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Ruokavirastossa  tutkitaan |&8keainejadmia  eldinperaisista  elintarvikkeista
viranomaisvalvontaan kuuluvassa vierasainevalvontaohjelmassa. Jaamien
seulontaan kaytettadvat menetelmat ovat joko LC-MS/MS-, GC-MS/MS- tai ELISA-
tekniikkaan perustuvia. Kyseisilla menetelmilla voidaan yleensa analysoida yhta
ladkeaineryhmaa, eli n. 5-20 laakeainetta kerrallaan. Tavoitteena oli kehittaa laaja, yli
100 yhdistetta kasittava LC-HRMS-tekniikkaan perustuva monijadgmamenetelma, jolla
voidaan tehostaa laboratorion toimintaa seulonta-analytiikassa.

Opinnaytetyon tavoitteena oli kehittdad QuEChERS-naytteenkasittelymenetelma
maitonaytteille seulonta-analyysia varten. Naytteenkasittelyn tulisi olla nopea ja
yksinkertainen, mutta riittava poistamaan matriisista analyysia hairitsevia tekijoita.
Tydssa kokeiltiin erilaisia QUEChERS- ja dSPE-menetelmid, ja niiden yhdistelmia.
Lisaksi vertailtiin eri liuottimia ja suolojen ja liuotinmaarien vaikutusta.

Tulokseksi saatiin, etta naytteita ei kannata haihduttaa kuiviin konsentrointivaiheessa,
silla jotkut 1adkeaineet haihtuvat, hajoavat tai eivat uudelleen liukene haihdutuksen
jalkeen. Lisaksi havaittiin etta hieman hapan liuotin antaa paremman saannon, kuin
pelkka asetonitriili.

Opinnaytetyon tulokset olivat erittain hyodylliset Ruokavirastolle, silla nama

ensimmaiset testit ovat mahdollistaneet sen, etta menetelma on nyt valmis ja
rutiinikaytossa.
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The Finnish Food Authority is responsible for planning and carrying out the control of
residues in foodstuffs of animal origin under the national residue control program.
The laboratory analyses of the samples are carried out at the laboratory of the Finn-
ish Food Authority. The methods used for the screening of veterinary drug residues
are typically based on LC-MS/MS-, GC-MS/MS- and ELISA-techniques. The methods
currently used in the laboratory can analyze only one group of drugs (5—20 drugs)
simultaneously. The purpose of this study was to develop a broad screening method
for over 100 drugs based on a LC-HRMS-technique. This new multiresidue screening
method would enhance the performance of the laboratory significantly.

The goal of this thesis work was to develop a QUEChERS-sample preparation
method for multiresidue screening of veterinary drugs in milk. The sample prepara-
tion should be fast and easy, but sufficient to remove the disruptive factors of the ma-
trix. This thesis compares different QUEChERS- and dSPE-methods and combina-
tions of these methods.

The result is that to avoid the evaporation of the samples to dryness, resulting lower
yield due to possible destruction of some of the drugs, evaporation, breaking down or
poor dissolution after the evaporation. The other important observation was, that
acidic solvent gave better yield compared to pure acetonitrile.

The results of this thesis are very useful to the laboratory, because these first tests
have enabled the new method to be taken for routine use.

Keywords: QUEChERS, Multiresidue screening, Veterinary drug, Milk
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Lyhenteet

ACN:

BVL:
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ELISA:
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MS:

QTOF:

QUEChERS-tekniikka
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acetonitrile, suom. asetonitriili

Bundesamt fur Verbraucherchutz und
Lebensmittelsicherheit suom. Saksan Ruokavirastoa

vastaava laitos

dispersive solid phase extraction, suom. dispersiivinen

kiinteafaasiuutto

enzyme-linked immunosorbent assay, suom.

entsyymivalitteinen immunosorbenttimaaritys

gas chromatography, suom. kaasukromatografia

High Resolution Mass Spectroscopy suom. korkean
erotuskyvyn massaspektrometria

Liquid Chromatography, suom. nestekromatografia

Maximum Residual Limit, suom. jaéman

enimaispitoisuus

Mass Spectrometry, suom. massaspektrometria

Quadrupole Time of Flight, suom. kvadrupolilentoaika-

analysaattori

Quick, Easy, Cheap, Effective, Rigid, Safe eli suom.
nopea, helppo, halpa, tehokas, vakaa, turvallinen

naytteenpuhdistusmenetelma

rounds per minute, suom. kierrosta minuutissa



1 Johdanto

Ruokaviraston kemian osastolla tutkitaan laakeainejaamia elainperaisista
elintarvikkeista viranomaisvalvontaan kuuluvassa vierasainevalvonta-
ohjelmassa. Jaamien seulontaan kaytettavat menetelmat ovat joko LC-MS/MS-,
GC-MS/MS- tai ELISA-tekniikkaan perustuvia. Kyseisilla menetelmilla voidaan
yleensa analysoida yhta laakeaineryhmaa, eli n. 5-20 laakeainetta kerrallaan.
Tavoitteena oli kehittaa laaja, yli 100 yhdistetta kasittava monijaamaseulonta-
menetelma perustuen LC-HRMS-tekniikkaan, jolla voidaan tehostaa

laboratorion toimintaa seulonta-analytiikassa.

Analyysiin kaytettava laite oli Agilentin 6545 Q-TOF LC/MS. Ruokaviraston
erikoistutkija Marjo Mauriala toimi vastuuhenkilona menetelman kehityksessa
Ruokaviraston kemianlaboratoriossa ja ohjasi opinnaytetyon yhdessa
Metropolia AMK:n lehtori Mia Ruismaen kanssa. Marjo Mauriala oli ehtinyt
aloittaa testaukset BVL:n ohjeen mukaan, mutta parista ensimmaisesta testista

ei ollut tullut tuloksia.

Naytteenkasittelyn tulisi olla nopea ja yksinkertainen, mutta riittdva poistamaan
matriisista analyysia hairitsevia tekijoita. Tyossa kokeiltin mm. QUEChERS- ja
dSPE-menetelmia ja naiden yhdistelmia. Lisaksi vertailtiin eri liuottimia
muuttamalla pH:ta (lisdamalla happoa tai emasta) ja kokeiltiin eri suolojen seka

eri liuotinmaarien vaikutusta.



