarnych.
Tetracykliny charakteryzuja si¢ trzema wartosciami pKa (3,3/7,7/9,3), natomiast
sulfonamidy dwoma zakresami pKa (3 — 3,5/5 — 11) [38]. Obnizenie wartosci
pH buforu ponizej stalej dysocjacji kwasowej (pKa) analitow powoduje wzrost
ilosci formy zdysocjowanej, podobnie jak podniesienie warto$ci pH powyzej
statej dysocjacji zasadowej (pKb). Z uwagi na zréznicowanie strukturalne ozna-
czanych grup chemioterapeutykow oraz szeroki zakres wartosci pKa wszystkich
analitow dobranie jednego roztworu elektrolitycznego byto niemozliwe. Dla
kazdej z badanych grup opracowano optymalny skiad i dobrano stgzenia po-
szczegblnych sktadnikoéw buforu (tab. 4), pozwalajace na rozdzielenie wszyst-
kich analitow z danej grupy.

Wplyw modyfikatorow organicznych

Celem zwigkszenia rozpuszczalno$ci analitow oraz efektywnos$ci separacji
elektroforetycznej do buforu wprowadzano dodatki réznych modyfikatorow
organicznych (takich jak: metanol, acetonitryl, aceton). Najbardziej uzytecznym
okazatl si¢ metanol. Jego obecno$¢ w buforze separacyjnym w istotny sposob
zmieniata polarno$¢ i lepkos¢ elektrolitu [21], przy okazji powodujac zmiany
wielkosci EOF i mobilnosci elektroforetycznej analitow. Wptywajac nieznacznie
na zmiang fadunku rozdzielanych komponentéw proby oraz na stopien jonizacji
wewngetrznej Sciany kapilary, metanol spowalnial EOF oraz wydtuzat czasy mi-
gracji analitow. W celu uzyskania efektywnego rozdzielenia najbardziej opty-
malnym okazato si¢ zastosowanie 20% (v/v) metanolu przy oznaczaniu sulfo-
namidow, a w przypadku oznaczen iwermektyny 25% (v/v).

Wplyw zwiqzkow powierzchniowo-czynnych

Do jednoczesnego oznaczania analitow zjonizowanych i obojetnych wyko-
rzystano zdolno$¢ tworzenia miceli przez zwiazki powierzchniowo-czynne (sur-
faktanty), ktore dodawano w odpowiednim st¢zeniu do buforu elektrolitycznego.
Do tworzenia miceli uzyty zostat SDS, anionowy zwiazek powierzchniowo-
czynny o charakterystycznym niepolarnym wnetrzu. Czasteczki obojetne (niepo-
larne) dostajac si¢ do wnetrza miceli, migrowaty wewnatrz kapilary wolniej od
szybkosci EOF, w efekcie umozliwiajac separacj¢ analitow. Oznaczane zwiazki
lecznicze charakteryzowatly si¢ czesto amfoterycznym charakterem lub zblizona
struktura chemiczng, a posiadajac niekiedy identyczny stopien tadunku prze-
mieszczaty si¢ wzdhuz kapilary z jednakowa predkoscia. Dopiero obecnos¢ fazy
micelarnej pozwalata na zréznicowanie ich predkosci elektroforetycznych. Prze-
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testowano rozne stgzenia SDS w zakresie 10 — 50 mM, jednak najefektywniejsze
separacje otrzymano przy zastosowaniu 25 mM SDS.

Kapilara

Parametry kapilary, takie jak dtugos¢ i $rednica, miaty wptyw nie tylko na
sprawno$¢ uktadu i czas analizy, lecz takze na objgto$¢ nastrzykiwanej proby.
Wstepne analizy przeprowadzano przy uzyciu kroétkich kapilar o stosunkowo
duzej $rednicy. Zmniejszenie przekroju kapilary powodowalo zmniejszenie
efektu rozmycia pasm (poprzez obnizenie ilosci wydzielanego ciepta Joule’a,
ponadto nieznacznie wydluzato czas migracji analitow. Efektem uzycia kapilar
o waskiej $rednicy bylo ograniczenie zdolnosci detekcji poprzez skrocenie
optycznej drogi $wiatta (dotyczy detekcji typu on-line dla detektoréw UV-Vis
i fluorescencyjnych). Natomiast wydtuzanie kapilary (przy okre§lonym napigciu
1 zastosowaniu tego samego elektrolitu) powodowato zwigkszenie czasu rozdzia-
hu analitow. Optymalne parametry kapilar uzytych do rozdzielania chemiotera-
peutykow zebrano w tab. 5.

Napigcie i temperatura

Wazrost przyktadanego napigcia powodowat skrocenie czasu analizy i pogor-
szenie rozdzielczo$ci z powodu poszerzania si¢ pasm. Byto to bezposrednim
skutkiem wydzielania wigkszych ilosci ciepta, ktore bez efektywnego systemu
chlodzenia (jak wykazaly analizy) trudniej ulegato rozproszeniu. Efektem prze-
grzewania si¢ elektrolitu byla zmiana jego lepkos$ci i przewodnictwa, co wpty-
wato na zmiang szybko$ci migracji poszczegélnych analitow i powodowato
nieznaczny wzrost rejestrowanego natezenia pradu (o kilka pA). Wahania tem-
peratury w trakcie separacji elektroforetycznej rowniez powodowaly zmiang
lepkosci buforu (oraz granicznego stgzenia micelarnego — dotyczy MEKC), co
przy oznaczeniach ilo$ciowych skutkowato brakiem wymaganej powtarzalno$ci
sygnalow pochodzacych od analitow. Na podstawie przeprowadzonych badan
uwzgledniajacych utrzymanie statych wielkosci przyktadanego napigcia i tempe-
ratury analizy stwierdzono, ze bez skutecznego systemu chtodzenia nie byto
mozliwe uzyskanie powtarzalnych wynikéw analiz ilo$ciowych (tzn. wspot-
czynnika korelacji r > 0,999).

Czas nastrzyku

Wstepne analizy elektroforetyczne oznaczanych substancji leczniczych
przeprowadzono stosujac nastrzyk hydrodynamiczny przez 1, 2, 5, 7 oraz 10
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sekund. Badania okreslajace wplyw wielkosci nastrzyku na intensywnos¢ sygna-
hu i efektywno$¢ separacji wykazaty, iz dluzszy czas nastrzyku generowat sil-
niejszy sygnat (wielkosci te dotyczyty zarowno wysokosci jak i pola powierzch-
ni pod pikiem), jednakze w miarg wzrostu objgtosci nastrzykiwanej proby mala-
la efektywnos$¢ separacji. Ponadto dtuzszy czas nastrzyku powodowat nieznacz-
ne skrocenie czasu migracji analitow. Najbardziej optymalnym okazaty si¢ czasy
nastrzyku w granicach 2 do 5 s, co odpowiadato okreslonej objgtosci wprowa-
dzanej do uktadu proby od 8 do 20 nl.

Dob6r parametrow przeprowadzony w ramach optymalizacji metody ozna-
czania wybranych grup chemioterapeutykow z praktycznego punktu widzenia
stanowit kompromis pomig¢dzy selektywnos$cia, wydajnoscia i efektywnoS$cia
separacji, a czasem analizy elektroforetycznej. Zoptymalizowane parametry
analizy elektroforetycznej zebrano w tabelach 4 1 5.

Tabela 4. Zebrane parametry analizy elektroforetycznej dla oznaczanych zwiazkow (cz. II).
Table 4. Summary electrophoretic parameters for analytes (part I1).

Ll . Czas Czas
Grupa lekéw Dlugos¢ fali Napiecia Temp. nastrzyku analizy
Group of drugs UV wavelength Voltage Temp. Injection Analysis

Y ¢ (nm) (kV) 0 tiine (s) | time (Jr)nin)

Penicyliny 200 16 22 2 6,0
Tetracykliny 200 20 22 5 7,0
Aminoglikozydy 200 20 25 2 5,0
Amfenikole 200 20 22 2 4,0
Linkozamidy 200 16 22 2 9,0
Sulfonamidy 254 20 22 2 6,0
Chinolony 280 16 22 2 8,0
Awermektyny 254 22 25 7 6,0
Nitrofurany 214 20 25 5 12,0
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Tabela 5. Zebrane parametry analizy elektroforetycznej dla oznaczanych zwiazkéw (cz. ).
Table 5. Summary electrophoretic parameters for analytes (part I).

Anality i ich czasy

LS.

pH=283

. . . . . Bufor Kapila-
Grupa lekéw migracji (czas migracji separacyin ra
Group of Analytes and their migration p yiny .
L, A The separation Capilla-
drugs migration times time) buffer
(min) (min) "y
. 40 mM H;BO;
Penicyliny Amo!(syc.yhna (4.6) Chlorowodo- 2,5 mM Na,B,0, 67 cm /.
S Ampicylina (4,7) rek efedryny
Penicillins . 1. 2 mM Na;PO, 75 pm
Penicylina G (4,8) (3,6) pH =735
Chlorowodorki: Chlorowodo- 20 mM H;BO; 57 cm/
Tetracykliny tetracykliny (5,0) rok efedr 2 mM Na,B,0O, 75 um,
Tetracyclines | oksytetracykliny (5,2) (3.4) yny 20 mM NaH,PO, ELP:
doksycykliny (5,3) ’ H;PO,pH =27 (150 pm)
Aminogliko- Chlorowodo- 2,5 mM H;BO;
zydy Siarczan streptomycyny . . 2,5 mM Na,B,0, 57 cm/
rek lidokainy
Aminoglyco- 3,4) 2.6) 15 mM NaH,PO, 75 um
sides ’ H;PO,pH=2,5
. Florfenicol (2,7) . 10 mM Na,B,0;
A{*mfzmk.‘ﬂel Tiamfenikol (2.8) zulr;‘“hma 25 mM SDS 3; Cﬁ/
MPREMCOLS 1 chloramfenikol (3,2) ’ pH=93 K
Linkozamid Chlorowodorki: Chlorowodo- 10 mM Na,B,0, 57 em/
. 1y linkomycyny (7,1) rek efedryny 25 mM SDS
Lincosamides . 75 um
klindamycyny (7,9) (6,9) pH=93
Sulfametazyna (4,2)
Sulfatiazol (4,3) o
Sulfonamidy | Sulfamerazyna (4.4) Sulfanilamid %g rﬁl\(/lvgzl Igegml 67 cm /
1YY | Sulfametoksazol (5,5) 2 24%T
Sulfonamides 4,1) 25 mM SDS 75 um
Sulfachloropyrazyna pH=93
(6,0) ’
Sulfafurazol (6,3)
Lomefloksacyna (4,8) 40 mM H;BO,
Norfloksacyna (4,9) 2.5 mM NasB.O
Chinolony Cyprofloksacyna (5,1) Indometacyna 2’ M Na P204 7 57 cm/
Quinolones Ofloksacyna (5,3) (6,2) 25 mM TEISA‘ 75 um
Enrofloksacyna (5,6) H=175
Cinoksacyna (6,7) P ’
-0,
Chlorowodo- %(S)rfl)l\glvgz)l r}rgle(t;nol
L . 25407
if;ixil;y;y Iwermektyna (4,2) flek 1IIPTAML 1 6 ;MM NaH,PO, ‘5‘(7) CE/
Y 10 mM H;BO; K
25 mM H;BO;
Nitrofurany Nifursol (11,1) rce}llke)?e)(\;;oio_ 25 mM Na,B,0, 77 cm /
Nitrofuranes ’ 5.2) YY1 25 mM NaH,PO, | 75 um

L.S. — wzorzec wewngtrzny (Internal Standard), Parametry kapilar: dtugo$¢ / Srednica wewngtrzna
(Capillary parameters: Length / Internal Diameter)
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4.2.5. Dobdr wzorca wewnetrznego

Dla kazdej z oznaczanych grup wybrano zwiazek, pelniacy role wzorca we-
wnetrznego. Jego obecno$¢ w probach poddawanych procedurze oczyszczania
umozliwita wzrost powtarzalnosci wynikéw oraz uzyskanie wysokich wspot-
czynnikéw korelacji. Dobierajac wzorzec wewnetrzny uwzgledniano jego czas
migracji, niekolidujacy z czasami migracji analitow i substancji balastowych,
charakter chemiczny oraz zdolnosci absorpcyjne (analogiczne jak oznaczanych
substancji leczniczych). Wysokie wartosci odzyskow (przekraczajace 84%),
potwierdzily ich przydatnos¢ w toku opracowanego postgpowania analityczne-
go. Wybrane do analiz substancje, petniace rolg wzorcoOw wewngtrznych oraz
ich czasy migracji zebrano w tab. 5. Wielko$ci wyznaczonych dla nich odzy-
skow przedstawiono na ryc. 8.

LJLIDOC.
& IMIPR.
FLUM.
& SULF.
& INDOM.

o

b

B

Wielkosci odzyskow

B

S

o
b
e
>

Ryc. 8. Wielkosci odzyskoéw (%) dla wybranych substancji pelniacych rolg wzorcow wewngtrz-
nych: LIDOC. — lidokainy chlorowodorek, IMIPR.— imipraminy chlorowodorek, FLUM. — flume-
china, SULF. — sulfanilamid, INDOM. — indometacyna.

Fig. 8. The recovery values (%) for internal standard substances: LIDOC. — lidocaine hydrochlo-
ricde, IMIPR.— imipramine hydrochloride, FLUM. — flumquine, SULF. — sulfanilamide, INDOM.
— indomethacin.

4.3. Ocena procedury przygotowania prob do analizy
pozostalosci lekow i badan farmakokinetycznych

Opracowang metodyke poddano badaniom weryfikujacym jej przydatnosé
do zatozonych celéw. Przeprowadzono oceng statystyczng otrzymanych wyni-
kéw, jak rowniez wykazano mozliwos$ci zastosowania opracowanej metodyki do
rutynowych badan kontrolujacych wystgpowanie pozostatosci chemioterapeuty-
kéw w probach tkankowych. W przypadku niektérych lekow (iwermektyny,
tiamfenikolu) potwierdzono takze przydatno$¢ metody elektroforetycznej do
badan farmakokinetycznych i oceny biodostgpnosci.
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4.3.1. Przydatnos¢ do oznaczen w r6znym materiale, pochodzacym od
réznych gatunkéw zwierzat hodowlanych

Mozliwos$ci zastosowania elektroforetycznych metod do oznaczen lekéw
w materiale biologicznym sprawdzono analizujac rozne proby tkankowe: krew,
migsnie, watrobe, nerki, skére z tluszczem, ptucka, serca, zotadki oraz jaja.
Tkanki te pochodzity od réznych gatunkéw zwierzat: drobiu (indyki i kury),
swin, a takze koni (osocze krwi). Przeprowadzone analizy prob kontrolnych
(wolnych od analitéw) wykazaty, iz w zalezno$ci od analizowanej tkanki, przy
okreslonej dlugosci fali, w obrazie elektroforetycznym pojawiaty sig piki pocho-
dzace od endogennych sktadnikow préb. Odpowiednio dobrane parametry anali-
zy elektroforetycznej umozliwily catkowite rozdzielenie wszystkich substancji,
a tym samym swobodna interpretacje elektroferograméw kazdej z analizowa-
nych grup lekow. W kolejnej serii doswiadczen przeprowadzono testy, majace
na celu okreslenie wptywu rodzaju materiatu tkankowego na odzyski lekow.
W tym celu kazda z kontrolnych prob tkankowych, obciazono trzema stgzeniami
zwiazku (QC), wybranymi do badan walidacyjnych oraz poddano postgpowaniu
analitycznemu wedlug opracowanej procedury, wiasciwej dla danej grupy che-
mioterapeutykéw. Wyniki tych oznaczen postuzyly do okreslenia odzyskow
lekéw, dla poszczegolnych tkanek jadalnych. Zestawiono je w tab. 8.

Nastegpnie przeprowadzono badania majace na celu okreslenie wptywu ga-
tunku zwierzat, od ktorych pochodzi material do analiz na odzyski lekow. Testy
wykonano w analogiczny sposob jak dla roznego rodzaju tkanek. Stwierdzono,
iz gatunek zwierzat praktycznie nie miatl istotnego wplywu na wartosci odzy-
skow lekow, a opracowana procedura moze by¢ zastosowana do badan pozosta-
losci bez wzgledu na gatunek zwierzat. Najwigksze wartosci odzyskow otrzy-
mano dla tkanek indykéw (87 — 96%), nieco nizsze dla kur (84 — 94%), najniz-
sze natomiast dla §win (82 — 91%).

4.3.2. Analiza iloSciowa. Ocena statystyczna metody w aspekcie
oznaczania $ladowych ilosci lekow

Prawie kazda z metod analitycznych obarczona jest pewnym blgdem,
a otrzymywane wyniki niekiedy réznia si¢ pomiedzy soba. W celu udowodnie-
nia, ze metodyki uzyte do badan, zar6wno farmakokinetycznych, jak i pozosta-
losci lekow, przeprowadzone zostaty precyzyjnie, koniecznym bylo wykonanie
walidacji. Przeprowadzona ocena statystyczna miata na celu rowniez wykazanie,
iz wybrane postepowanie analityczne byto prawidlowe i mozna byto je zastoso-
waé¢ w danych warunkach analitycznych. Z uwagi na roéznice w podej$ciu do
tematu walidacji w roznych krajach, wynikajace z wytycznych ustalonych przez
Migdzynarodowa Konferencje Harmonizacji (ICH), Migdzynarodowa Organiza-
cje Normalizacyjna (ISO), Farmakopee Europejska (Ph. Eur.) czy Amerykanska
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(USP) ustalanie wszystkich parametréw walidacyjnych nastepuje réznymi spo-
sobami, a niescistosci dotyczace definiowania niektorych poje¢ maja charakter
semantyczny [73]. Ocena statystyczna metod elektroforetycznych praktycznie
nie r6zni si¢ od oceny powszechnie stosowanych metod chromatograficznych.
Konieczno$¢ jej przeprowadzenia wynika z wymogow, stawianych metodom
analitycznym przez EU. Do typowych parametréw walidacyjnych zaliczana jest:
specyficzno$é/selektywnos¢, liniowos¢, doktadno$¢, precyzja, granice wykry-
walnos$ci 1 oznaczalnosci, jak rowniez elastycznos¢, trwalosé, stabilnos¢ metody
oraz jej odpornos$¢. Wyniki oceny statystycznej przedstawiono w tabelach 6 — 8

Tabela 6. Parametry (charakterystyka kalibracji) wyznaczone dla badanych substancji leczniczych
w materiale biologicznym — zakres liniowosci 1 wspotczynniki regres;ji liniowe;.

Table 6. Quantitative parameters (calibration characteristic) obtained for the analysis of selected
drugs in biological samples — linearity range and regression coefficients.

Chemioterapeutyki Zz!(res l‘iniowoéci Nachylenie Przecigcie

. inearity range Slope Intercept
Chemoterapeutics (ng/2) a (£ Aa) b (+ Ab)
Ampicylina 2,460 (£ 0,013) 0,038 (+ 0,007)
Amoksycyliny 0,025 -1 2,338 (£ 0,013) 0,035 (+ 0,006)
Penicylina G 2,601 (£ 0,014) 0,040 (£ 0,006)
Chlorowodorki:
tetracykliny 0.005 — 0.2 13,849 (= 0,085) 0,100 (£ 0,008)
oksytetracykliny ’ ’ 13,526 (£ 0,085) 0,104 (£ 0,008)
doksycykliny 16,479 (= 0,075) 0,088 (+ 0,007)
Siarczan 0,16 - 8,0 0,060 (+ 0,0003) 0,0348 (£ 0,001)
streptomycyny
Chloramfenikol 0,005 -1,0 2,430 (+ 0,0028) 0,0023 (+0,001)
Tiamfenikol 0,010-1,0 2,049 (+0,0051) -0,025 (+0,002)
Florfenikol 0,025 -5,0 1,695 (+ 0,0021) 0,007 (£ 0,004)
Chlorowodorki:
linkomycyny 0,05-5,0 0,770 (£ 0,0016) 0,016 (= 0,003)
klindamycyny 0,572 (£ 0,0016) 0,020 (£ 0,003)
Sulfametazyna 1,726 (= 0,009) -0,0065 (+ 0,004)
Sulfamerazyna 1,948 (= 0,01) -0,0005 (+ 0,005)
Sulfafurazol 0,025 -1,0 2,422 (£0,011) -0,0015 (£ 0,005)
Sulfametoksazol 2,495 (£ 0,012) -0,0046 (+ 0,006)
Sulfatiazol 2,460 (= 0,012) 0,0047 (& 0,006)
Lomefloksacyna 2,155 (£ 0,0042) 0,0080 (+0,021)
Norfloksacyny 2,364 (£ 0,0048) 0,0002 (% 0,002)
Cyprofloksacyna 0.01-1.0 2,298 (£ 0,0043) 0,012 (+0,002)
Ofloksacyna ’ ’ 1,712 (+ 0,0036) 0,012 (£ 0,002)
Enrofloksacyny 2,351 (£ 0,0042) 0,033 (+0,002)
Cinoksacyna 2,395 (£ 0,0046) 0,027 (+ 0,002)
Nifursol 0,02 -2,0 0,318 (£ 0,0008) 0,020 (£ 0,003)
Iwermektyna 0,001 — 0,03 0,023 (£ 0,0003) 0,017 (= 0,002)
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Selektywnosé/specyficznosé (Selectivity / specifity) oceniano wizualnie po-
przez poréwnanie elektroferograméw prob ekstraktu materialu biologicznego
wolnego od analitow z ekstraktami tkankowymi zawierajacymi oznaczane
zwiazki z danej grupy. Sygnatly rejestrowane w zapisie elektroforetycznym, po-
chodzace od analitow, substancji dodatkowych i sktadnikéw matrycy biologicz-
nej nie wykazywaty interferencji. Wspotczynniki rozdzielczo$ci wyznaczone dla
dwodch najblizszych pikdéw oznaczanych zwiazkow byly wigksze od wartoSci
R > 1,0. Specyficznos$¢ odnoszono do metody pozwalajacej na oznaczenie jed-
nego analitu w okreslonej matrycy, natomiast selektywnos¢ dotyczyta metody,
umozliwiajacej analiz¢ kilku lekéw w obecnosci innych sktadnikéw proby.

Liniowo$§¢ (Linearity) metody badano na 6 — 8 poziomach stezen kazdego
z analitow, w zakresie 50 — 150% warto$ci spodziewanych stgzen [54] (dla ba-
dan farmakokinetycznych maksymalne st¢zenie we krwi lub osoczu stanowito
100% a dla badan pozostatosci lekdw oceniano wartosci 0,5 x MRL, 1 x MRL,
2 x MRL). Dla kazdego z badanych lekéw stwierdzono do$wiadczalnie liniowa
zalezno$¢ wielkosci sygnalu od stezenia oznaczanego zwiazku. Wyznaczono
krzywe kalibracji w zakresach wlasciwych dla poszczegdlnych lekéw na posta-
wie szesciu serii prob pomiarowych. Nastepnie przystapiono do oznaczen stezen
substancji leczniczych w poszczegolnych tkankach, osoczu lub surowicy krwi,
przy uzyciu opracowanych metod. Stgzenia zwiazkow leczniczych w analizowa-
nych prébach obliczono z réwnan regresji, przy wspotczynniku korelacji
r>0,999. Celem uzyskania wymaganej powtarzalnosci stosowano metodg wzor-
ca wewnegtrznego, dobieranego indywidualnie dla kazdej z oznaczanych grup
lekow. Otrzymane roéwnania regresji (y = ax + b), warto$ci: nachylenia
(a = Aa) oraz przecigcia (b + Ab) (Aa, Ab — bledy wyznaczenia wartosci a oraz b)
postuzyly do wyznaczenia kolejnych parametrow walidacji. Proby kontrolne dla
trzech stezen (niskiego, $redniego i wysokiego) przygotowywane byly na po-
czatku analiz 1 oznaczane w trakcie kolejnych dni pracy.

Zakres metody stanowil przedziat, w ktorego obrebie (poza warto$ciami
skrajnymi) dana metoda charakteryzuje si¢ odpowiednia liniowoscia, doktadno-
$cig i precyzja. Przedziat ten zwiazany byl z planowanym zastosowaniem meto-
dyki dla oznaczen pozostatosci w materiale biologicznym i miescil si¢ w grani-
cach 10 — 120% wartosci MRL.

Ocena dokladnosci (4Accuracy) przeprowadzana jest z reguty na podstawie
analizy proby o znanej wartos$ci st¢zenia analitu przy uzyciu CRM i poréwnanie
wynikéw otrzymanych badana metoda z dokladnie znana wartoscia. Dla wigk-
szosci analitow CRM prob tkankowych nie byl dostgpny, dlatego do badanych
tkanek dodawano znane ilo$ci analitow, a nastgpnie oznaczano je opracowywang
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metoda. Oceng doktadnosci metod przeprowadzono na podstawie wydajnosci
procedury ekstrakcyjnej. Dokladno$¢ serii jednoczesnej (/ntra-day) wyznaczono
dla wszystkich punktéw kalibracji metody, natomiast doktadno$¢ pomigdzy
dniami (Inter-day) oznaczen zostata okres$lona na 3 poziomach stgzen (QC),
analizujac minimum 9 préb. Parametry te zostaty okreslone zarowno, jako sto-
sunek oznaczonego st¢zenia analitu do warto$ci nominalnej oraz jako niedo-
ktadno$¢ (Imaccuracy) wyrazone bledem systematycznym (BIAS), poprzez
okreslenie zalezno$ci pomigdzy wielkoScia obliczona (Cobl.) a teoretyczng
(Cteor.): BIAS (%) = [(Cteor.— Cobl.) / Cobl.] x 100%. Suma bezwzglednych warto-
$ci btedow systematycznych wyznaczona dla wszystkich punktéw kalibracji nie
przekraczata 20%.

Odzyski calkowite (Absolute Recovery) wyznaczono poprzez porownanie
wielkosci sygnatéw prob z dodatkiem analitow, ktére poddano procedurze
oczyszczania do sygnalow pochodzacych ze standardowych roztworow lekow.

Precyzje (charakteryzujaca rozrzut wynikow, otrzymanych podczas wielo-
krotnego oznaczania zwiazkow ta sama metoda analityczna) wyrazano jako
wzgledne odchylenie standardowe, RSD = (SD / warto$¢ $rednia) x 100%. Poje-
ciami charakteryzujacymi precyzje¢ oznaczenia sa: powtarzalno$¢ (Repeatabili-
ty), precyzja posrednia (Intermediate Precision) oraz odtwarzalno$¢ (Reproduci-
bility). W ramach prezentowanej pracy, ze wzgledu na nowatorski charakter
badan, nie byty wykonywane analizy migdzylaboratoryjne, dotyczace odtwa-
rzalnosci metody CE. Przeprowadzono natomiast badania powtarzalnosci (pre-
cyzj¢ oznaczen serii jednoczesnej), wykonujac analizy w tych samych warun-
kach, w stosunkowo krotkim okresie czasu przez tego samego operatora, z uzy-
ciem tego samego aparatu. Otrzymane wartos$ci (RSD) z reguty nie przekraczaty
10%, jedynie dla najnizszych stezen sulfonamidéw osiagaty maksymalnie 12%.
Badania precyzji posredniej, dotyczace zmienno$ci wewnatrz-laboratoryjne;,
wykonywane byly w réznych dniach z uzyciem nowo przygotowanych odczyn-
nikow. Umozliwity one okreslenie rozrzutu wynikéw wyznaczonych doswiad-
czalnie dla trzech st¢zen (niskiego, $redniego i wysokiego), a wyznaczone war-
tosci RSD nie przekraczaly 15%. Badanie liniowosci, dokltadnosci i precyzji
mozliwe byto w trakcie analiz tych samych prob tkankowych.

Granica wykrywalnos$ci (LOD) moze by¢ wyznaczona w oparciu o oceng
szumo6w linii podstawowej i pomiaru proby zawierajacej niewielka ilo$¢ analitu.
Stosunek sygnatu analitu do wielko$ci szumow 3: 1 (niekiedy 2: 1) przyjmowa-
ny jest jako granica wykrywalnosci. W prezentowanej pracy, wielkos$¢ ta obli-
czona zostata z rownania regresji, na podstawie odchylenia standardowego (S,)
Slepej proby oraz nachylenia krzywej kalibracji (a); LOD = 3,3 x S,/a. Granica
oznaczalno$ci (LOQ) definiowana jest jako najmniejsza warto$¢ stgzenia anali-
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tu, ktéra moze by¢ oznaczona ilosciowo z precyzja i doktadnoscia nieprzekra-
czajaca 15%. Stosunek sygnatu analitu do szumow 10: 1 przyjmowany jest jako
granica oznaczalnosci lub maksymalna dopuszczalna niepewno$¢. Podobnie jak
w przypadku LOD, w opracowanej metodyce postuzono si¢ warto§ciami z wy-
znaczonego rownania regresji; LOQ =10 x S, /a.

W Dyrektywie 2002/657/WE (z dnia 14-08-2002) [19], dotyczacej oznaczen
pozostatosci wprowadzono nowe parametry, wymagane dla metod potwierdza-
jacych. Do okreslenia wielkosci, w ktorych mierzona warto$¢ jest wigksza od
niepewnos$ci z nia zwiazanej stosowane sa pojecia: decyzyjnej warto$ci gra-
nicznej, (CCa) oraz zdolno$ci wykrywania (CCp). Wartosci te wyznaczano
dla zwiazkow niedozwolonych (zawartych w Aneksie IV Rozporzadzenia Rady
Europy (Council Regulation 2377/90)) lub objetych badaniami, jednakze coraz
czesciej spotyka si¢ wyznaczanie tych parametrow dla wszystkich substancji
farmakologicznie czynnych, dopuszczonych do lecznictwa weterynaryjnego.
Wartoscia CCa okreslany jest taki poziom analitu 1 wielkoSci powyzej tego po-
ziomu, na ktorym mozna oszacowaé/wnioskowaé (z prawdopodobienstwem
btedu o), ze proba jest niezgodna. Blad a oznacza prawdopodobienstwo uznania
proby za fatszywie dodatnia, tzn. ze proba jest zgodna, mimo tego, Ze otrzymano
niezgodny pomiar (wynik analizy mylnie niezgodny). Wartos¢ CCB oznacza
najmniejsze stezenie zwiazku, ktére mozna zidentyfikowac i oznaczy¢ ilo§ciowo
w probie z prawdopodobienstwem btedu . Btad B natomiast oznacza prawdo-
podobienstwo, iz analizowana proba jest niezgodna rzeczywiscie, pomimo ze
otrzymano pomiar zgodny (mylnie zgodny wynik). Parametry te maja na celu
jednoznaczna interpretacj¢ wynikow badan pozostatosci w zywnosci, rozstrzy-
gajac czy proba zawiera dany zwiazek i czy jego stgzenie przekracza limit decy-
zyjny (warto$¢ graniczng). Mozna je wyznaczy¢ na podstawie krzywych kali-
bracji zgodnie z PN-ISO 11843-2 [31]. W pracy postuzono sig nastgpujacymi
wzorami: CCa = 2,33 o /b; CCP = CCa + (1,64 o), gdzie: ,,0” btad wyznaczenia
warto$ci przecigcia, ,,b” — warto$¢ przecigcia krzywej.