2 Teoria

2.1 Maidon laakeainejaamien kemiallinen analytiikka

Maito on peruselintarvike, ja muodostaa huomattavan osan varsinkin lasten
ravinnosta. Maidon tulee olla paitsi terveellista ja hygieenisesti korkealaatuista
myO0s vapaata erilaisista jaamista. Jaamat ovat aineita, joita ei esiinny maidossa
silloin, kun lehmat on kasvatettu ja ruokittu hyvan maatalouskaytannon
mukaisesti "puhtaassa ymparistossa”. Erilaisia jaamia joutuu maitoon lehman
ravinnon mukana, maidon kasittelyn yhteydessa tai elaimen laakinnan
seurauksena. Paitsi vieraita aineita sellaisenaan myo6s niiden maitoon

erittyvia metaboliitteja pidetaan jaamina. Maitoon kohdistuvan jagamavalvonnan
tavoitteena on ensisijaisesti estaa mikrobilaakkeita sisaltavan maidon
joutuminen elintarvikkeeksi ja siten taata toksikologisesti hyvalaatuinen

tuote. Elainperaisten elintarvikkeiden, kuten maidon, jagamavalvonnan
kemialliset analyysit hoidetaan Ruokaviraston kemian osastolla. Tutkittavien
yhdisteiden uutto ja puhdistaminen naytemateriaalista tehdaan erilaisilla

esikasittelymenetelmilla ennen kromatografista tai immunologista analyysia (1).

2.2 Maitonaytteen esikasittely

Maitonayte uutetaan liuoksella, johon tutkittavat yhdisteet liukenevat. Uuton
saantoa testataan takaisinsaantokokeilla lisaamalla tutkittavaa
standardiyhdistetta tunnettu maara naytematriisiin ennen uuttoa ja
analysoimalla nayte ja vertaamalla analyysin tulosta lisattyyn maaraan.
Nayteuutosta kasitellaan lisaksi QUEChERS-menetelmalla tai
kiinteafaasiuutolla. Nayteuutosta puhdistetaan siten, etta kromatografisessa
analyysissa ei ole jaljella hairitsevia yhdisteitd. Koska tutkittavien yhdisteiden
pitoisuudet ovat erittdin pienia, nayteuutosta konsentroidaan haihduttamalla
liotinta pois typpihaihduttimella. Ennen analyysia nayte liuotetaan sopivaan
liuottimeen, ja nestekromatografisessa analyysissa kaytetaan tavallisesti
ajoliuosta. Jaamaanalytiikassa tarkeinta on saavuttaa riittava herkkyys

yhdisteen pitoisuuden luotettavalle mittaamiselle (1).



2.3 QuEChERS-tekniikka ja dispersiivinen kiinteafaasiuutto (dSPE)

QuEChERS-tekniikka on kehitetty 1ahinna naytteen puhdistukseen pestisidien
monijaédmaanalyyseihin 2000- luvun alussa. QUEChERS tulee sanoista Quick,
Easy, Cheap, Effective, Rigid, Safe eli suomeksi, nopea, helppo, halpa,

tehokas, vakaa ja turvallinen.

QuEChERS-tekniikka soveltuu myos bentsimidatsolien ja muiden loislaakkeiden
maarittamiseen lihaksesta, maidosta ja kananmunasta. Enimmaispitoisuudet

(MRL-pitoisuus) vaihtelevat ladkeaineesta riippuen maidossa valilla 10400 pg/kg

(1).

QuEChERS-tekniikka on nimensa mukaan mm. helppo, nopea ja edullinen.

Kuvassa 1 on esitetty menetelman eri vaiheet, jotka ovat seuraavat:

1. Nayte punnitaan.
2. Lisataan vetta seka sisainen standardi.

3. Lisataan asetonitriilia, johon polaariset laakeaineet liukenevat
parhaiten. Joissakin tapauksissa pH:ta pitaa saataa, ja asetonitriiliin
tulee lisata hieman happoa tai emasta.

4. Ravistellaan vorteksilla, jotta nayte sekoittuu hyvin.

5. Lisatdan suoloja, jotta faasit erottuvat paremmin. Tama
ulossuolausvaihe vaikuttaa analyyttien jakautumiseen eri faasien
valilla. Tassa vaiheessa nayte kuumenee hetkellisesti.

6. Ravistellaan 1 min.

7. Sentrifugoidaan, jotta faasit erottuvat tarkasti ja suolat ja matriksi
erottuvat supernatantista.

8. Nayte on jakautunut kahteen faasiin, ylafaasi on liuotinfaasi ja alafaasi
on vesifaasi.
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Kuva 1. QUEChERS-tekniikan vaiheet (8 vaihetta)(2).

Dispersiivinen kiinteafaasiuutto tehdaan usein QUEChERS-tekniikan jalkeen. On
olemassa paljon erilaisia kaupallisia dSPE-kitteja, jotka soveltuvat erityyppisille
lahtdmateriaaleille. Kuvassa 2 on esitetty dispersiivisen kiinteafaasiuuton eri

vaiheet, jotka ovat seuraavat:

1. Valitaan sopiva dSPE- kitti ja lisatdan siihen asetonitriilifaasia
(QUEChERS-tekniikan vaiheesta 8). Rasvaiselle maidolle suositeltiin
C18- dSPE Kkittia.

2. Ravistellaan vorteksilla 1 min, jotta nayte ja kiinteafaasi sekoittuvat hyvin
ja naytteesta sitoutuu analyysia haittaavat aineet kiinteafaasi-rakeisiin.

3. Sentrifugoidaan 4000 rpm 5 min.

4. Otetaan supernatantti talteen ja haihdutetaan tai laimennetaan, jos on
tarpeen.

5. Pipetoidaan GC- tai LC-putkiin, jotka ovat siten valmiita analysoitavaksi.



Step 2: Dispersive Solid Phass Extraction (dSPE)
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Kuva 2. Dispersiivisen kiintedfaasiuuton vaiheet (1-5).(2).