Elastyczno$¢ metody (robustness) okreslono poprzez wpltyw niewielkich,
lecz zaplanowanych celowo zmian parametréw separacji elektroforetycznych na
wyniki pomiarow. Czynnikami, ktére mogly wywiera¢ wptyw na elastycznosc¢
metody elektroforetycznej byly rodzaje kapilar pochodzacych od réznych pro-
ducentow, sktad i pH buforow elektrolitycznych oraz efektywnos¢ chtodzenia
uktadu (utrzymanie statej temperatury analizy). Badanie elastyczno$ci metody
miato na celu potwierdzenie niezawodnos$ci przeprowadzonych analiz elektrofo-
retycznych przy wystapieniu niewielkich zmian wspomnianych czynnikow.
Testy dotyczace elastycznosci wykonywane byly w trakcie opracowania postg-
powania analitycznego. Zmiany pH o warto$¢ 0,1, przyktadanego napigcia
o 0,5kV, stezenia buforu o 0,001 M, temperatury analizy o 0,2°C oraz zastoso-
wanie do separacji nowych kapilar nie powodowaly istotnych zmian w zakresie
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wzglednych czasu migracji analitow i wielko$ci sygnatow. Wzgledne odchylenie
standardowe dla czasow migracji analitow bylo mniejsze niz RSD < 0,9%, a dla
wielkosci sygnatu nie wigksze niz 2%. Parametr ten uzywany jest tylko w zale-
ceniach USP oraz ICH.

Tabela 7. Warto$ci granic wykrywalnosci (LOD) i oznaczalnosci (LOQ), decyzyjnej wartosci
granicznej (CCa) i zdolno$ci wykrywania analitow (CCp).

Table 7. The values of limit of detection (LOD), limit of quantification (LOQ), decision limit (CCa)
and detection capability (CCP) for analytes.

Grupa lekéw Leki LOD LOQ CCa CCp
Group of drugs Drugs (ng/g) (ng/g) (ng/g) (ng/g)
Penicyliny Ampicylina. 8,3 27,6 53,8 65,0
Penicillins Amoksycylina 8,1 26,9 492 59,2
Penicylina G 7,4 24,6 54,9 65,4
Chlorowodorki:
Tetracykliny tetracykliny 1,7 5.8 119 132
Tetracyclines oksytetracykliny 1,8 5,9 123 136
doksycykliny 1,3 4,3 104 116
Am.moghkoz.ydy Siarczan 48.7 162.4 373 38.9
Aminoglycosides streptomycyny
Amfenikole Chloramfenikol 1,5 49 5,1 7,1
Amphenicols Tlamfeplkol 3,2 10,7 2,6 6,2
Florfenikol 7.4 24,8 15,8 22,7
Linkozamidy C_hlorowodorki:
Lincosamides linkomycyny 13,2 442 23,9 29,5
klindamycyny 18,5 61,5 28,2 33,9
Sulfametazyna 7,3 242 3,3 10,1
Sulfonamidy Sulfamerazyna 7,1 23,6 10,2 17,8
Sulfonamides Sulfafurazol 6,5 21,9 10,8 19,5
Sulfametoksazol 7,0 23,2 8,9 18,4
Sulfatiazol 7,0 23,6 18,2 27,7
Lomefloksacyna 29 9.8 12,9 16,3
Norfloksacyna 29 9,7 5,6 9,3
Chinolony Cyprofloksacyna 2,7 9,1 16,9 20,3
Quinolones Ofloksacyna 3,0 9.9 16,0 18,7
Enrofloksacyna 2,5 8,5 3,8 4,1
Cinoksacyna 2,8 9,2 3,2 3,5
Awermektyny Nifursol 9.4 214 2,5 3.6
Avermectins
]I:I,l‘;;gjf,;‘;z’g Iwermektyna 03 1,0 0,021 0,026

Odpornos$é/szorstkos¢ metody (Ruggedness) szacowana jest w podobny
sposob jak elastycznos$¢ metody, jednakze analizy przeprowadzane sa przez
dwoch roznych analitykdow, przy tych samych zoptymalizowanych warunkach,
w r6éznych dniach oznaczen.
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Trwalos¢ metody (Stability). Oceng trwatosci analitow oceniono zaréwno
w roztworach standardowych, jak rowniez w probach biologicznych w okreslo-
nych odstgpach czasu. Istnialo prawdopodobienstwo rozktadu oznaczanych
chemioterapeutykow w trakcie przygotowania prob do analizy lub przechowy-
wania. Wielko$¢ sygnatu pochodzacego od analitow ze §wiezo przygotowanych
prob i prob przechowywanych (w temp. 4°C) przez 48 godzin nie rdznily sie
wigeej niz 2%. Koniecznos¢ badania tego parametru nie wynika z zalecen USP
i ICH. W celu okreslenia stabilnosci analitow (test zamrazania i rozmrazania)
w materiale biologicznym sporzadzano trzy serie po trzy proby kazda o rosna-
cym stgzeniu analitu. Proby zamrozono (w temp. -20°C), a po uptywie 1. oraz
3. miesigcy rozmrazano i oznaczano w nich zawarto$¢ substancji leczniczych.
Stabilnos¢ obliczono na podstawie stosunku ilosci analitow oznaczonych w pro-
bach po kolejnych rozmrozeniach do ilosci dodanej na poczatku badan. Po
1 miesiacu przechowywania minimalna zawarto$¢ chemioterapeutykow nie byta
nizsza niz 95,4%, a po 3 miesigcach nie nizsza niz 92,1% w stosunku do poczat-
kowo oznaczonych wartosci. Najwieksza trwato$¢ z badanych grup lekow wy-
kazywaty sulfonamidy i chinolony, najmniejsza leki z grupy penicylin.

Przeprowadzone testy oceny statystycznej i uzyskane wyniki potwierdzity,
iz zaproponowane metody odpowiadaja wymogom stawianym oznaczeniom
ilosciowym.
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Tabela 8. Zakresy doktadnosci i precyzji elektroforetycznej metody oznaczania chemioterapeuty-
koéw oraz wartosci odzyskow catkowitych (= SD) (n = 6).

Table 8. Accuracy, precision and absolute recovery values for chemotherapeutics (£ SD) for re-
peated injection (n = 6).

Chemioterapeu- Dokladnos¢ / Accuracy Precyzja / Precision RSD | Calkowite
tyki (%) (%) odzyski
Chemotherapeutic Serii jed- Pomiegdzy Serii jed- Pomiegdzy Absolute
drugs noczesnej dniami noczesnej dniami recovery
Intra-day Inter-day Intra-day Intra-day
Ampicylina 97,7-103,0 | 97,0-103,3 3,8-8,3 3,9-12,7 774 +39
Amoksycylina 99,4-103,2 | 96,8-104,1 3,5-8,5 3,6-10,9 79,3 +£3,0
Penicylina G 99,4-103,5 | 98,6-104,8 2,3-7.9 2,3-10,4 80,1 £2,8
Chlorowodorki:
tetracykliny 99,8-102,6 | 99,3-105,9 1,4-5,5 1,9-6,2 84,0+49
oksytetracykliny 99,6-102,0 | 99,3-103,0 2,0-4,8 2,3-6,2 80,6 5,5
doksycykliny 98,4-103,6 | 98,9-103,7 1,1-4,7 2,2-4.8 89,2+3,5
Siarczan 96,0-103,6 | 939-1056 | 1,9-82 2,598 | 80442
streptomycyny
Chloramfenikol 95,3-108,0 98-104 2,1-8,5 4,3-14,9 85,4+ 6,4
Tiamfenikol 97,1-108,4 100-100,6 1,8-8,2 6,2-14,9 82,2+53
Florfenikol 97,8-105,6 | 97,8-102,8 0,9-10,7 3,0-12,7 86,5+ 5,7
Chlorowodorki:
linkomycyny 98,4-107,2 97,5-108,0 2,3-10,4 6,1-11,7 91,2+22
klindamycyny 97,9-106,6 | 97,9-109,5 1,6-9,3 6,5-114 87,7+2,7
Sulfametazyna 97,5-108,5 | 97,1-109,0 2,2-11,8 2,8-12,0 94,5+3,5
Sulfamerazyna 93,4-101,5 92,9-103,1 2,3-12,0 2,9-12,8 92,8 +3,9
Sulfafurazol 98,0-101,7 | 97,8-102,8 2,6-10,4 2,9-11,0 94,5+3,4
Sulfametoksazol 97,1-106,2 | 96,7-106,8 1,2-10,3 3,9-12,1 97,3+4,0
Sulfatiazol 95,3-101,5 | 95,0-104,2 1,8-10,3 3,8-12,8 86,2 +4,6
Lomefloksacyna 98,6-104,2 95,6-103,4 2,5-8,1 1,6-10,3 86,4+45
Norfloksacyna 98,1-101,5 97,2-104,8 2,7-1,5 1,3-14,7 81,6 6,6
Cyprofloksacyna 99,1-102,6 97,9-103,6 2,9-7,6 1,5-11,8 84,5+ 6,6
Ofloksacyna 97,3-103,0 | 97,4-107,4 3,8-8,8 1,3-10,8 82.4+5,7
Enrofloksacyna 99,6-101,6 | 99,3-101,8 2,1-6,3 1,6-10,6 83,5+5,0
Cinoksacyna 97,4-100,9 | 99,2-101,3 1,7-7,0 1,0-10,7 86,6 + 6,4
Nifursol 96,0-103,0 | 94,0-104,0 2,8-9,7 3,9-11,5 82,3+4,8
Iwermektyna 99,9-106,5 | 99,0-106,5 1,6-9,3 2,9-9,7 83,9+1,7
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5. WYNIKI ANALIZ ELEKTROFORETYCZNYCH

5.1. Wyniki testow przeprowadzonych na zwierzetach, ktorym
podawano leki

Przydatno$¢ opracowanych metod wykorzystano do badan chemioterapeuty-
koéw w materiale biologicznym pochodzacym od zwierzat, ktorym aplikowano wy-
brane leki w dawkach terapeutycznych. Zwierzeta (drob i swinie), biorace udziat w
testach, otrzymywatly w wodzie pitnej chemioterapeutyki w okreslonych dawkach
na kg masy ciata (m.c.) przez okres 5 dni, ryby przez 7 dni. Nastgpnie w odstepach
kilku- i kilkunastodniowych ubijano je, pobierajac stosowne tkanki. Dla kazdego
z badanych zwiazkow leczniczych oraz dla kazdej z tkanek (watroba, nerki, migsnie,
skora/thuszcz) wykonano po trzy odwazki. W kazdej z badanych serii analizowano
dodatkowo proby kontrolne (niezawierajace analitow). Tkanki jadalne poddawano
procedurze oczyszczania w zaleznosci od wiasciwej dla danej grupy procedury,
a nastepnie oznaczono poziom zawartosci analitow w testowanym materiale metoda
CE. Wyniki analiz zebrano, jako warto$ci usrednione, pochodzace od wszystkich
przebadanych tkanek (tab. 9). Z uwagi na duza liczbg wynikow, tabela zawiera je-
dynie ich najbardziej reprezentatywna czgsc.

Przeprowadzone testy wykazaly, iz wigkszo$¢ analizowanych tkanek po-
chodzacych od zwierzat, ktorym podawano leki, zawierata pozostatosci chemio-
terapeutykdw. Zakres i odstepy czasowe od chwili ostatniego podania leku byty
dos¢ zréznicowane i wynosity od 24 godzin dla streptomycyny do 30 dni dla
tiamfenikolu. Najwyzsze poziomy pozostatosci leku stwierdzono w tkankach
$win po 24 godzinach od ostatniego jego podania. Rejestrowany poziom strep-
tomycyny w przypadku tkanki watrobowej dwukrotnie przekraczat warto$¢
MRL. Nizsze warto$ci zaobserwowano 48 godzin po ostatnim podaniu leku,
jednak ilosci tego antybiotyku, znalezione w tkance watrobowej rowniez prze-
kraczaty maksymalne dopuszczalne warto$ci. Natomiast w zadnej z badanych
tkanek kurzych siarczan streptomycyny nie zostat wykryty po 5 dniach od czasu
zakonczenia podawania preparatu zawierajacego ten lek. Innymi wolnymi od
pozostatosci chemioterapeutykéw byty tkanki cielakow i §win, ktorym podawa-
no norfloksacyng oraz tkanki jadalne kur, leczonych amoksycyling. Zaobserwo-
wano, ze poziomy badanych chemioterapeutykoéw sukcesywnie ulegaty zmniej-
szaniu w miare¢ wydtuzania czasu od ostatniego podania leku do chwili pozyska-
nia tkanek. Chemioterapeutyki eliminowane byly najszybciej z tkanki mig$nio-
wej, natomiast najwolniej z watroby i nerek. Najwyzsze poziomy lekow reje-
strowano z reguty w tkankach watrobowych. Byly to stezenia czgsto przekracza-
jace ustalone dopuszczalne wartosci MRL (np., doksycyklina w watrobach ku-
rzych wykryta 3 dni po zakonczeniu podawania leku, tiamfenikol — we wszyst-
kich tkankach $winskich, kurzych oraz indyczych wykryty po 10 dniach, amok-
sycylina — w watrobach $win 7 dni od czasu ostatniego podania). Poréwnujac
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eliminacj¢ amoksycyliny z tkanek §win i drobiu zaobserwowano, iz proces ten

zachodzit o wiele szybciej u kur niz u $§win.

Tabela 9. Wyniki badan pozostatosci w tkankach jadalnych zwierzat, ktorym podawano chemiote-

rapeutyki, okresy karencji oraz ustalone przez EU warto§ci MRL.

Table 9. Results of research of antimicrobial agent residues in edible animal tissues, the with-

drawal periods and established MRL values in the EU.

1 . 3| Tkanki Wyniki badan*
lI)‘::ls DD’ ZX:;::E;: Target ?:gI}kLgi Results of research
8 tissues (pg/kg)
Wszystkie 5 dni
(15(32;) badane 50 p-o.
tkanki®
AMX 12 7 dni 10 dni
Swinie Watroba 50 131 +£12 p.o.t
(10 dni) Pozostate
tkanki 50 p.o. p.o.
1c, Ryby losss | 2742
OXT, 35 (karasie) Migénie 100 12246 3043
DX (21 dni)
165+5 49 +3
3 dni 7 dni 14 dni
Kury Migénie 100 90+8 p.o. p.o.
(7 dni) Watroba 300 320+22 202+ 17 867
Skora 300 93 £8 p-o. p-o.
Jaja 200 170 + 14 84+ 13 p.o.
DX 10 7 dni 10 dni
Swinie Migénie 100 80+7 50+4
(7 dni) Watroba 300 14511 120+ 9
Nerki 600 100+ 7 p.o.
Thuszcz 300 120+ 8 100+ 8
5 dni
75 Kury Nerki 1000 p-o.
(14 dni) Pozostate
tkanki 500 p.o.
ST™M’ 24 godz. 48 godz.
Swinie Watroba 500 1192 £22 | 968 +£21
30 (14 dni) Nerki 1000 326 +31 267 +23
Migsnie 500 320+ 30 286 +20
Thuszcz 500 117+ 11 p.o.
10 dni 18 dni 28 dni
Watroba 397 £27 p-o. p.o.
TAP 1 5 Kury 1 Miegnie 0 379404 p.o. p.o.
Thuszcz 286 + 21 p.o. p.o.
10 dni 18 dni 28 dni
. Watroba 388 +£32 p.o. p.o.
Indyki Migénie >0 377+£29 p-o. p-o.
Thuszcz 319 +28 p.o. p.o.
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Leki' , | Zwierze ta’ Tkanki MRLs Wyniki badan*
Drugs DD Animals T arget (ng/ke) Results of research
tissues (ng/kg)
21 dni 24 dni 30 dni
Swinie W?(troba 165+ 10 68 £7 p-o.
cielaki, Migsnie 50 128+ 9 49+4 p-o.
Nerki 160 £+ 12 43 +4 p-o.
Tluszcz 135+ 10 30+£3 p.o.
12 dni 18 dni
Indyki Watroba 2500 236+ 16 159+ 12
(21-30 Migénie 100 196 + 14 156 £ 10
dni) Skora /
thuszcz 200 149+ 11 120 £ 8
12 dni 18 dni
Ku Watroba 2500 176 £ 11 135+ 10
FF® 20 Y| Miggnie 100 76+6 54+5
(21-30 dni) i
Skora /
thuszcz 200 p.o. p.o.
30 dni
Swinie, | Watroba 2000 100+ 8
cielaki Migsnie 300 68+5
(14-30 dni) | Nerki 500 52+5
Tluszcz 500 p.o.
10 dni
. Watroba 200 74+£6
r (I)“fzy lgni) Migsnie 100 3243
Nerki 300 28+2
Thuszez 100 28 +2
10 dni
ENX® Kury Watroba 200 T8+ 6
10 (7-12 dni) | Miesnie 100 43+4
Nerki 300 29+3
Thuszez 100 38+3
10 dni
Swinie | Watroba 200 162+7
(10 dni) Migénie 100 78+6
Nerki 300 85+2
Thuszez 100 40 +3
Swinie Wszystkie 12 dni 14 dni
NFLX | 20 . 7 badane Brak p-o. p-o.
cielaki .
tkanki
5 dni
Watroba 269 + 13
NIF" | 75 Indyki | Nerki Brak 59+9
Migénie 177+ 12
Thuszez 70 £10

! Leki / Drugs: AMX — amoksylina (amoxicillin), DX — doksycylina (doxycycline), ENX — enro-
floksacyna (enrofloxacin), FF — florfenikol (florfenicol), NIF —nifursol (nifursol), NFLX — nor-
floksacyna (norfloxacin), OTC — oksytetracyklina (oxytetracycline), TAP — tiamfenikol (thiam-
phenicol), TC — tetracyklina (tetracycline), STR — streptomycyna (streptomycin)

2 DD — Dobowa dawka leku (mg/kg m.c.) / The dose of drug with day (mg/kg of body weight)
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3 Zwierzeta (okresy karencji) / Animals (withdrawal period)

4 Wyniki badan prezentuja iloé¢ dni od czasu ostatniego podania leku i znalezione poziomy lekow
(Results of research present amount of day since last application of drug and their level)

5 Wszystkie badane tkanki — migs$nie, watroba, nerki, skora / thuszcz (4/l edible tissues — muscle,
kidney, liver, skin with fat)

¢ p.o. — ponizej granicy oznaczalnosci (no detected)

7 Streptomycyna oznaczana jako suma streptomycyny i dihydrostreptomycyny (Streptomycyn
determined as sum of streptomycyn and dihydrostreptomycin)

8 Florfenikol oznaczany jako suma florfenikolu i jego metabolitu florfenikolu-aminy (Florfenicol —
sum of florfenicol and its metabolites measured as florfenicol-amine);

® Enrofloksacyna oznaczana jako suma enrofloksacyny i cyprofloksacyna (Enrofloxacin determin-
ed as sum of enrofloxacin and ciprofloxacin)

!9 Nifursol nalezy do grupy kokcydiostatykow; zostat dopuszczony do wytwarzania i wprowadza-
nia do obrotu na podstawie Rozporzadzenia MR i RW z dn. 8-01-2003, jednakze rok pdzniej
zaliczony zostal do substancji niedozwolonych, ze wzgledu na jego prawdopodobne dziatanie
teratogenne, mutagenne i genotoksyczne (Rozporzadzenie MR i RW z dn. 19-04-2004).

Pozostatosci wszystkich badanych tetracyklin wykryto w mig$niach karasi
14 dni od zaprzestania ich podawania. Oznaczone wartosci w nieznaczny sposob
przekraczaty dopuszczalne normy dla pozostatosci tetracyklin. Dopiero po 21.
dniach poziomy tetracyklin w migéniach ryb obnizyly si¢ do wartosci akcepto-
wanych przez EU.

Wyjatkowo niski prog wartosci MRL dla tiamfenikolu (50 pg/kg) stanowi
niebagatelny problem dla hodowcow, ktérzy aplikuja tg¢ pochodna chloramfeni-
kolu zwierzgtom, ktorych tkanki przeznaczone sa na cele konsumpcyjne. Zareje-
strowane poziomy tego antybiotyku zostaty przekroczone w badanych tkankach
kurzych oraz indyczych w 10 dni, a takze §winskich w 21 dni od czasu ostatnie-
go podania leku. Badania drobiu kontynuowano po 18. i 28. dniach, jednakze
w zadnej badanej tkance nie wykryto tiamfenikolu w ilosci przekraczajacej gra-
nicg wykrywalno$ci. Natomiast w przypadku tkanek $winskich tiamfenikol
utrzymywat si¢ zarowno po 21 i 24 dniach powyzej wartosci MRL 1 dopiero po
30 dniach od ostatniego podania jego warto$¢ obnizyta do poziomu ponizej LOD
metody. Wyniki otrzymane dla tkanek zawierajacych florfenikol, enrofloksacyne
i norfloksacyng nie odbiegaly od poziomdéw spotykanych w literaturze i nie
przekraczaty z reguly wartosci MRL. Wyjatek stanowity tkanki mig$niowe in-
dykow, u ktérych w 12 1 18 dni od ostatniego podania, zaobserwowano poziom
florfenikolu przekraczajacy ustalone wartosci MRL. Pozostale poziomy lekow
przeciwbakteryjnych oznaczono ponizej wielkosci MRL, ustalonych dla testo-
wanych tkanek jadalnych przez EU.

5.2. Wyniki prob tkanek jadalnych pochodzacych z marketow

Wsréd przebadanych prob tkankowych zakupionych w marketach na terenie
Tréjmiasta nie stwierdzono obecnosci pozostatosci analizowanych lekow powy-
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zej granic oznaczalnosci dla tkanek, analizowanych opracowana metodyka. Je-
dynie w mig$niach karpia zaobserwowano w obrazie elektroforetycznym $lado-
we iloSci tetracykliny i oksytetracykliny na poziomie, ktory nie przekraczatl gra-
nicy oznaczalnos$ci ilosciowej, okreslonej w opracowanej metodzie (5 ng/g pro-
by).

5.3. Badania farmakokinetyczne

Przydatno$¢ opracowanych metod elektroforetycznego oznaczania lekow
w materiale biologicznym potwierdzono takze w przeprowadzonych badaniach
farmakokinetycznych dwoch zwiazkéw leczniczych, stosowanych w weteryna-
rii: iwermektyny - na $winiach i koniach oraz tiamfenikolu — na indykach. Okre-
$lenie biodostepnosci lekow stanowia jeden z podstawowych testow weryfikuja-
cych jakos¢ opracowanej metodyki analitycznej. W badaniach przeprowadzo-
nych na grupie 8 §win i 6 koni (obu plci) poréwnywano dwa preparaty iwermek-
tyny: Ivomec premix aplikowany dozotadkowo, w jednorazowej dawce
0,1 mg/kg m.c. dla §win oraz preparat Eqvalan w postaci pasty podawanej ko-
niom w dawce 0,2 mg/kg m.c. Badania biodost¢pnosci preparatu zawierajacego
tiamfenikol przeprowadzono na 12. indykach (po 6 sztuk z kazdej ptci), ktérym
podawano lek w dawce 30 mg/kg m.c. zard6wno dozylnie, jak i dozotadkowo.
Krew do badan pobierano w okreslonych odstgpach czasu, zachowujac do anali-
zy osocze do badan poziomu iwermektyny, a surowice do badan tiamfenikolu.
Stezenia lekow oznaczano zweryfikowanymi metodami elektroforetycznymi
przy uzyciu aparatu do elektroforezy kapilarnej P/ACE 2100. Parametry farma-
kokinetyczne wyznaczono przy pomocy program WinNonLin (version 4,01)
przyjmujac model niekompartmentowy. Wartosci C,.x (maksymalnego stezenia
leku) oraz t..x (czasu, w jakim stgzenie to jest osiagane) odczytywano bezpo-
srednio z wyznaczonej krzywej zmian st¢zenia leku w zalezno$ci od czasu. Ze
wzgledu na mozliwo$¢ ustalenia zarowno przedziatu czasu pomigdzy kolejnymi
aplikacjami leku, jak i czasu po jakim zwiazek zostanie usunigty z organizmu
istotnym bylo okreslenie okresu pottrwania (Tys). Do caltkowania AUC,., (cat-
kowitego pola powierzchni pod krzywa) stanowiacego sumg powierzchni pol
wyznaczonych eksperymentalnie (AUC,,) oraz tzw. pola resztkowego
(AUC .,) zastosowana zostata metoda Purvesa [66]. Za istotne przyjeto te rézni-
ce, dla ktorych poziom istotnosci (p) nie przekraczat 0,05. Wartosci wyznaczo-
nych parametréw farmakokinetycznych przedstawiono w tab. 10.

Pomimo, iz proces eliminacji iwermektyny zachodzit szybciej u §win niz
u koni, rezultaty badan wykazaty brak znaczacych réznic pomiedzy parametrami
wyznaczonymi dla obu testowanych gatunkow zwierzat. Wartosci Ty s, Srednie-
go czasu przebywania leku w organizmie (MRT) oraz objetosci dystrybucji
w stanie stacjonarnym (V) byty wieksze u koni niz u §win, co moze thumaczy¢
dluzszy efekt farmakologiczny. Roznice w analizowanych parametrach na po-
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ziomie ufnosci 95% byly jednak nieistotne. W przypadku testowanych indykow
wyznaczone parametry farmakologiczne postuzyly ocenie biodostgpnosci prepa-
ratu podanego dozotadkowo, ktorej wielko$¢ oszacowano na 65,4%. Wartosci te
nie odbiegaly od stopnia biodostgpnosci stosowanych preparatow tiamfenikolu,
przytaczanych w literaturze dla owiec (60%) [47], czy dla krolikow (64,2 %) [1].
Podawana dawka 30 mg/kg m.c. dla indykéw byla w stanie zagwarantowac
osiagnigcie wartosci MIC dla wigkszo$ci wrazliwych mikroorganizmow.



Wyniki analiz elektroforetycznych 65

Tabela 10. Najwazniejsze parametry farmakokinetyczne wyznaczone dla iwermektyny po podaniu
dozotadkowym dla $win i tiamfenikolu po dozylnym i dozotadkowym dla indykéw; (usrednione
warto$ci = SD).

Table 10. Mean pharmacokinetic parameters for ivermectin after intragastric administration for
swine and horses and for thiamphenicol after intravenous and intragastric administration for
turkeys; (values are mean + SD).

, Tiamfenikol / Thiamphenicol
Ivermektyna / Ivermectin (indyki / turkeys)
Parametr . . . . podanie dozo-
premiks / premix pasta / paste podanie dozylne .
Parameter 0,6 % 1,87 % intravenous la(d;;(?we ”‘Zt.m'_
$winie / swine konie / horses application gas u;.gi plica
AUC, 931,3 £ 100,0 866,7 = 88,4 172,7 + 38,4 104,8 + 30,6
AUC,.,, 1084,2 +149,0 12222 £245,5 178,9 + 40,7 116,9 + 30,6
T ax (h) 24; (24 -24) 24; (24 - 24) — 1,42 +£0,20
Comax 16,4+0,5 183+1,8 - 15,23 +3,24
(pg/ml)
K, (1/h) 0,028 + 0,01 0,023 + 0,008 0,19 +£0,08 0,10+ 0,03
Tos (h) 27,7+9,8 33,5£9,9 4,19 +£1,58 7,40 £2,09
Vv, () — — 8,51 +£3.41 26,14 + 13,23
Vs (D 0,34£0,03 57+£0,5 — _
MRT (h) 54,1 £8,2 58,5+123 2,88 1,18 6,54 £0,51
F (%) - - - 65,4

Wielkosci AUC dla iwermektyny wyrazono w ng h/ml, natomiast dla tiamfenikolu w pg h/ml.
(AUC values has been expressed in ng h/ml, whereas for thiamphenicol in ug h/ml).

AUC, — pole powierzchni pod krzywa zmian stgzenia leku, ekstrapolowane do nieskonczonosci
(area under the curve extrapolated to infinity); AUC,., — pole powierzchni pod krzywa zmian
stezenia leku, ekstra-polowane do nieskonczonosci (area under the curve up to the last time (1),
Tax (h) — czas, po jakim osiagane jest maksymalne stgzenie leku (the time to reach peak concen-
tration); Cpax (ug/ml) — maksymalne stezenie leku (the maximum plasma concentration),
Kei (1/h) — stata eliminacji (the elimination rate constant); T, s (h) — biologiczny okres poltrwania
(the apparent elimination half-live); V, (1) — objgtos¢ dystrybucji (volume of distribution);
Vs (1) — objetos¢ dystrybucji w stanie stacjonarnym (volume of distribution at the steady state);
MRT (h) — $redni czas trwania leku w organizmie (mean residence time); F (%) — biodostgpnosc
(absolute bioavailability).

5.4. OKkresy karencji

Badania pozostatosci chemioterapeutykow w tkankach jadalnych zwierzat,
mleku, jajach oraz badania farmakokinetyczne moga stuzy¢ do wyznaczenia
okres6w karencji dla lekow, ktére podawane sa zwierzetom w trakcie chowu.
Stopien zanikania lekéw z tkanek w porownaniu z ustalonymi wartosciami MRL
umozliwia okreslenie czasu, jaki powinien uptyna¢ od zaprzestania ich podawa-
nia do chwili pozyskania organéw do celow konsumpcyjnych. Wielko$ci okre-
sow karencji sa zréznicowane dla konkretnych zwiazkow i zaleza gtdéwnie od
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stopnia ich kumulacji w poszczegdlnych tkankach (dla badanych lekéw okresy
karencji przedstawiono w tab. 9). Wyniki analiz prob, pochodzacych z tkanek
jadalnych drobiu, $win i ryb sa zgodne z okresami karencji proponowanymi
przez EU. Wyjatek stanowi jedynie tiamfenikol, ktorego pozostatosci przekra-
czajace wartosci MRL obserwowano w tkankach $win jeszcze po 24 dniach od
ostatniego podania. Dlatego organizacje zajmujace si¢ jakoscia zywnos$ci (jak
podaje raport FAO/WHO) proponuja wydtuzy¢ okres karencji dla pochodnych
chloramfenikolu (tiam- i florfenikolu) do 30 dni. Dla niektorych lekow brak jest
spojnosci w aspekcie okresu karencji dla zwierzat. Na przyktad, dla enrofloksa-
cyny najczesciej podawanym okresem jest okres 10-dniowy, jednakze spotkaé
mozna w literaturze okresy karencji znacznie rézniace si¢: od 5 dni na mleko
kozie do 12 czy 14 dni na tkanki jadalne drobiu, bydta i owiec.
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6. DYSKUSJA

Réznorodnos¢ chemioterapeutykow mogacych znalez¢é si¢ w tkankach ja-
dalnych pochodzenia zwierzecego sprawia, iz dobor odpowiednich procedur
przygotowania prob do analizy oraz optymalnych warunkow detekcji i separacji
elektroforetycznej jest zagadnieniem ztozonym i wymaga nie tylko przeprowa-
dzenia wszechstronnych badan, ale rowniez zaprojektowania odpowiedniej pro-
cedury analityczne;j.