Kuvissa 1 ja 2 on esitetty QUEChERS- ja dSPE-menetelmat vaihe vaiheelta.
Tassa opinnaytetyossa vertaillaan ylla esitettyja puhdistusmenetelmia ja niiden

yhdistelmia.

2.4 LC-HRMS-tekniikka

Nestekromatografia  (liquid  chromatography, LC) on fysikaalinen
erotusmenetelma, jossa yhdisteiden erottuminen perustuu niiden erilaisiin
vuorovaikutuksiin liikkuvan nestefaasin ja kiinteafaasin valilla. LC:lla voidaan
periaatteessa analysoida mika tahansa yhdiste, jos se on liuenneena johonkin
liuottimeen. Nestekromatografiassa voidaan kayttda Ilukuisia erilaisia
detektoreita, joista yleisimmat ovat UV, fluoresenssi, elektrokemialliset detektorit,
valon sironta ja MS. Naistd menetelmistd erityisesti MS:ssa yhdistyvat

erinomainen herkkyys ja spesifisyys (3).

Tassa opinnaytetyossa kaytettin  Agilentin  kvadrupoli lentoaikamassa-

analysaattoria, QTOF (kuva 4). Toimintaperiaatteeltaan kvadrupolit ovat



suodattimia, jotka paastavat ioneja lavitseen niiden m/z-suhteen perusteella.
Kvadrupoli koostuu neljasta yhdensuuntaisesta elektrodista, joiden valiin
muodostetaan sahkokentta. lonien saapuessa elektrodien valiin ne joutuvat
sahkokentan vaikutuksesta niiden kulkusuunnalle kohtisuoraan
varahdysliikkeeseen. Jos ionien varahtely on lilan laajaa, ne tormaavat
elektronisauvoihin eivatka paase kvadrupolin lapi detektorille. Kun jannitteita
muutetaan, muuttuu myos kvadrupolin lapi paasevien ionien m/z-suhde. Talla

tavoin voidaan pyyhkaista lapi tietty m/z- alue ja siten mitata massaspektri (4).

Detektori

Resonoiva ioni ; I

Toniliihde

| | Tasa- ja vaihtovirta

Kuva 3. Kvadrupolin toimintaperiaate kaavakuvana (5).

Erimassaisten ionien nopeuseroihin perustuu lentoaikamassaspektrometria
(TOF). lonit saavat saman kineettisen energian, kun ne kiihdytetdan
vakiojannitteelld. Raskaat ionit lentavat kevyitd hitaammin. Samaan aikaan
lahteneet erimassaiset ionit saapuvat eri aikaan detektorille, jolloin niiden massat
saadaan selville. Lentoaikamassamenetelma on nopea ja silla saavutetaan suuri

resoluutio (3).



3 Reagenssit ja laitteet

3.1 Reagenssit
Liuottimet ovat HPLC-laatua ellei toisin mainita ja muut reagenssit ovat p.a. laatua.
Menetelmankehitystyossa kaytettiin seuraavia reagensseja ja liuoksia:

metanoli, Merck 1.06007.2500, Lot# 10899707731

asetonitriili, VWR Hipersolvn Chromanorm 83640.320 Lot #
18E294014

puhdas vesi, MilliQ

muurahaishappo 98-100 %, Formic Acid, VWR Hipersolv Chroma-
norm LC-MS, prod. 84885-180, Lot # FS640107

suolahappo, HCI, Baker 6081 tai vastaava
etanoli

natriumkloridi, AnalaR NORMAPUR, VWR Chemicals 27810.295 Lot
# 17K254130 ACS, Reag. Ph. Eur

[1  magnesiumsulfaatti, MgSO4, vedetdn, reagent grade = 99.5%, Lot #
MKCF0648, 1002682308

Esimerkki sisaisen standardiliuoksen valmistuksesta:

Sisaisen standardin pitoisuuden tuli olla 10 pg/ml ja sita tehtiin yhteensa 5 ml.
Taulukon 1 mukaan pipetoitiin 50-500 pl kantaliuoksia, ja taytettiin metanolilla

merkkiin asti. Valmista liuosta sailytettiin jaakaapissa.



Taulukko 1. 10 pg/ml sisdisen standardiliuoksen valmistus, pipetointitaulukko.

ISTD:n nimi Kantaliuoksen Pipetoitu
tilavuus/ 5 ml
pitoisuus pg/ml
metanolissa
1 d3-aminobendatsolisulfoni 100 500 pl
2 13C6- klosanteeli 100 500 pl
3 d3- triclabendatsoli 100 500 pl
4 d3- HMMNI 1000 50 pl
5 d3- ipronidatsoli 1000 50 pl
6 d3- fenyylibutatsoni 1000 50 pl
7 d4- diklofenakki 100 500 pl
8 d3- carprofen 10000 50 pl
9 d6- tetrasykliini 100 500 pl
10 | '3Ce- sulfametatsiinifenyylinemihy- 1000 50
draatti




3.2 Laitteet ja tarvikkeet

Opinnaytetydssa kaytettiin seuraavia laitteita ja tarvikkeita:

[0 ruiskusuodattimet, Agilent, # 5190-5082) PTFE 4mm, 0,2 um

dSPE putket, Waters, DisQue 2 ml tube, 150 mg MgSO4/ 50 mg C18,
# 186008075

analyysivaaka, Mettler Toledo AX204
ylakuppivaaka, Caliper Life Sciences
tasoravistelija, IKA-WERKE KS 501 digital

jaahdyttava sentrifuugi 15-50 ml:n putkille, Heraeus, Megafuge 2,0
R (00005149)

[0 jaahdyttava sentrifuugi 1,5-2 ml: n putkille, Eppendorf Centrifuge
5415 C

(1 typpihaihdutin, Pierce Reacti Vap TM Model 18780 ja lampdmoduuli,
Pierce Reacti Therm Heating Module Model 18790

typpihaihdutin, Zymark Turbo Vap ® LV

analysaattori: Agilent Technologies infinity Il 1290 nestekromato-
grafi, Agilent 6545 QTOF massaspektrometri (Sonet 7208)