6.1. Trudnosci napotykane przy analizie chemioterapeutykow
w materiale biologicznym

Oznaczanie ilosciowe substancji leczniczych w probach biologicznych
sprawia szereg trudnosci. Powodow jest kilka:

1. Analizowane proby stanowia konglomerat réznych pod wzgledem fizyko-
chemicznym sktadnikow.

2. Poziomy chemioterapeutykow w probach biologicznych bywaja zréznico-
wane (obejmujac zakres piko-, nano- oraz mikrogramowy), a wykrywanie
ich w niskich stezeniach (mikros$ladowych i ultramikro$ladowych) ograni-
czone jest mozliwosciami detekcji najczgsciej stosowanych detektorow.

3. Anality sa najczesciej silnie zwiazane ze sktadnikami matrycy i wymagaja
efektywnej izolacji.

4. Niektore z oznaczanych substancji sa trudno rozpuszczalne w wodzie lub
rozpuszczalnikach organicznych, co stanowi czgsto przeszkode w opraco-
waniu jednolitej dla wszystkich oznaczanych lekow procedury postgpowania
analitycznego.

5. Istnieje prawdopodobienstwo wystgpowania produktéow degradacji lub me-
tabolitow substancji macierzystych.

Opracowujac metodyke, nalezy mie¢ na uwadze fakt, iz kolejne etapy przy-
gotowania moga by¢ przyczyna utraty pewnej ilosci oznaczanych lekow, jak
rowniez moga stanowi¢ zrodto dodatkowych, niezamierzonych niekiedy zanie-
czyszczen. Opracowujac metodyke oznaczania chemioterapeutykéw podjgto
proby zredukowania ilo$ci operacji i procesdow wymaganych do przygotowania
prob, przy réwnoleglym zmniejszeniu ilo$ci zuzywanych rozpuszczalnikow
organicznych.

6.2. Optymalizacja metody w aspekcie wlasciwosci
fizykochemicznych analitow

Przy opracowaniu metodyki oznaczania, nalezalo uwzgledni¢ odrgbne wta-
sciwosci poszczegdlnych grup chemioterapeutykow, gtownie ich s$rednio-



68 Piotr Kowalski

polarny lub amfoteryczny charakter. Zwiazki nalezace do grupy penicylin, znane
sa ze swej labilno$ci i zdolnosci do inaktywacji pod wplywem réznych czynni-
kéw. Rozktad hydrolityczny najbardziej wrazliwego fragmentu ich struktury
(pierscienia B-laktamowego) moze by¢ spowodowany nie tylko zbyt kwasnym
badz zasadowym pH $rodowiska, lecz takze dziataniem enzymoéw, amin, st¢zo-
nych roztworéw alkoholi oraz jonami metali cigzkich. Ponadto, zwiazki o cha-
rakterze utleniajacym i redukujacym réwniez destrukcyjnie wptywaja na anty-
biotyki nalezace do penicylin, rozktadajac ich pierscien tiazolidynowy. Dlatego
dobranie odpowiednich warunkéw zapewniajacych trwato$¢ penicylin zar6wno
w procesie ich izolacji, jak i separacji elektroforetycznej okazato si¢ kluczowym
elementem opracowania metody oznaczania tej grupy antybiotykow. Najwigksza
trwato$¢ badane penicyliny wykazywaty w zakresie pH 6,5 — 7,5, lecz najefek-
tywniejsze warunki rozdzielania elektroforetycznego uzyskano w bardzo wa-
skim zakresie pH (7,3 — 7,4).

W procesie izolacji penicylin i tetracyklin z tkanek w charakterze jednego
z czynnikdow izolujacych uzyto $rodka chelatujacego, ktory wiazal obecne
w roztworze jony metali wielowarto§ciowych. Zastosowanie 0,05 M roztworu
EDTA-Na, zdecydowanie zwigkszylo wartosci otrzymanych odzyskéw tych
dwoch grup lekéw, zwlaszcza tetracyklin znanych ze swych zdolnosci do two-
rzenia komplekséw. Kolejnym problemem pojawiajacym si¢ przy oznaczaniu
tetracyklin jest ich predyspozycja do ulegania w roztworach stabo kwasnych
procesowi epimeryzacji, polegajacym na zamianie pozycji grupy dimetyloami-
nowej 1 atomu wodoru przy C-4, ktére ulozone w odwrotnym porzadku niz
W postaci naturalnej, tworza mniej czynna formg ,.epi”’. Warto zaznaczy¢, ze
w badaniach pozostatosci lekow nalezacych do grupy tetracyklin wymagane jest
oznaczenie sumy obu form strukturalnych. Dwie grupy hydroksylowe (-OH)
przy C-3 i C-10 oraz grupa dimetyloaminowa [(-N(CHj),] w pier§cieniu
»A” czynig tetracykliny zwiazkami o charakterze amfoterycznym, co stwarza
kolejna trudno$¢ w opracowaniu ich metody ilo§ciowego oznaczania. Z uwagi
na ich najwigksza trwato$¢ w roztworach kwasnych (pH 2,5) oraz brak zdolnosci
tworzenia chelatow w pH < 3,0 do analizy elektroforetycznej tej grupy zwiaz-
kéw wybrany zostat bufor o niskiej wartosci pH (pH = 2,7).

Stosunkowo duza stabilno§¢ w szerokim zakresie warto$ci pH i temperatur
wykazywal siarczan streptomycyny. Jednak grupa aldehydowa w czasteczce
streptomycyny moze ulega¢ katalicznemu uwodornieniu do pierwszorzgdowej
grupy alkoholowej, tworzac bardziej trwata i mniej toksyczna dihydrostrepto-
mycyng. Ze wzgledu na fakt, iz w badaniach pozostatosci wymagane jest ozna-
czenie sumy obu zwiazkow, sktad i pH buforu elektrolitycznego dobrano w taki
sposob, by oba zwiazki wykazywaty identyczny czas migracji, a otrzymywany
sygnal pochodzil od sumy siarczanu streptomycyny i dihydrostreptomycyny.
Podobnie jak wigkszo$¢ aminoglikozyddw, streptomycyna i jej siarczan uwaza-
ne sa za stabo wchianiane (ok. 10%) z przewodu pokarmowego. Interesujacym
wydat sie (stosunkowo wysoki, jak dla leku powszechnie uznanego za trudno
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wchlaniany) oznaczony poziom pozostatoSci siarczanu streptomycyny w wigk-
szosci analizowanych tkanek §win, ktérym aplikowano ten antybiotyk w wodzie
pitnej. Badania przeprowadzone na szersza skalg z pewnoscia pozwolilyby wy-
jasnié, rejestrowany podczas testow, wysoki poziom streptomycyny w tkankach
jadalnych zwierzat, ktorym podawano ten antybiotyk w trakcie chowu.

Amfenikole (pochodne chloramfenikolu) stanowity kolejna grupe wymaga-
jaca szczegolnej uwagi przy okreslaniu warunkéw analitycznych do ich jedno-
czesnego oznaczania. Chloramfenikol i tiamfenikol posiadaja grupy hydroksy-
lowe (-OH) pozwalajace na tworzenie z jonami boranowymi komplekséw obda-
rzonych tadunkiem. Florfenikol natomiast, pozbawiony takich mozliwosci struk-
turalnych, pozostaje niezjonizowany nawet w dos¢ szerokim zakresie pH
(2 - 12) [29], w jakim operuje elektroforetyczny uktad separacyjny. Kiedy cza-
steczka nie ulegata jonizacji lub stosunek tadunku do masy kilku analitéw jed-
noczesnie rozdzielanych byl prawie identyczny, koniecznym bylo zastosowanie
micelarnej elektroforezy kapilarnej. Analizy zwiazkow nalezacych do amfeniko-
li, sulfonamidéw i linkozamidow udowodnily, ze dodatek SDS w odpowiednim
stezeniu podnosi selektywnos¢ i efektywno$¢ rozdziatu elektroforetycznego. Dla
tych zwiazkow najefektywniejszy proces rozdzielania zachodzit przy uzyciu
anionowego zwiazku powierzchniowo-czynnego (SDS) w stezeniu 25 mM.

Chinolony stanowia kolejna grupe zwiazkdéw o charakterze amfoterycznym,
ktorych grupa karboksylowa przy C-3 warunkuje wiasciwosci kwasowe zwiaz-
kow, a rodnik 7-piperazynylochinolinowy decyduje o cechach zasadowych, co
skutkuje ich wystgpowaniem w wodnych roztworach w formie, anionéw, katio-
néw lub jonow obojnaczych. Wartosci pKa chinolonow wahaja si¢ w granicach
od (pKa,) 5,5 — 6,3 dla grupy karboksylowej do (pKa,) 7,6 — 9,3 dla ugrupowa-
nia aminowego [4, 46]. W roztworach o pH nizszym niz pKa, chinolony wyste-
puja w formie kationéw, natomiast w pH wyzszym niz ich pKa, — w formie
anionéw. W przedziale pomigdzy tymi warto$ciami najczgsciej przybieraja po-
sta¢ joné6w obojnaczych, stad w celu podniesienia selektywnos$ci rozdzielania
elektroforetycznego zastosowano dodatek do buforu zwiazku powierzchniowo
czynnego, Tris-(hydroksymetylo)-aminoetanu (Tris), ktéry umozliwit jednocze-
sne rozdzielenie szeSciu chinolonow.

Oznaczane sulfonamidy, podobnie jak chinolony, cechuje amfoteryczny
charakter i posiadanie dwoch zakresow pKa (2 — 3,5 oraz 5,4 — 7,7) [4, 38]. Po-
mimo mozliwosci ich rozdzielania przy uzyciu stabo kwasnych buforéw elektro-
litycznych (pH = 6,85), znacznie lepsza efektywno$¢ separacji uzyskano przy
udziale MEKC z zastosowaniem SDS. Ponadto, celem uwydatnienia zdolno$ci
rozdzielczych uktadu, wprowadzono do buforu elektrolitycznego dodatek mody-
fikatora organicznego (20%; v/v), ktory wptynal na zmniejszenie wielkosci EOF
i pozwolil na jednoczesna separacje wszystkich oznaczanych sulfonamidow.
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6.3. Optymalizacja warunkow izolacji analitow z materialu
biologicznego

Warunki postgpowania analitycznego dobierano w taki sposob, by umozli-
wi¢ efektywne oznaczenie poszczegdlnych grup lekow mozliwie najprostszym
sposobem oraz w jak najkrotszym czasie. Ponadto, przy opracowaniu procedur
starano si¢ uwzgledni¢ tez aspekty ekonomiczne i ekologiczne analizy, gtownie
przez ograniczenie zuzycia rozpuszczalnikoOw organicznych. Najczesciej spoty-
kanym w literaturze sposobem ekstrakcji lekdw z materiatu biologicznego jest
homogenizacja w obecnosci rozpuszczalnikow organicznych badz roztworow
buforowych. Pomimo, iz stosowane w tym celu niepolarne rozpuszczalniki or-
ganiczne byly bardzo efektywne, to w trakcie procesu dochodzito do wspoteks-
trakcji wielu trudnych do usunigcia lipidow, powodujac tworzenie mato klarow-
nych ekstraktow. Znacznie wigcej zalet i wigksza przydatno$¢ w procesie izola-
cji srednio-polarnych i amfoterycznych chemioterapeutykow wykazaty polarne
rozpuszczalniki organiczne (zwlaszcza acetonitryl), ktore w potaczeniu z TCA
okazatly si¢ efektywnym czynnikiem nie tylko denaturujacym biatka, lecz row-
niez skutecznie izolujacym anality z matrycy biologicznej. Natomiast 3% aceto-
nitrylowy roztwor TCA okazat si¢ najbardziej skuteczny przy oznaczaniu chino-
lonoéw 1 penicylin. Zbyt szybki proces deproteinizacji, w trakcie izolacji pozosta-
tych grup lekow, powodowatl adsorpcje zwiazkéw na powierzchni denaturowa-
nych czasteczek, niekorzystnie wptywajac na efektywnos$¢ odbialczenia [45].
Wazrost zawartosci TCA w roztworze acetonitrylu powodowat zwigkszenie ilosci
wspotizolujacych si¢ zwiazkdéw, nie poprawiajac zauwazalnie skutecznosci pro-
cesu ekstrakcji. Zastosowanie pojedynczych czynnikéw odbialczajacych nie
zawsze dawato w pelni satysfakcjonujace wartosci odzyskow analitow. Dlatego
przy ekstrakcji niektorych grup chemioterapeutykow postuzono si¢ dodatkowy-
mi odczynnikami, tworzac mieszaniny ekstrakcyjne, ktore w znaczacy sposob
poprawiaty skuteczno$¢ procesu. Zdecydowany wzrost wartosci odzyskow za-
obserwowano stosujac roztwoér EDTA-Na, przy homogenizacji prob zawieraja-
cych tetracykliny i penicyliny. Ponadto, obnizenie wartosci pH mieszaniny eks-
trakcyjnej, poprzez zastosowanie buforu Mcllvaine’a (pH 4,0), pozwolito zwigk-
szy¢ warto$ci odzyskow dla tetracyklin oznaczanych w migéniach ryb. Obecno$é
dodatkowego rozpuszczalnika — metanolu — w mieszaninie ekstrakcyjnej okazata
si¢ pomocna przy oznaczaniu iwermektyny w osoczu krwi koni i $win.

Po zestawieniu roznych czynnikow odbiatczajacych proby i wybraniu opty-
malnych metod izolacji dla poszczegdlnych grup lekow podjeto dziatania
w kierunku poprawy efektywnos$ci przez powtarzanie homogenizacji nowymi
porcjami odczynnikéw. Jednakze wielokrotne (dwu- lub trzykrotne) przeprowa-
dzanie ekstrakcji nie wykazato istotnego wplywu na poprawe wartosci odzy-
skow dla oznaczanych grup zwiazkow.



Dyskusja 71

Przed przystapieniem do dalszej analizy otrzymane ekstrakty odparowywa-
no do sucha. Z uwagi na mozliwo$¢ zmniejszenia sig¢ odzyskéw analitow w trak-
cie odparowania czynnika ekstrakcyjnego, proby umieszczono na tazni wodnej
o temperaturze nieprzekraczajacej 45°C. Proponowany przez niektorych auto-
row [44] dodatek trudno lotnych cieczy (np. alkoholu izopropylowego) nie miat
wptywu na wielkosci odzysku podczas tego etapu. Straty analitdéw podczas od-
parowania warstwy acetonitrylowej z zastosowaniem wspomnianych warunkow
wynosity od 2 do 6%.

Zaproponowana procedura oczyszczania polegajaca na prostej jednostop-
niowej ekstrakcji lekoéw z préb biologicznych okazata si¢ by¢ wystarczajaca
jedynie w przypadku oznaczania jednego leku z danej grupy (siarczanu strepto-
mycyny, iwermektyny, tiamfenikolu, nifursolu) oraz w przypadku oznaczen
tetracyklin w tkance migsniowej ryb. Dla pozostatych grup chemioterapeutykow
procedura analityczna wymagala wprowadzenia etapu oczyszczania ekstraktu.

6.4. Optymalizacja warunkow oczyszczania ekstraktu

Wstepnie przeprowadzony, klasyczny sposob oczyszczania ekstraktow, po-
legajacy na ekstrakcji typu ciecz — ciecz (LLE) spelial swoje zadanie, ale
w ograniczonym zakresie. Z uwagi na mozliwo$¢ tworzenia si¢ emulsji, brak
powtarzalnosci w otrzymywanych wynikach oraz znaczne zuzycie rozpuszczal-
nikow organicznych, ekstrakcja typu LLE najczg$ciej nie zdaje egzaminu
w rutynowych badaniach pozostatosci lekow w zywnosci i tkankach jadalnych
pochodzenia zwierzgcego. Znacznie sprawniejsza i skuteczniejsza do oczysz-
czania eckstraktow okazata si¢ ekstrakcja do fazy stalej (SPE), polegajaca na
zaadsorbowaniu na statym ztozu sktadnikéw proby i nastgpnie ich wymywaniu
(elucji) wybranym rozpuszczalnikiem. Wstgpnie zbadano przydatnos¢ kilku
rodzajow sorbentow, przeprowadzajac testy przy uzyciu wypetnien oktadecylo-
wych na zelu krzemionkowym oraz z16z o charakterze polarnym. Wada uzycia
sorbentdw o charakterze polarnym okazata si¢ konieczno$¢ przeprowadzania
analitow z fazy polarnej do niepolarnej, co dodatkowo komplikowato procedure
oczyszczania. Oznaczane chemioterapeutyki stosunkowo dobrze zatrzymywane
byly na wypehieniu oktadecylowym, natomiast endogenne sktadniki matrycy
biologicznej nie byly zbyt mocno wigzane. Uwzgledniajac wigksze powinowac-
two analitow do wypehienia kolumienek, w poréownaniu z oddziatywaniami
pomigdzy analitami i matryca biologiczna, do badan pozostatosci lekow wybra-
no kolumienki z faza odwrdcona z wypetnieniem oktadecylowym (RP — C18).
Procedura oczyszczania ekstraktow, zawierajacych anality przy uzyciu SPE,
wykazata nie tylko wyzsza skuteczno$¢ (w porownaniu z LLE) przy usuwaniu
substancji balastowych, pozostatych po wstepnej izolacji, lecz rowniez okazata
si¢ przydatna metoda wzbogacenia sktadnikow proby. Wartosci odzyskow anali-
tow uzyskanych po SPE przekraczaly 80%, a uzyskane stgzenia pozwalaly na
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iloSciowe oznaczenia analitow na poziomach znacznie nizszych niz ustalone
warto$§ci MRL. Ponadto, istotna zaleta zastosowania SPE bylo niewielkie zuzy-
cie rozpuszczalnikow organicznych, wigksza selektywno$¢ separacji i powta-
rzalno$¢ wynikow analiz oraz stosunkowo krétki czas przygotowania probek.

6.5. Detekcja i separacja elektroforetyczna

Do oznaczania ilosciowego lekow przeciwbakteryjnych wykorzystana zosta-
a ich zdolno$¢ do adsorbowania §wiatta UV. Poszczegolne grupy chemiotera-
peutykow wykazywaty maksimum absorpcji przy réznych dlugosciach fal (od
200 do 280 nm). Dokonano wstgpnej identyfikacji zwiazkéw, analizujac proby
w poszczegdlnych charakterystycznych dla nich zakresach. Zdolnos¢ detekcji
w zakresie krotkofalowym wykazywato kilka grup lekoéw, co stwarzato teore-
tyczne mozliwosci przeprowadzenia jednoczesnej separacji mieszaniny tych
zwiazkow. Jednak wybrane do analizy bufory elektrolityczne nie zawsze pozwa-
laty na rozdzielanie mieszanin tych lekow, ze wzgledu na zréznicowane wiasci-
wosci (glownie szeroki zakres warto$ci pKa) analitéw. Natomiast bylo mozliwe
wspélne oznaczanie amfenikoli, linkozamidéow i sulfonamidéow, dla ktorych
wybrano MEKC z buforem elektrolitycznym o pH 9,3 oraz tetracyklin i siarcza-
nu streptomycyny doskonale rozdzielanych przy pH 2,5 — 2,7. Mozliwos$¢ ozna-
czania przy krotkich dlugosciach fal wykazywaly rowniez penicyliny, jednak
catkowita ich separacja elektroforetyczna wymagata waskiego, odmiennego od
innych grup lekow, zakresu wartosci pH (pH 7,3 — 7,4). Teoretycznie, przy dtu-
gosci $wiatta UV 280 nm istnieje szansa jednoczesnego oznaczenia chinolonéw
i tetracyklin, jednak podejmowane proby ustalenia wspolnego buforu, konczyty
si¢ niepowodzeniem, gdyz sygnaly dla tych zwiazkéw wystgpowalty w postaci
stabo rozdzielonych lub niesymetrycznych pikow.

Proby biologiczne (takie jak surowica, osocze krwi, a zwlaszcza tkanki ja-
dalne zwierzat) zawieraja szereg roznego rodzaju komponentéw biatkowych
i lipidowych, ktore w istotny sposéb moga utrudnia¢ oznaczanie substancji lecz-
niczych. Celem zminimalizowania mozliwos$ci interferencji pikoéw analitow
z pikami matrycy biologicznej koniecznym byto zastosowanie takich procedur,
ktore skutecznie usungtyby jak najwigksza ilo$¢ endogennych substancji bala-
stowych. Pomimo, iz podejmowano dzialania, majace na celu otrzymanie eks-
traktow praktycznie pozbawionych komponentéw pochodzacych z matrycy bio-
logicznej [15, 44, 45, 60], to opisane w literaturze procedury dotycza jedynie
oznaczen technika HPLC. Wieloetapowa i pracochtonna procedura otrzymania
ekstraktow prob biologicznych staje si¢ jednak malo uzyteczna w rutynowych
badaniach, monitorujacych pozostatosci lekow przeciwbakteryjnych. Pomimo, iz
CE jest uznang technika farmakopealna, dotychczas niewiele pojawito si¢ apli-
kacji z jej uzyciem, dotyczacych oznaczania chemioterapeutykow w materiale
biologicznym. Porownujac oznaczanie prob biologicznych réoznymi technikami
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separacyjnymi, mozna wnioskowa¢, iz kapilary stosowane w elektroforezie
znacznie lepiej toleruja wielkoczasteczkowe substancje balastowe niz kolumny
chromatograficzne, ktorych efektywnos$¢ i wydajnos¢ spada w miarg przeprowa-
dzania kolejnych separacji.

Badania wykazaty ponadto, ze proby analizowane technika CE (w poréwna-
niu z HPLC) nie wymagaty tak skrupulatnego usunigcia wszystkich substancji
balastowych z kilku powodow. Po pierwsze, separacja przy udziale CE prze-
prowadzana jest najczesciej w pustych kapilarach, pozbawionych jakiegokol-
wiek adsorbentu, stad wielkoczasteczkowe substancje balastowe nie sg niczym
zatrzymywane, z uwagi na brak wypehien tradycyjnie uzywanych w HPLC.
W efekcie tego, sprawnos¢ kapilar stosowanych w CE w trakcie oznaczen seryj-
nych, nie ulega tak znacznemu obnizeniu, jak kolumn przy oznaczeniach chro-
matograficznych. Po drugie, wysoka wydajnos¢ oraz rozdzielczos¢ tej techniki
umozliwia rozdzielenie wielu komponentoéw, zawartych w probie w taki sposob,
by ich czasy migracji nie kolidowaty ze soba. W trakcie analizy elektroforetycz-
nej rozdzielaniu ulegaly nie tylko anality, lecz takze czg$¢ wielkoczasteczko-
wych substancji balastowych. Po trzecie, opisywany czgsto w literaturze pro-
blem adsorpcji substancji biatkowych na wewngtrznej powierzchni $cian kapila-
ry, moze by¢ eliminowany przez zastosowanie skutecznego systemu plukania.
Odpowiednio dobrany uktad roztworéw przemywajacych kapilare po zakoncze-
niu kazdej separacji pozwalat na usunigcie endogennych substancji balastowych
z wngtrza kapilary w ciagu krotkiego cyklu plukania (1 — 2 minut).

6.6. Wplyw pH i stezenia buforu na separacje analitow

Opracowujac sktad i pH buforu elektrolitycznego dla prob biologicznych,
uwzgledniano nie tylko mozliwosci separacyjne, lecz takze przydatnos¢ do ilo-
$ciowego oznaczania analitow. Wplyw wartosci pH elektrolitu na oznaczane
zwiazki nalezy rozpatrywa¢ w kilku plaszczyznach. Z jednej strony, w miarg
wzrostu pH elektrolitu ros$nie wielkos$¢ przepltywu EOF, poprzez zmiang warto-
$ci potencjatu zeta mierzonego przy wewnetrznej $cianie kapilary. Z drugiej
strony, warto$¢ pH buforu oddziatuje w istotny sposéb na wielko$¢ stopnia dy-
socjacji analitow. Natomiast wielko$¢ stosunku tadunku do masy decyduje o ich
predkosci elektroforetycznej, a rodzaj tadunku (ujemny badz dodatni) wptywa
na kierunek ich migracji (do anody lub katody). Zestawiajac wszystkie te od-
dzialywania, okazuje si¢, ze pH buforu posiada wplyw nie tylko na szybkos¢
przemieszczania si¢ analitow, a tym samym na ich czasy migracji, ale takze na
kolejno$¢ ich pojawiania si¢ w okienku detektora. Dobierajac odpowiednia
wielko$¢ pH buforu ustalono kolejnos$¢ i czasy migracji analitow w taki sposob,
by piki oznaczanych chemioterapeutykdéw nie kolidowaty z pikami wlasciwymi
dla endogennych substancji balastowych oraz zwiazkéw petniacych rolg wzor-
cow wewngetrznych. Do badan chemioterapeutykow w materiale biologicznym
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z zastosowaniem techniki CZE wybrano bufory boranowo-fosforanowe, zapew-
niajace szeroki zakres mozliwo$ci operowania wielko$ciami pH (2,5 — 9,3).
W technice MEKC najbardziej uzytecznym okazat si¢ bufor boranowy, ktéry
w polaczeniu ze zwiazkiem powierzchniowo-czynnym pozwolil na separacje
analitow (zwlaszcza tych o charakterze amfoterycznym) w stosunkowo krotkim
czasie (do 9 minut).

O wartosci przeplywajacego pradu decyduje kilka czynnikéw, takich jak:
dlugosc¢ i $rednica kapilary, sita jonowa elektrolitu oraz przyktadane do uktadu
napigcie. Wielko$ci wspomnianych parametréw dobierano w taki sposob, by
generowane natezenie pradu nie przekraczato 100 pA. Najistotniejszy wptyw na
intensywnos$¢ sygnatu mialo jednak stgzenie wszystkich sktadnikoéw elektrolitu
separacyjnego. Przeprowadzono analizy elektroforetyczne w zakresie stezen od
10 do 75 mM kazdego z komponentdéw elektrolitu, wykazujac iz najbardziej
optymalnym okazalo si¢ stezenie w zakresie 10 — 25 mM. Odpowiedni dobor
wielkosci tych stezen gwarantowal uzyskanie stabilnosci linii podstawowe;,
symetrycznego ksztattu oraz odpowiedniej wysokosci i ostrosci pikow.

6.7. Rola MEKC i zwigzkow powierzchniowo-czynnych

Rozdzielenie wszystkich analizowanych substancji leczniczych w obrgbie
jednej grupy chemicznej przy uzyciu CZE nie zawsze bylo mozliwe. Do analizy
amfenikoli, linkozamidoéw i sulfonamidow zastosowano MEKC, pozwalajaca na
separacje¢ analitow zarowno obojetnych, jak i tych natadowanych (zjonizowa-
nych). Do realizacji tego celu postuzyly jonowe zwiazki powierzchniowo-
czynne, z ktorych SDS, okazat si¢ najbardziej uzyteczny. Jego dodatek umozli-
wil rozdzielenie wszystkich substancji leczniczych w obrgbie analizowanej gru-
py, dzigki utworzeniu miceli, stanowiacych amfifilowe kompleksy. Anality
o charakterze obojetnym mogty ulega¢ podzialowi miedzy dwie fazy: wodna
i pseudostacjonarng (tworzong przez te wilasnie micele), wykazujac znacznie
wigksze powinowactwo do ich hydrofobowego wnetrza niz do buforu separacyj-
nego. Zroznicowanie stopnia podzialu w obu fazach powodowato powstanie
roznic w predkosciach migracji. Przy oznaczaniu substancji obojetnych wzrost
stezenia miceli pociagal wzrost wspdtczynnika pojemnosciowego, co automa-
tycznie zwigkszato odlegtosci pomiedzy oznaczanymi substancjami. Stad istot-
nym byto, zeby stezenie srodka powierzchniowo-czynnego przekraczalo CMC.
Celem okreslenia optymalnej ilosci surfaktantu przeprowadzono analizy elektro-
foretyczne amfenikoli, linkozamidow i sulfonamidéw przy udziale 10 mM bufo-
ru boranowego i SDS w zakresie stezen 10 — 100 mM. Optymalne warunki roz-
dzielania elektroforetycznego dla kazdej z analizowanych grup zwiazkoéw uzy-
skano przy 25 mM stezeniu SDS. Dodanie do buforu zwiazkoéw powierzchnio-
wo-czynnych okazato sig¢ rowniez przydatne w przypadku, kiedy piki oznacza-
nych substancji, pomimo zmiany pH elektrolitu, interferowaly z pikami tych
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substancji balastowych, ktorych nie udato si¢ usuna¢ w trakcie procedury
oczyszczania proby.