O analyyttinen kolonni: Waters, Acquity UPLC BEH C18 1,7 ym, 2,1 x
100 mm, #186002352, Lot # 0339391082, serial 033939108525112

O O 0O o

Kuva 4. Agilent Technologies 6545 Q-TOF LC/MS analyysilaite. (kuva Marjo

Mauriala).
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Naytteenkasittelyssa tuli kayttaa vain menetelmaohjeessa mainittuja
suodattimia, silla esimerkiksi PVDF-suodattimet heikentavat joidenkin
yhdisteiden saantoa huomattavasti. Ajoliuospulloina kaytettiin vain laitteelle
tarkoitettuja 1 litran pulloja. Laitteen kontaminoitumista pyrittiin valttamaan
kayttamalla naytteenkasittelyn ja laitteen kayton aikana aina puhtaita
nitrillihanskoja. Kasirasvojen yms. kayttda oli valtettava naytteenkasittelyn

aikana.

3.3 LC-HRMS-maaritys

3.3.1 LC-olosuhteet

Ajoliuoksina kaytettiin: 0,1-prosenttista muurahaishappoa (A) ja: 0,1-
prosenttinen muurahaishappo asetonitriilissa (B). Virtausnopeus oli 0,4 ml/min

ja injektiotilavuus 5 pl.

Ajossa oli gradientti seuraavasti:

e Gradientti (positiivinen ESI)

Aika (min) B-ajoliuos (%)
0,0 5%
1,0 5%
15,0 60 %
15,5 95 %
18,0 95 %
18,5 5%
21,0 5%

e Gradientti (Negatiivinen ESI)

Aika (min) B-ajoliuos (%)
0,0 5%
1,0 5%
10,0 95 %
13,0 95 %
13,5 5%

15,5 5%
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3.3.2 QTOF-parametrit

Parametrit ovat englanniksi, koska laite on englanninkielinen.

Tune Parameters:

(1 Mass range Low (1700 m/z)

[0  Slicer Mode High Resolution

01 Instrument Mode Extended Dynamic Range (2 GHz)

(1 Mass calibration 50-1700 m/z
Positive ESI

0 Capillary voltage (VCap) 2500V

0  Gas temperature 300C

0 Drying gas flow 10 I/min

0 Nebulizer pressure 35 psi

0  Sheath gas temperature 300 C

[1  Sheath gas flow 11 I/min

[0 Nozzle Voltage 500V

[0 Fragmentor 120V

0 Mass range m/z 100 — 1200

0 Cycle time 3 spectrals

0  Transitients/spectrum 2694

0 Analysis Mode MS

O Collision Energy oV,20V,40V

0 Reference masses m/z 121,0509

m/z 922,0098

Negative ESI

(1 Capillary voltage (VCap)- 2500V

[0 Gas temperature 300 C

(1 Drying gas flow 10 I/min
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0 Nebulizer pressure 35 psi

[0 Sheath gas temperature 300 C

[0  Sheath gas flow 11 I/min

(1 Nozzle Voltage 500 V

[0 Fragmentor 120 V

(1 Mass range m/z 90 — 1100
[0 Cycle time 3 spectrals

(1 Transitients/spectrum 2694

[0 Analysis Mode MS

O Collision Energy oVv,20V,40V
O Reference masses m/z 112,9855

m/z 1033,9881

3.3.3 Kriteerit laitteen suorituskyvylle

Ennen laitteen kayttda, sen toimintakyky on tarkastettava seuraavalla tavalla:
laiteelle tehdaan viritys kaytetylla mittausmoodilla (Extended Dynamic Range (2
GHz), Low (1700 m/z), High Resolution) ja massa-alue kalibroidaan.
Kalibrointiraportti tarkastetaan ja sen tulee vastata laiteohjeen LAB 6247
suositusarvoja. Resoluution tulee olla valvontakortin rajoissa seka positiivisella
etta negatiivisella ionisaatiolla. Lisaksi ennen analyysisarjaa analysoidaan
liuotinstandardi laitteen toimintakunnon varmistamiseksi. Liuotinstandardista

tarkastellaan piikkien pinta-aloja seka retentioaikoja.

Jokaisessa naytteessa referenssiliuoksen yhdisteiden signaali tulee olla
suurempi kuin 1000 koko nayteajon ajan. Yksittaisen yhdisteen
massatarkkuuden on oltava + 5 ppm, jotta positiivinen seulontatulos voidaan

hyvaksya. Lisaksi ionisuhdetta voidaan verrata standardinlisdysnaytteeseen.
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4 Menetelman kehitys

Opinnaytetyon tarkoituksena oli kehittdd Ruokavirastolle menetelma, jolla
saataisiin analysoitua mahdollisimman laaja yhdistemaara maidosta LC-HRMS-
analyysilla. Analyysiin kaytettava laite oli Agilentin 6545 Q-TOF LC/MS.

Menetelman kehitystyossa oli tarkoitus seuloa laakeaineita (mm. loislaakeet,
mikrobilaakkeet kuten sulfonamidit, tektrasykliinit, makrolidit, linkosamidit,
kinolonit ja muut ladkeaineet) maitonaytteista. Tarkoituksena oli kehittaa
menetelma, jolla analysoidaan paaasiassa vierasainevalvontaohjelmassa
tutkittavia naytteita. Menetelman kehitystydssa ehdittiin tehda kuusi eri
testausta. Koska eri testeissa vertailtiin useita menetelmia toisiinsa, tulokset on

esitetty jokaisen testin yhteydessa opinnaytetyon lukemisen helpottamiseksi.

4.1 Saantokokeiden pitoisuustason maarittaminen

Ruokavirastolla oli tehty alustavia menetelmankehityskokeita, jotka perustuivat
BVL:n testimenetelmaan "Screening method for determination of A6, B1, B2a,
B2b and B2e in milk with HPLC-HRMS” 01.10.2018 (6). Opinnaytetyon
ensimmaisessa kokeessa tehtiin standardisuora eri pitoisuuksilla, jotta voitaisiin

maarittda pienin pitoisuus, jolla yhdisteet voisi luotettavasti analysoida.
Naytteiden kasittely testi 1:

0  Pipetoitin 5 ml:n maitondayte (5-10 °C) muoviseen 15 mln
koeputkeen. (Putket 1-8.)

[1  Tehtiin |dakeainesoksen lisaykset (0; 1; 2; 5; 10; 50; 100 ja 200
Mag/kg), ravisteltiin vorteksilla 5 s ja inkuboitin 15 min huoneen
[ammossa.

Lisattiin 2 ml asetonitriilia, ravisteltiin vorteksilla 10 s.

Lisattiin 1,6 g MgSOa4 ja 0,4 g NaCl, ravisteltiin vorteksilla ja yritettiin
valttaa paakkujen muodostumista.

Sekoitettiin tasoravisteijassa 15 min, 250 rpm.
Sentrifugoitiin 4000 rpm, 4 °C, 10 min.
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[0 Pipetoitin 1 ml ylintd asetonitriilifaasia 1,5 ml:n mikrosentrifuugi-

putkeen.

O O O o

Haihdutettiin 100 pl:ksi typella, 40 °C.

Lisattiin 400 ul 0,1-prosenttista muurahaishappoa.
Sentrifugoitiin 15000 rpm, 4 °C, 10 min.

Pipetoitiin varovasti 400 yl naytetta LC- pulloihin.

Taulukko 2.Saantokokeiden pitoisuustason maarittamisen tulokset on esitetty
likennevalovarein. Vihrea tarkoittaa, etta tuloksena oli vahva signaali, keltainen
on heikko signaali ja punainen tarkoittaa, etta signaalia ei saatu lainkaan.

Yhdiste MRL

HMMNI POS
Amoksisilliini 4 POS
Sulfadiatsiini POS
Levamisoli POS
Linkomysiini 150 POS
Kefaleksiini 100 POS
Siprofloksaniini 100 POS
Tulatromysiini POS
Klooritetrasykliini 100 POS
Ipronidatsoli POS
Aminoflubendatsoli 10 POS
Deksametasoli 0,3 POS
Penisilliini V 25 POS
Fenyylibutasoni POS
Ivermektiini B1A POS
Kloramfenikoli POS
Ketotriklabendatsoli 10 POS
Diklofenakki 0,1 POS
Klosanteeli 45 POS
Rafoksanidi 10 POS
Ibuprofeeni POS

Konsentraatio ug/kg

200 100 50 10 5 25 1
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Taulukon 2 tulokset kertovat saantokokeiden pitoisuuden maarittamisen
likennevalovarein. Tulosten perusteella pienin laakeainekonsentraatio, jolla
saatiin eniten yhdisteitda nakymaan oli 50 pg/kg. Tama valittiinkin

jatkotutkimusten pitoisuudeksi.

4.2 Uuttoliuottimen ja ulossuolauksen testaus

Kirjallisuutta tutkimalla pyrittiin Idytamaan menetelma, jolla saataisiin nakymaan
myOs ne yhdisteet, joita edellisessa takaisinsaantokeessa ei havaittu.
Seuraavan kokeen menetelma perustui Sunin ym. (7) menetelmaan, jossa
maitonaytteeseen lisatiin vetta ja asetonitriili- uuttoliuokseen 1-prosenttia
etikkahappoa. My0Os suolojen maaraa testattiin. Taulukko 3 esittaa eri
menetelmilla saadut tulokset. Vertaamalla tuloksia, parhaiten toimi menetelma

2, eli 2,5 g suoloja ja hapan uuttoliuos.

Testissa 2 naytteenkasittely tehtiin neljan eri menetelman mukaan.
Laakeaineseosta lisattiin jokaiseen naytteeseen 50 ug/ kg. Ensimmaisessa
menetelmassa on naytteena vetta maidon sijaan. Tassa menetelmassa
uuttoliuoksena oli pelkka asetonitriili ja ulossuolauksessa lisattiin 2,5 g
magnesiumsulfaattia. Toisessa menetelmassa uuttoliuoksena oli asetonitriili,
johon oli lisatty 1-prosenttia etikkahappoa ja suolaa lisattiin sama maara.
Kolmannessa menetelmassa uuttoliuos on sama kuin toisessa, mutta suolaa
lisattiin kaksinkertaisesti. Neljannessad menetelmassa uuttoliuottimena on

asetonitriili ilman happoa ja ulossuolauksessa 2,5 g magnesiumsulfaattia.

Menetelma 1 (vesi, 2,5 g MgSOa4)

Pipetoitiin 2,5 ml vettd 50 ml:n muoviseen koeputkeen.

Tehtiin lisdys (50 pg/kg), ravisteltiin vorteksilla 5 s ja inkuboitiin RT
15 min.

Lisattiin vetta 4 ml, ravisteltiin vortexilla 1 min.

Lisattiin 10 ml asetonitriili + 1-prosenttinen etikkahappo, ravisteltiin
vorteksilla 1 min.

[0 Lisattiin 2,5 g MgSOs ja 0,4 g NaCl, ravisteltiin vorteksilla 1 min.
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Sekoitetiin tasoravistelijassa 15 min, 250 rpm.
Sentrifugoitiin 3000 rpm, huoneen [ammadssa, 15 min.
Inkuboitiin 30 min huoneen lammossa.

Menetelma 2 (asetonitriili ja 1-prosenttinen etikkahappo seka 2,5 g MgS0Oa)

O O O o

Pipetoitiin 2,5 ml naytetta (maitoa) 50 ml:n muoviseen koeputkeen.

Tehtiin lisdys (50 ug/kg), ravisteltiin vorteksilla 5 s ja inkuboitiin
huoneen lammaossa 15 min.

Lisattiin vetta 4 ml, vorteksoitiin 1 min.

Lisattiin 10 ml asetonitriili + 1-prosenttinen etikkahappo, ravisteliin
vorteksilla1 min.

Lisattiin 2,5 g MgSO4 ja 0,4 g NaCl, ravisteltiin vorteksilla 1 min.
Sekoitetiin tasoravistelijassa 15 min, 250 rpm.
Sentrifugoitiin 3000 rpm,15 min huoneen lammadssa.