6.8. Rozwigzania analityczne zastosowane w pracy
Zjawisko adsorpcji bialek na wewnetrznej scianie kapilary

Jedna z przyczyn zmniejszenia si¢ powtarzalno$ci wynikow i pogorszenia
rozdzielczos$ci uktadu elektroforetycznego sa interakcje analitow i biatek z we-
wnetrzng $ciana kapilary. Dotycza one gldwnie analiz protein lub prob zawiera-
jacych komponenty biatkowe (a w szczego6lnosci prob biologicznych tj. osocze
i surowica krwi oraz tkanki jadalne zwierzat). Interakcje te w znaczacy sposob
moga wpltywaé na obnizenie sprawnosci catego ukltadu separacyjnego. Jednym
ze sposobow zapobiegania temu zjawisku jest tworzenie potaczen kowalencyj-
nych reszt silanolowych z polimerami hydrofilowymi (typu glikol polietylenowy
lub poliakrylamid), ktore tworzac powloke na wewnegtrznej $cianie kapilary sku-
tecznie neutralizuja ujemny tadunek na niej zgromadzony. Zmiana wtasciwosci
kapilary jest rowniez mozliwa przez uzywanie buforow o skrajnych wartos$ciach
pH. Jednakze rozwigzania takie nie zawsze sa mozliwe do wykonania ze wzgle-
du na specyficzne wlasciwos$ci analitow. Elementem, ktory w znaczacy sposob
poprawil sprawno$¢ uktadu i powtarzalno$¢ oznaczen byto wprowadzenie do-
datkowego (kilkunastosekundowego) ptukania metanolem catej kapilary, po-
migdzy kolejno nastgpujacymi po sobie separacjami. Analizy elektroforetyczne,
zwlaszcza te przeprowadzone na probach tkankowych, udowodnity, ze etap ten
byt konieczny, by uzyska¢ wymagang powtarzalno§¢ wynikoéw, zaréwno tych
dotyczacych czaséw migracji analitow, jak i wielkosci rejestrowanych sygna-
1ow. Jednakze w przypadku, kiedy zabiegi te nie dawaly oczekiwanego efektu
lub wystepowaly dalsze zaktocenia w powtarzalnos$ci analiz elektroforetycz-
nych, czas przeptukiwania metanolem wydtuzano do 2 min oraz wprowadzano
dodatkowe plukanie 0,1 M roztworem kwasu solnego. Taki tok postgpowania
(nie opisywany dotychczas w literaturze) umozliwiat usunigcie wigkszosci sub-
stancji, bedacych zrodtem interakcji powstajacych na wewngtrznej powierzchni
kapilary. Zminimalizowanie tych oddziatywan pozwolito na uzyskanie powta-
rzalnych czaséw migracji analitow, ktorych wzgledne odchylenia standardowe
nie przekraczato 1,2% (RSD < 1,2%). Te same analizy udowodnily réwniez, ze
dzigki przeptukiwaniu kapilary metanolem, powtarzalno$¢ wielkosci sygnatow
umozliwita osiagnigcie wysokich warto$ci wspotczynnikéw korelacji liniowe;j
(r 2 0,999), podczas gdy bez stosowania tego etapu wartosci te wahaty si¢ od
0,994 do 0,998.
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Tetraboran sodu jako podstawowy skladnik buforu elektrolitycznego

Praktycznie wszystkie analizy przeprowadzone zostata przy uzyciu buforéw,
ktorym jednym ze sktadnikow byt tetraboran sodu (boraks). Stwierdzono, ze
jego obecnos$¢ nawet w kilkumolowym st¢zeniu wykazuje zdolnos¢ komplekso-
wania analitow, przez co nie tylko podnosi selektywnos¢ rozdzielania, ale row-
niez niejednokrotnie poprawia granice¢ oznaczalno$ci. Podobne wnioski opisano
w literaturze [91], opierajac si¢ na waskiej grupie tetracyklin. Ponadto, zastoso-
wanie innych buforéw, jako podstawowe (weglanowego czy cytrynowego) moze
powodowac hydrolize (jak w przypadku oznaczania chloramfenikolu) [29] lub
tworzenie niesymetrycznych pikow w zapisie elektroforetycznym.

Rozcieniczony roztwor tetraboran sodu — rozpuszczalnikiem dla prob

Procedury przygotowania préb biologicznych do analizy zostaly utozone
w taki sposdb, by koncowy roztwor proby podawanej do uktadu cechowat sie
zdecydowanie nizszym przewodnictwem niz bufor separacyjny, wypelniajacy
kapilarg. Najcze$ciej proby rozpuszczano w 2 mM roztworze boraksu, podczas
gdy sumaryczne stezenia elektrolitow osiagaly nawet kilkadziesiat milimoli.
Przyktadane do uktadu wysokie napigcie powodowato wytworzenie znacznie
wyzszego natezenia pola elektrycznego w objgtosci nastrzykiwanej proby niz
w calej objetosci elektrolitu wypetniajacego kapilarg. Jony oznaczanych sub-
stancji, ulegajac ogniskowaniu na granicy stref proba — elektrolit, umozliwity
otrzymanie bardziej ostrych pikow (efekt zawgzania pasma). Analizowana proba
przed podaniem do uktadu separacyjnego rozpuszczana byta w roztworze buforu
o stezeniu wielokrotnie nizszym niz stezenie buforu separacyjnego. Znanym jest
fakt, ze mniejsze przewodnictwo (sita jonowa) roztworu w analizowanej probie
pod wplywem przytozonego napigcia powoduje wytworzenie wigkszego natgze-
nia pola elektrycznego w poréwnaniu z nat¢zeniem w buforze rozdzielajacym.
Poprzez ogniskowanie na granicy stref pomigdzy proba i buforem separacyjnym
uzyskiwano szybsza migracj¢ rozdzielanych analitow, jednoczesnie wywotujac
efekt zawezania pasma (stacking) i otrzymujac bardziej ostre piki w zapisie elek-
troforetycznym.

Wysoka granica oznaczalnosci

Jedna z wad stosowania CE, przy uzyciu konwencjonalnych detektoréw
UV, jest wysoka granica oznaczalno$ci analitow. Krotka droga optyczna, jaka
przemierza wiazka $wiatla przez kapilarg (50 — 100 pm) nie czyni ja atrakcyjna
dla analiz $ladowych. Ponadto, ograniczona wewngtrzna S$rednica kapilary
uniemozliwia wprowadzenie wigkszych niz nanolitrowe objetosci proby. Stad
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uzyskiwane granicy oznaczalno$ci ponizej stg¢zenia 1 ng/ml, przy zastosowaniu
tradycyjnego detektora UV, jest wyzwaniem dos$¢ trudnym do osiagnigcia. Wa-
dy, zwiazane z czulo$cia metody, mozna jednak czgsciowo zrekompensowaé
poprzez zastosowanie kilku rozwigzan. Jednym z nich jest wydtuzenie drogi
optycznej poprzez modyfikacje kapilar w obrebie miejsca przechodzenia wiazki
swiatta UV. Zastosowana do analizy antybiotykoéw z grupy tetracyklin kapilara
o rozszerzonej drodze optycznej (ELP) umozliwita pigciokrotne obnizenie gra-
nicy oznaczalno$ci. Innym sposobem poprawy zdolnoSci detekcji byly testy
z uzyciem kapilar o szerokiej $rednicy wewnetrznej (100 pm), jednakze reje-
strowane sygnaly wykazywaly jedynie dwukrotna poprawe czutosci przy jedno-
czesnym obnizeniu rozdzielczo$ci uktadu separacyjnego.

6.9. Detektory w analizie pozostalosci

W celu obnizenia granicy oznaczalnosci stosowane moga by¢ detektory LIF
oraz MS, dzigki ktorym mozna osiagac niskie poziomy wykrywania substancji
(rzedu yoctomoli; 10?* M). Jednak detektory fluorescencyjne maja ograniczone
zastosowanie w analizie substancji leczniczych, gdyz tylko niewielki procent
lekoéw posiada zdolno$ci fluorescencyjne, a dla wigkszosci z nich, koniecznym
jest przeprowadzenie czasochtonnych reakcji upochadniania analitéw. Najbar-
dziej pozadane do analiz pozostalosci, wydaja si¢ by¢ detektory oparte na spek-
trometrii mas, ktore ze wzgledu na mozliwos¢ dostarczania informacji na temat
struktury chemicznej analitow oraz brak potrzeby stosowania standartowych
roztwordéw odniesienia substancji wzorcowych, zalecane sa obecnie przez Roz-
porzadzenia EU do wykonywania oznaczen zanieczyszczen. Jednak wielokrot-
nie nizsze koszty analiz przeprowadzanych przy uzyciu detektorow UV sprawi-
ly, ze to wilasnie one sa powszechnie stosowane w laboratoriach monitorujacych
pozostatosci lekow w tkankach jadalnych i zywnos$ci pochodzenia zwierzecego.
Ponadto, proby potaczenia detektora MS z technika micelarnej elektroforezy
kapilarnej konczyly sig z reguly niepowodzeniem. Zastosowanie buforow, za-
wierajacych zwiazki powierzchniowo-czynne (tj. SDS) jest ograniczone przy
uzyciu detektora MS, z uwagi na brak lotnosci utworzonych komplekséw mice-
larnych [24]. Kolejnym utrudnieniem zastosowania detektora MS w badaniach
pozostatosci lekow jest konieczno$¢ uzyskania stosunkowo czystych ekstraktow,
co w przypadku prob biologicznych wymaga z reguly zmudnych, niekiedy wie-
loetapowych i czasochtonnych procedur oczyszczania prob.
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7. PODSUMOWANIE I WNIOSKI

Prezentowana praca dotyczy metod elektroforetycznego oznaczania chemio-
terapeutykow, stosowanych w lecznictwie weterynaryjnym. Material biologicz-
ny stanowily plyny ustrojowe (osocze i surowica krwi) oraz tkanki jadalne zwie-
rzat hodowlanych (gtéwnie: migsnie, watroba, nerki oraz skora z tluszczem,
a takze ptucka, zotadki, serca). Przedmiotem prac byty chemioterapeutyki nale-
zace do roznych grup chemicznych (penicylin, tetracyklin, aminoglikozyddw,
amfenikoli, linkozamidéw, chinolinéw, sulfonamidow, awermektyn, nitrofura-
noéw). Zréznicowany charakter fizyko-chemiczny wybranych substancji leczni-
czych oraz szeroki asortyment prob biologicznych stanowit przeszkode w opra-
cowaniu jednolitej procedury izolacji analitéw z materialu biologicznego, jak
rowniez w wybraniu uniwersalnego buforu elektrolitycznego dla wszystkich
oznaczanych zwiazkow. Procedurg izolacji lekow z matrycy biologicznej oraz
oczyszczanie prob z wielkoczasteczkowych substancji biatkowych opracowano
w taki sposob, aby omina¢ trudne i czasochtonne postgpowanie analityczne,
proponowane najczesciej w literaturze [23, 34, 42]. Optymalizacja proceséw
przygotowania probek do analizy pozwolita na uzyskanie zadawalajacych war-
tosci odzyskow oznaczanych substancji leczniczych (> 77%). llosciowa izolacja
lekéw z materialu biologicznego przeprowadzona zostata przy uzyciu acetoni-
trylu lub 3% acetonitylowego roztworu TCA. Efektywny proces oczyszczania
ekstraktow, konieczny do oznaczen niektorych grup zwiazkow, osiagnigto dzigki
zastosowaniu techniki SPE, przy uzyciu kolumienek z wypetieniem oktadecy-
lowym. Opracowanie optymalnych warunkéw separacji elektroforetycznej
i detekcji UV, przy roznych analitycznych dtugosciach fal, umozliwito ilosciowe
oznaczanie wszystkich testowanych substancji leczniczych.

Wyniki elektroforetycznych analiz pozostatosci lekow w materiale biolo-
gicznym pozwolity na przedstawienie nastepujacych wnioskow:

1. Opracowany tok postgpowania analitycznego umozliwit efektywna izola-
cje analitow z badanych tkanek a zastosowane parametry analizy elektro-
foretycznej zagwarantowaty satysfakcjonujaca separacjg, stwarzajac jed-
nocze$nie mozliwosci do ilo§ciowego oznaczanie wszystkich substancji
leczniczych w obregbie danej grupy chemiczne;j.

2. W celu obnizenia granicy oznaczalnos$ci, po raz pierwszy do analizy préb
biologicznych, uzyte zostaty kapilary krzemionkowe o rozszerzonej dro-
dze optycznej (ELP), pozwalajace na pigciokrotna poprawe zdolnosci de-
tekcji.

3. Zastosowanie skutecznego systemu ptukania stworzylo warunki do zmi-
nimalizowania zjawiska adsorpcji biatek na wewngtrznej Scianie kapilary
1 otrzymania wysokich warto$ci wspotczynnikow korelacji liniowe;.
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4. Ocena statystyczna otrzymanych wynikow dowiodta, ze elektroforetyczne
metody oznaczania lekdw mozna zakwalifikowaé do tych, ktére spetniaja
wymogi stawiane oznaczeniom iloSciowym.

5. Wykazano, ze technika elektroforezy kapilarnej z powodzeniem moze
znalez¢ zastosowanie zarowno w badaniach farmakokinetycznych, jak
i w badaniach biodostgpnosci weterynaryjnych produktéw leczniczych.
Wyniki przeprowadzonych oznaczen oraz znajomo$¢ wartosci MIC
i MAC mozna wykorzysta¢ do okreslania wielkosci dawek i czgstosci
podania szeregu lekéw o dziataniu przeciwbakteryjnym.

6. Opracowane metodyki pozwalaja na iloSciowe oznaczanie chemioterapeu-
tykow znacznie ponizej ustalonych przez EU wartosci MRL. Moga by¢
rowniez przydatne do okre$lenia czaséw karencji dla lekow podawanym
zwierz¢tom hodowlanym.

7. Niezaprzeczalnym osiagnigciem prezentowanych metod jest ich przydat-
no$¢ w badaniach pozostatosci szerokiego asortymentu lekoéw przeciwbak-
teryjnych w tkankach jadalnych zwierzat i zywnos$ci pochodzenia zwie-
rzecego. Gatunek zwierzat i rodzaj materialu nie mial istotnego wptywu
na wielko$ci odzyskow analitow.

8. Pewno$¢ uzyskania wiarygodnych i niezawodnych wynikow analiz przy
zastosowaniu stosunkowo prostych i szybkich procedur odbiatczajacych
i ekstrakcyjnych stanowi dodatkowi argument przemawiajacy za mozli-
woscia wprowadzenia CE do rutynowych badan monitorowania poziomu
lekow.

Pomimo, iz elektroforeza kapilarna, jako stosunkowo nowa technika, nie
cieszy si¢ taka popularnoscia jak HPLC, to jej mozliwoS$ci separacyjne sa czgsto
w stanie rozwiaza¢ zadania analityczne, ktore innym technikom nastreczaja wie-
le trudnos$ci. W poréwnaniu z dotychczas stosowanymi metodami, technika CE,
dzigki analizom z uzyciem gtownie wodnych roztworéw elektrolitow, pozwala
zminimalizowa¢ lub catkowicie wyeliminowa¢ kosztowne i niekiedy toksyczne
rozpuszczalniki organiczne. Mozliwosci zastosowania detekcji UV przy krotkich
dtugosci fal (ok. 200 nm) pozwalaja dodatkowo na ilosciowe oznaczanie wielu
substancji leczniczych, ktorych analiza w obecno$ci rozpuszczalnikow orga-
nicznych (jak w przypadku HPLC) jest trudna do przeprowadzenia lub wrecz
niemozliwa. Niewielkie naktady finansowe wymagane do przesiewowych (skry-
ninngowych) analiz ZywnoS$ci, zminimalizowanie zuzycia rozpuszczalnikow
organicznych oraz efektywno$¢ i szybkos$¢ analiz podkreslaja aspekt ekono-
miczny i ekologiczny badan pozostatosci lekow weterynaryjnych przy uzyciu
proponowane]j techniki. Wymiernym aspektem praktycznym opracowanych
metodyk jest mozliwo$¢ ich wykorzystania do oznaczen ilosciowych pozostato-
$ci chemioterapeutykow w zywnosci pochodzenia zwierzgcego.
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8. STRESZCZENIE

Srodki przeciwbakteryjne wprowadzone zostaty do lecznictwa weterynaryj-
nego w latach 50. XX wieku. Antybiotyki okazaly si¢ przydatne nie tylko
w terapii i profilaktyce chordb infekcyjnych zwierzat, ale rowniez w celu inten-
syfikacji chowu i zwigkszenia rentownos$ci produkcji. Aby zwigkszy¢ przyswa-
jalnos$¢ paszy i skroci¢ okres tuczu leki przeciwbakteryjne byly uzywane w ho-
dowlach wielkostadnych, jako dodatki paszowe. Badania przeprowadzone
w laboratoriach kontrolujacych zywnos$¢ wykazaty, iz prawie 80% populacji
zwierzat hodowlanych przez cate zycie lub przez pewien jego okres otrzymuje
leki (glownie chemioterapeutyki i §rodki o dziataniu anabolicznym). Substancje
te, kumulujac si¢ w tkankach jadalnych, stanowia zagrozenie dla konsumentow,
zwlaszcza wtedy, gdy organy zwierzat rzeznych sa pozyskiwane do celow spo-
zywcezych przed zakonczeniem okresu karencji. Aplikowanie w trakcie chowu
zwierzat substancji farmakologicznie czynnych stwarza niebezpieczenstwo wy-
stgpowania ich pozostatosci w tkankach jadalnych. Moga one powodowaé uod-
parnianie si¢ patogennych dla cztowieka bakterii (rozwdj zjawiska lekooporno-
$ci), wywotywac reakcje alergiczne u os6b wrazliwych, odczyny toksyczne lub
wykazywaé dziatanie kancerogenne. Wplyw dlugotrwatego przyjmowania nie-
wielkich dawek lekow na organizm cztowieka nie jest w petni znany, podobnie
jak nieznany jest ich wptyw na potomstwo. W celu zapewnienia bezpieczenstwa
zywno$ci miedzynarodowe gremia dzialajace przy Unii Europejskiej oraz
JECFA zdefiniowaty kryterium najwyzszej dopuszczalnej pozostatosci (MRL).
Jest ono okreslane dla wigkszosci $rodkow przeciwbakteryjnych, mogacych
pojawiac¢ sie¢ w tkankach jadalnych i w produktach pochodzenia zwierzegcego,
takich jak: mleko jaja, miod. W krajach Unii Europejskiej warto§ci MRL musza
by¢ wyznaczone dla wszystkich substancji aktywnych farmakologicznie, moga-
cych wystepowac, jako pozostatosci w produktach zywnos$ciowych. Ustalone
wielko$ci stanowia podstawe okreslania granicy wykrywalnosci dla metod anali-
tycznych stuzacych do kontroli pozostatosci lekow. Istotnym wydaje si¢ opra-
cowanie specyficznych i czulych metod, ktore postuzytyby do wykrywania
i illosciowego oznaczania substancji leczniczych w zywno$ci, ponizej ustalonych
wartosci MRL.