Inkuboitiin 30 min huoneen lammossa.

Menetelma 3 ( asetonitriili ja 1-prosenttinen etikkahappo, 5 g MgSOa4)

O O o o

Pipetoitiin 2,5 ml naytetta (maitoa) 50 ml:n muoviseen koeputkeen.

Tehtiin lisdys (50 ug/kg), ravisteltiin vorteksilla 5 s ja inkuboitiin
huoneen lammadssa 15 min.

Lisattiin vetta 4 ml, ravisteltiin vortexilla 1 min.

Lisattiin 10 ml asetonitriili + 1-prosenttinen etikkahappo, ravisteltiin
vorteksilla 1 min.

Lisattiin 5 g MgSO4 ja 0,4 g NaCl, ravisteltiin vorteksilla 1 min.
Sekoitetiin tasoravistelijassa 15 min, 250 rpm.
Sentrifugoitiin 3000 rpm, huoneen lammaodssa, 15 min.

Inkuboitiin 30 min huoneen lammossa.

Menetelma 4 ( pelkka asetonitriili seka 2,5 g MgSQOa)

Pipetoitiin 2,5 ml naytettad (maitoa) 50 ml:n muoviseen koeputkeen.

Tehtiin lisdys (50 ug/kg), ravisteltiin vorteksilla 5 s ja inkuboitiin
huoneen lammodssa 15 min.

Lisattiin vetta 4 ml, vorteksoitiin 1 min.
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0 Lisattiin 10 ml asetonitriili + 1-prosenttinen etikkahappo, vorteksoitiin
1 min.

Lisattiin 2,5 g MgSO4 ja 0,4 g NaCl, vorteksoitiin 1 min.
Sekoitetiin tasoravistelijassa 15 min, 250 rpm.
Sentrifugoitiin 3000 rpm, huoneen lammaodssa, 15 min.

O O O o

Inkuboitiin 30 min huoneen lammossa.

Kaikkia menetelmia (1-4) jatkettiin inkuboinnista seuraavasti.

Pipetoitiin ylinta asetonitriilifaasia 4 ml lasiseen koepitkeen.
Haihdutettiin typella n. 1,5 ml:ksi, 40 °C.

Pipetoitiin 1,2 ml dSPE putkeen, vorteksoitiin 1 min.
Sentrifugoitiin 15 000 rpm, 4 °C, 10 min.

Pipetoitiin supernatanttia 1,5 ml:n putkeen, haihdutettin 100 pl:ksi
typella.

O O o o O

Lisattiin 400 ul 0,1-prosenttista muurahaishappoa, vorteksoitiin.
Sentrifugoitiin 15 000 rpm, 4 °C, 10 min.
Siirrettiin 400 pl suodatettua naytetta LC-pulloihin.

Taulukko 3 esittaa eri menetelmilla saadut tulokset. Vertaamalla tuloksia,

parhaiten toimi menetelma 2, eli 2,5 g suoloja ja hapan uuttoliuos.

Taulukko 3. Uuttoliuottimen ja ulossuolauksen testitulokset. Tulokset on esitetty
likennevalovarein, vihrea= signaali yli 50 000, keltainen= signaali alle 50 000 ja
punainen= ei signaalia.

Testi 2. tulokset Konsentraatio 50 pg/kg

VESI, ACN +
. MRL . . ACN +
Yhdiste Polaarisuus | EtCOOH, 2,5 | EtCOOH, EtCOOH, 5 g

ACN, 2
(maito) g CN,2,5¢

HMMNI

Amoksisilliini 4 POS 16566 10626

Sulfadiatsiini POS

Levamisoli POS

Linkomysiini 150 POS

Kefaleksiini 100 POS 2346 1490
Siprofloksaniini 100 POS h_ 41632 702
Tulatromysiini POS ‘ 2013 7036 7311 3954
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Klooritetrasykliini 100 POS 13883

Ipronidatsoli POS

Aminoflubendatsoli 10 POS

Deksametasoli 0,3 POS

Penisilliini V 25 POS 10203 12401 16069 6995
Fenyylibutasoni POS 40503 47405
Ivermektiini B1A POS

Kloramfenikoli POS 1525 2052 3328 3727
Ketotriklabendatsoli 10 POS 35454

Diklofenakki 0,1 POS

Ibuprofeeni POS

Amoksisilliini 4 NEG 1131 977

Betamethazoni NEG

Linkomysiini 150 NEG 2701 16797 6064 25748
Siprofloksaniini 100 NEG 4329 _ 23916 _
Tulatromysiini NEG 2935 4952 4601 5476
Aminoflubendatsoli 10 NEG

Penisilliini V 25 NEG 37791 44738 27418
Fenyylibutasoni NEG 6589 2722 2514 6040
Kloramfenikoli NEG

Ketotriklabendatsoli 10 NEG 44867 5995 14132 17382
Klosanteeli 45 NEG

Rafoksanidi 10 NEG

Ibuprofeeni NEG

4.3 Uuttoliuottimien testaus

Kolmannessa testissa kokeiltiin, miten uuttoliuoksen happamuus tai emaksisyys
vaikuttavat tutkittavien yhdisteiden analysointiin. Lisaksi tutkittiin, miten matriisi
vaikuttaa signaaliin. Tassakin verrattiin toisiinsa neljaa eri menetelmaa, joista
ensimmaisessa kaytettiin vetta maidon sijaan. Taman testin tulokset on esitetty
taulukossa numero 4, jalleen liikennevalovarein. Taulukosta kay ilmi, etta
uuttoliuoksista parhaiten toimi ACN + 1-prosenttinen etikkahappo (menetelma
3).

Testissa verrattiin eri uuttoliuottimia keskenaan: asetonitriilia, ACN + 1-
prosenttinen etikkahappo seka ACN + 0,1-prosenttinen NHz (ammoniakki).

Laakeaineseosta lisattiin 50 pg/kg jokaiseen naytteeseen.
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Naytteenkasittely uuttoliuottimien testauksessa:

[0  Pipetoitin 5 ml maitonaytettda ( 5-10 °C) 15 ml:n muoviseen
koeputkeen.

[0  Tehtiin lisdys (50 ppb), ravisteltiin vorteksilla 5 s ja inkuboitiin 15 min
huoneen lammadssa.

[0 Lisattiin 2 ml menetelmakohtaista liuotinta ja ravisteltiin vorteksilla 10
S.

Lisattiin 1,6 mg MgSO4 ja 0,4 g NaCl, ravisteltiin vorteksilla.
Sekoitettiin tasoravistelijassa 250 rpm, 15 min.
Sentrifugoitiin 4000 rpm, 4 °C, 10 min.

Menetelma 1,( vesi ja ACN)

Pipetoitiin 5 ml vettd maidon sijaan.
Lisattiin 2 ml asetonitriilia, ravisteltiin vorteksilla.

Sentrifugoinnin jalkeen pipetoitiin 1 ml ylinta asetonitriilifaasia 1,5
ml:n putkeen, tehtiin sisaisen standardin lisays.

(1 Haihdutettiin 100 pl:ksi typelld, 40 °C.

Menetelma 2, (maito ja ACN)

(1  Sentrifugoinnin jalkeen pipetoitiin ylinta asetonitriilifaasia 1,5 ml:n
putkeen, tehtiin sisaisen stasndardin lisays.

(1 Haihdutettiin 100 pl:ksi typella, 40 °C.

Menetelma 3, (maito ja ACN + 1-prosenttinen etikkahappo)

01 Sentrifugoinnin jalkeen pipetoitiin ylinta asetonitriili + etikkahappo-
faasia 1,5 ml:n putkeen, tehtiin sisdisen stasndardin lisays.

(1  Haihdutettiin 100 pl:ksi typella, 40 °C.

Menetelma 4, (maito ja ACN + 0,1 % NH3)

(1 Sentrifugoinnin jalkeen pipetoitiin ylintéd asetonitriili + 0,1-prosenttista
NHs- faasia 1,5 ml:n putkeen, tehtiin sisadisen stasndardin lisays.
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00 Haihdutettiin 100 pl:ksi typella, 40 °C.

Kaikki menetelmat (1-4):

[0 Haihdutuksen jalkeen lisattin 400 pl  0,1-prosenttista
muurahaishappoa.

Sentrifugoitiin 15 000 rpm, 4° C, 10 min.
Siirrettiin 400 pl supernatanttia suodattimen Iapi LC- pulloihin.

Taulukko 4. Uuttoliuottimien testauksen tulokset. Liikennevalovarein on
merkitty, miten saantokokeen analyysi on kunkin analyytin kohdalla onnistunut.

konsentraatio 50
Testin 3. tulokset. ug/kg

Yhdiste MRI: Polaarisuus VESI
(maito)

HMMNI

Amoksisilliini 4 POS
Sulfadiatsiini POS
Levamisoli POS
Linkomysiini 150 POS
Kefaleksiini 100 POS
Siprofloksaniini 100 POS
Tulatromysiini POS
Klooritetrasykliini 100 POS
Ipronidatsoli POS
Aminoflubendatsoli 10 POS
Deksametasoli 0,3 POS
Penisilliini V 25 POS
Fenyylibutasoni POS
Ivermektiini B1A POS
Kloramfenikoli POS 10100 8400 9800 8800
Ketotriklabendatsoli 10 POS 49700
Diklofenakki 0,1 POS
Klosanteeli 45 POS
Rafoksanidi 10 POS
Ibuprofeeni POS
Amoksisilliini 4 NEG
Betamethazoni NEG
Linkomysiini 150 NEG
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Siprofloksaniini 100 NEG
Tulatromysiini NEG
Aminoflubendatsoli 10 NEG
Penisilliini V 25 NEG
Fenyylibutasoni NEG 16300 7800 12800
Kloramfenikoli NEG
Ketotriklabendatsoli 10 NEG
Klosanteeli 45 NEG
Rafoksanidi 10 NEG
Ibuprofeeni NEG

Taulukosta 4 kay ilmi, etta uuttoliuoksista parhaiten toimi ACN + 1-prosenttinen

etikkahappo (menetelma 3).

4.4 Haihtuvuustestaus

Koska tahan asti kehitettavassa menetelmassa oli haihdutusvaihe, jolla
konsentroitiin tutkittavat yhdisteet, paatettiin testata, mita tapahtuu, jos naytteet
haihdutettaisiin ihan kuivaksi asti. Haihdutustestin saantokoiden tulokset on
kuvattu pylvasdiagrammein kuvissa 5 ja 6. Kuvista nakee, etta osittain
haihdutetut naytteet antavat paremman saannon kuin kuiviin haihdutetut.
Taman testin mukaan mm. yhdisteet klosanteeli ja rafoksanidi haihtuvat liiaksi,
ja siten niita ei ole saatu aiemmin analysoitua. Vaihtoehtoisesti ne hajosivat tai
eivat haihdutuksen jalkeen liuenneet uudestaan.

Rinnakkaisnaytteet A1 ja A2:

1 ml ACN + 25 pl VD MIX 1 pg/ ml

Haihdutettin 100 plksi ja lisattin 400 pl 0,1-prosenttista
muurahaishappoa

0 400 pl pipetoitiin LC- putkiin.

B1:

0 25 upl VD MIX + 75 pyl ACN + 400 pl 0,1-prosenttista
muurahaishappoa.

0 400 pl pipetoitiin LC- putkiin.
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Rinnakkaisnaytteet C1 ja C2:

1 ml ACN + 25 pl VD MIX
Haihdutettiin kuivaksi typella.
Lisattiin 100 ul ACN + 400 pl 0,1-prosenttista muurahaishappoa.

O o o d

400 pl pipetoitiin LC- putkiin.

Saanto haihdutuksesta
1,4
1,2

1
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®m Haihdutus 100 pl:ksi  ®Haihdutus kuiviin
Kuva 5. Haihtuvuustestin tulokset positiivisella ionisaatiolla.
Esimerkiksi tulatromysiinin ja klosanteelin saanto on kuiviin haihdutettaessa

vain noin kolmasosa siita mita se on, kun verrataan vain osittain haihdutettuihin

naytteisiin.
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Saanto haihdutuksesta
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Kuva 6. Haihtuvuustestin tulokset negatiivisella ionisaatiolla.