Do oznaczen pozostatos$ci chemioterapeutykow w tkankach jadalnych zwie-
rzat wykorzystuje si¢ szereg testOw przesiewowych, opartych na badaniach mi-
krobiologicznych i immunologicznych. Jednak mozliwosci pojawienia si¢ fat-
szywie dodatnich lub fatszywie ujemnych wynikoéw oraz brak specyficznosci
tych oznaczen sprawiaja, ze koniecznym staje si¢ wprowadzenie w tym celu
technik instrumentalnych. W ostatnich latach, dominujaca role¢ w laboratoriach
analitycznych, monitorujacych poziomy lekow, pehity techniki chromatogra-
ficzne. Jednakze, stosowanie chromatografii gazowej (GC) w badaniach pozo-
statosci lekow napotyka na szereg trudnosci. Wymagane wieloetapowe procedu-
ry oczyszczania probek, jak rowniez brak stabilno$ci termicznej i zdolnosci two-
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rzenia lotnych pochodnych analitéw czynia ja nie przydatna do tego typu badan.
Natomiast stosowanie techniki wysokosprawnej chromatografii cieczowej
(HPLC) jest ograniczone przez: stosunkowo drogie wypehienia kolumn, nie
zawsze satysfakcjonujaca zdolno$¢ rozdzielcza oraz konieczno$¢ uzywania du-
zych ilosci rozpuszczalnikow organicznych. Ponadto, zastosowanie HPLC
w potaczeniu z detektorem UV moze sprawiac trudno$ci przy oznaczaniu anali-
tow, absorbujacych promieniowanie UV przy krotkich dlugosciach fal
(A =190 — 210 nm). Analiza takich substancji staje si¢ klopotliwa z uwagi na
wlasciwosci absorpcyjne najczesciej stosowanych rozpuszczalnikéw organicz-
nych.

Rozporzadzenia zawarte w Dyrektywie 2002/657/EC, dotyczace metod
oznaczania pozostatosci w produktach spozywczych pochodzenia zwierzgcego,
zalecaja stosowanie detektorow opartych na spektrometrii mas (MS). Pomimo,
ze LC-MS jest uznawana za najbardziej pozadana metodg, stuzaca do identyfi-
kacji poszczegolnych chemioterapeutykow w obregbie danej grupy chemicznej,
to z uwagi na skomplikowane i do$¢ kosztowne oprzyrzadowanie nie znalazta
szerokiego zastosowania do testow przesiewowych, monitorujacych poziomy
pozostatosci lekow w zywnosci.

Celem badan bylo opracowanie metodyki iloSciowego oznaczania kilku
grup chemioterapeutykow takich jak: penicyliny, tetracykliny, amfenikole, lin-
kozamidy, sulfonamidy, chinolony oraz pojedynczych lekoéw: siarczanu strepto-
mycyny, iwermektyny oraz nifursolu w tkankach drobiu, $win i ryb. Zastosowa-
no w tym celu technikg elektroforezy kapilarnej, ktora w ciagu ostatnich 15. lat
odgrywa coraz wigksza rol¢ w analizie lekéw. Technika ta zostata wybrana do
badan z uwagi na szereg zalet: krotki czas analizy, wysoka wydajnos¢ i spraw-
no$¢ uktadu separacyjnego oraz niewielkie zuzycie probek i rozpuszczalnikow
organicznych.

Zaproponowana procedura przygotowania prob tkankowych do analizy
oparta jest na odbialczaniu za pomoca acetonitrylu. W celu uzyskania wyzszych
warto$ci odzyskow przebadano mieszaniny ekstrakcyjne, w sktad ktoérych obok
acetonitrylu wchodzity: metanol, 3% kwas trichlorooctowy, bufor Mcllvaine’a
(pH = 4,0) oraz s6l disodowa kwasu etylenodiaminotetraoctowego (EDTA-Na,).
Proby zawierajace tetracykliny, siarczan streptomycyny, iwermektyne i nifursol
wymagaly jednoetapowego procesu odbiatczania, podczas gdy dla préb, zawie-
rajacych leki z grupy penicylin, amfenikoli, linkozamidow, sulfonamidow i chi-
nolondéw byto koniecznym zastosowanie dodatkowej ekstrakcji do fazy statej
(SPE). W toku dalszych badan przeprowadzono optymalizacje parametréw sepa-
racji elektroforetycznej dla kazdej z badanych grup chemioterapeutykoéw
(. analityczna dlugos$¢ fali, sktad i pH buforu, czasy nastrzyku oraz wielko$¢
przyktadanego napigcia). Wybrane wielko$ci parametrow stanowily kompromis
pomigdzy wydajnoscia, efektywnoscia rozdzielania a czasem analizy.

Uzyskane wyniki poddano ocenie statystycznej w zakresie selektywnosci,
doktadnosci, precyzji, liniowosci, trwalosci i odpornosci opracowanej metody.
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Walidacja metody obejmowata réwniez wyznaczenie granic wykrywalnosci
(LOD) i ilosciowego oznaczana (LOQ) dla analitow oraz obliczenie warto$ci
odzyskow. Korzystajac z rownan regresji okreslono takze dodatkowe parametry
wymagane przy ocenie pozostalosci: decyzyjna warto$¢ graniczna (CCa, wy-
znaczajaca poziom oraz warto$ci powyzej tego poziomu, ktére moga zostac
uznane jako niezgodne z btedem prawdopodobienstwa a)) oraz zdolno§¢ wykry-
wania (CCP, definiowang jako najmniejszy mozliwie wykrywalny poziom sub-
stancji, ktory zostat zmierzony w probce z bigdem ).

Przedmiotem badan pozostatosci lekow przeciwbakteryjnych byly tkanki ja-
dalne (mie$nie, nerki, watroba, skoéra z tluszczem) zwierzat réoznego gatunku
(drobiu, $win i ryb). Skuteczno$¢ opracowanych metod poddano weryfikacji,
analizujac probki tkankowe pochodzace od zwierzat, ktorym podawano leki
w dawkach terapeutycznych. Ponadto przeprowadzono testy na tkankach jadal-
nych i produktach pochodzenia zwierzecego, zakupionych w lokalnych skle-
pach. Celem dalszych analiz bylo potwierdzenie przydatnos$ci metod elektrofore-
tycznych do badan monitorowania poziomu lekéw stosowanych w weterynarii:
iwermektyny (w osoczu krwi u §win i koni) oraz tiamfenikolu (w surowicy krwi
u indykow). Przeprowadzone oznaczenia postuzyly do okreslenia biodostgpnosci
(w przypadku tiamfenikolu) oraz bioréwnowaznosci (w przypadku iwermekty-
ny) badanych postaci leku. Opracowana metodyka okazata si¢ wystarczajaco
czula do oznaczen pozostalosci chemioterapeutykow na poziomach znacznie
nizszych niz ustalone wartosci MRL. Przeprowadzone badania moga zalez¢
zastosowanie do okreslania okresow karencji, ktére wyznaczane sa dla lekéw
weterynaryjnych w celu uniknigcia niebezpieczenstw, zwigzanych z wystepo-
waniem ich pozostatosci w zywnosci pochodzenia zwierzgecego. Opracowane
metody moga réwniez z powodzeniem by¢ zastosowane do ilo§ciowego ozna-
czenia wigkszosci chemioterapeutykow stosowanych w lecznictwie weteryna-
ryjnym i w hodowli zwierzat a technika CE, jako alternatywna metoda w sto-
sunku do technik chromatograficznych, w pelni spelnia wymogi stawiane ozna-
czeniom ilo§ciowym i moze by¢ uzyta w laboratoriach, oceniajacych jako$¢
i bezpieczenstwo zywnosci.
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9. SUMMARY

Antimicrobial food additives were used in veterinary medicine for the first
time in 1950's. Today, various kinds of antibiotics are applied in animal hus-
bandry to control, prevent and treat infection as well as to decrease production
costs in food producing animals. Together with the market globalization,
chemotherapeutics are administered at sub-therapeutic doses for the whole pro-
duction period and help to increase animals ability to absorb food and thus reach
the market weight earlier. Currently, approximately 80% of all food-producing
animals receive medication for a certain period or the whole of their lives. The
veterinary drugs given to animals orally or parentally may be found in organ
tissues, particularly when animals are slaughtered without any observance of the
withdrawal time. Treating animals with antimicrobials represents a hazard to
consumers due to drug residues in edible tissues of animal origin. There is a
higher risk of developing allergies, drug resistance, as well as carcinogenic and
toxic effect. In addition to immediate adverse consequences, there have also
been the long-term effects to the exposure of low levels of residue, which have
still been unknown. In order to ensure the safety of food for consumers, the
European Union (EU) Commission and the Joint FAO/WHO Expert Committee
on Food Additives (JECFA) have established maximum residue limits (MRLs)
for the most of antimicrobials in edible tissues of several animal species, their
milk, honey and eggs. These MRLs are the basis for the determination of limits
of detection (LODs) of various analytical methods used in residue surveillance.
These limits require the development of sensitive and specific methods for the
identification and quantification of drug residues in food.

Many screening (microbiological or immunoassay) tests have been used to
detect chemotherapeutic residues in animal products, but a confirmation and an
accurate quantification by instrumental methods is mandatory by the risk of false
non-compliant results. Recently, the chromatographic techniques have been
played a key role in residue analysis. However, the routine analyses by gas
chromatographic (GC) methods are not feasible because of many purification
steps required prior to the analysis of thermally labile and non-volatile chemo-
therapeutic compounds. On the other hand, high-performance liquid chromatog-
raphy (HPLC) methods are limited by sometimes poor separation efficiencies,
expensive columns and the consumption of relatively high amounts of organic
solvents used as mobile phase, which can be harmful to the environment. Like-
wise, the application of HPLC with UV detection methods are strongly limited
by UV absorption properties of drugs, which require a short wavelength detec-
tion (A = 190 — 210 nm), in which most of the commonly used organic solvents
of the mobile phase absorbs UV light as well. Since the publication of Decision
2002/657/EC, LC coupled to mass spectrometry (MS) has become the preferred
technique for confirmation and quantification of drug residues in food samples.
LC-MS methods are capable of identifying individual chemotherapeutics within
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a class but involve relatively complex and expensive instrumentation, which
may not always be available for routine monitoring.

In this work, CE methods for the quantification of several classes of che-
motherapeutics including penicillin, tetracycline, amphenicol, lincosamide, sul-
fonamide, quinolone compounds as well as streptomycin sulfate, ivermectin and
nifursol in poultry, swine and fish tissues have been developed and validated.
In the recent 15 years, CE has gained increasing interest as a powerful analytical
tool by advantage of its short analysis time, resolution and extremely high effi-
ciency as well as its low sample and organic solvent consumption.

The proposed simplified clean-up protocol, including deproteinization by
acetonitrile has been allowed to determinate of drug substances in a variety of
tissue species. However, to obtain the best recoveries of analytes the combina-
tion of acetonitrile with trichlooacetic acid, methanol, Mcllvaine’s buffer solu-
tion (pH=4.0) or ethylendiamine-tetraacetic acid disodium salt (EDTA-Na,)
were also studied. The samples included tetracyclines, streptomycin sulfate,
ivermectin and nifursol were deproteinized by acetonitrile without an additional
clean-up steps, but the need of solid-phase extraction (SPE) extraction was eva-
luated for penicillin, amphenicol, lincosamide, sulfonamide and quinolone com-
pounds. In the course of research, electrophoretic separation conditions (wave-
length, composition and pH value of the buffer solutions, injection times and
applied voltage) were selected for each of chemotherapeutic class, that were the
best compromise between a good efficiency, resolution and fast analysis time.

The elaborated CE methods were validated in compliance with the analytical
performance parameters required for analytical method validation, including
selectivity, accuracy, precision, linearity, limit of detection (LOD), limit of
quantification (LOQ), robustness, recovery and stability. Moreover the decision
limit (CCa — limit, at which it can be decided that a sample is truly violate with
an error probability of o) and detection capability (CCP — the smallest content at
which a method is able, with an error probability of B to detect the analyte) were
calculated for all analytes using calibration lines.

The CE method has been developed for the determination of antimicrobial
residues in different animal (poultry, swine and fish) edible tissues (muscles,
kidney, liver, skin and fat). The effectiveness of electrophoretic method has been
checked by analyzing tissue samples from the animals, which were treated with
therapeutic doses. Experiments have been also performed in tissue samples of
animal origin commercial products obtained from several markets. Moreover,
the usefulness of CE method has been exerted for pharmacokinetic research. The
elaborated CE methods have been used for the monitoring of plasma/serum drug
levels during pharmacokinetic trials with ivermectin (in swine and horses) and
thiamphenicol (in turkeys). This has been done to evaluate its most efficacious
dosage regimen and the bioavailability of the pharmaceutical form. The pro-
posed methods have been appropriately sensitive for the edible tissues chemo-
therapeutic residues determination at the levels far below MRL values. This has
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allowed establishing the withdrawal period, which has been necessary to avoid
any risk for a human coming from consuming animals treated with those drugs.
The developed CE methods could be satisfactory applied as a routine procedure
to quantify the most important classes of chemotherapeutic agents used in vet-
erinary medicine and animal husbandry. The CE could be fully accepted as a
complementary or alternative to LC separation technique in drug analysis and
can be implemented in laboratories of food quality and safety control.
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