Kuvista 5 ja 6 nakee, etta osittain haihdutetut naytteet antavat paremman
saannon kuin kuiviin haihdutetut. Taman testin mukaan mm. yhdisteet
klosanteeli ja rafoksanidi haihtuvat liiaksi, tai ne hajoavat tms. Niita ei ole saatu

aiemmin analysoitua.

4.5 Uuttoliuottimien testaus laajennetulla yhdistemaaralla

Tassa viidennessa testissa paatettiin luopua muutamasta ladkeaineesta, jotka
oli vaikea saada analysoiduksi. Jatkotestauksista jatettiin pois penisilliini V,
fenyylibutasoni, amoksisilliini ja ibuprofeeni. Aiemmin mukana testiliuoksessa oli
vain muutama ryhmaa hyvin edustava laakeaine niista laakeaineryhmista, joita
menetelmalla toivottiin jatkossa analysoitavan. Testiliuoksella haluttiin tehda
yksinkertaistetusti ensimmaiset naytteenkasittelytestit, ennen kuin otettiin
mukaan kaikki laakeaineet. Nyt paatettiin laajentaa tutkittavien yhdisteiden
joukkoa kattamaan kaikki laakeaineet. Ne jaetiin kolmeen ryhmaan: A-naytteista
tutkittiin sulfonamidit, tetrasykliinit, ja makrolidit, B-naytteista tutkittiin
aminoglykosidit, bentsimidatsolit ja nitroimidatsolit ja C-naytteista tutkittiin

kinolonit,oksolonihappo, kortikosteroidit seka linkosamidit. Lisaksi haluttiin viela
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vertailla kahta eri uuttoliuotinta: asetonitriilia seka ACN+ 1% etikkahappoa.
Jokaisesta naytteesta tehtiin rinnakkaiset testit. Naytteisiin lisattiin puolet

vaaditusta MRL-pitoisuudesta.

Naytteenkasittelyt, testi 5:

[0  Pipetoitin 5 ml maitonaytetta (5-10 °C) 15 ml:n muoviseen
koeputkeen.

[0  Tehtiin lisdykset taulukoiden A, B tai C mukaan, sekoitettiin
vorteksilla 5 s ja inkuboitiin 15 min huoneen lammaodssa.

[0  Lisattin 2 ml menetelmakohtaista liuotinta (M1 tai M2), sekoitettiin
vorteksilla 10 s.

Lisattiin 1,6 g MgSO4 ja 0,4 g NaCl, sekoitettiin vorteksilla.
Sekoitettiin tasoravistelijassa 250 rpm, 15 min.
Sentrifugoitiin 4000 rpm, 4° C, 10 min.

Menetelma 1 (ACN)

0  Pipetoitin 1 ml ylintd asetonitriilifaasia 1,5 ml:n putkeen, lisattiin
sisainen standardi.

1 Haihdutettiin 100 pl:ksi typelld, 40 °C.

Menetelma 2 (ACN + 1% etikkahappo)

(1 Pipetoitin 1 ml ylintd ACN+ 1-prosenttista etikkahappofaasia 1,5
ml:n putkeen, lisattiin sisainen standardi.

[1  Haihdutettiin 100 pl:ksi typella, 40 °C.
Molemmat menetelmat
[0 Lisattiin 400 pl 0,1-prosenttista muurahaishappoa.

(1 Sentrifugoitiin 15 000 rpm , 4 °C, 10 min
(1 Siirrettiin 400 pl naytetta LC-pulloihin ruiskusuodattimen lapi



Taulukko 5. Pipetointitaulukot naytteille A, B ja C.
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NAYTE A
# Menetelma | Sulfonamidit Tetrasykliin | Makrolidit | Spiikkaus
10 pg/ml it 10 pg/ml VD-MIX-
10 pg/ml ISTD_002
10 pg/ml
Pitoisuus = 50 ppb = 50 ppb = 25 ppb
ndytteessa
1.1A Menetelma | 25 ul 25 i 12,5 pl 25 i
1
1.2A | Menetelma | 25 pl 25 yl 12,5 25 yl
1
2.1A | Menetelma | 25 pl 25 yl 12,5 25 yl
2
2.2A Menetelma | 25 ul 25 i 12,5 pl 254l
2
NAYTE B
# Menetelm | Aminoglykos | Bentsimidats | Nitroimidats | VD-MIX-
a idit olit olit ISTD_002
10 pg/ml 1 pg/ml 0,1 ug/ml 10
pg/ml
Pitoisuus | =100 ppb =17 ppb =1 ppb
nayt-
teessa
1.1B | Menetelma | 50 pl 1. 83 pl 50 pl 25 pl
1
1.2B | Menetelma | 50 pl 2. 83 ul 50 pl 25 i
1
2.1B | Menetelma | 50 pl 3. 83 ul 50 pl 25 pl
2
2.2B | Menetelma | 50 pl 4. 83 pl 50 pl 25 i
2
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NAYTE C
# Menetelma | Kinolonit | Kortikosteroidit | Linkosamidit | Spiikkaus
10 pg/ml+ | 0,015/0,3 pug/ml | 10 pg/ml VD-MIX-
(0} (o) 10 ISTD_002
Mg/ml 10 pg/ml
Pitoisuus | =25ppb | =0,3/1,5ppb =50 ppb
naytteessa
1.1C | Menetelma | 12,5 pul + |75yl 25 ul 25 ul
1 12,5 ul
1.2C | Menetelma | 12,5 pl + | 75 pl 25 ul 25yl
1 12,5 ul
2.1C | Menetelma | 12,5 pul + |75 pl 25 ul 25 ul
2 12,5 pl
2.2C | Menetelma | 12,5 pl + | 75 pl 25 ul 25ul
2 12,5 ul

Seuraavissa talulukoissa on esitetty testin 5 tulokset. Testissa tutkittiin, nakyykd

laakeaineen signaali positiivisella vai negatiivisella kanavalla tai molemmilla tai ei

nay ollenkaan. Lisaksi tutkittin miten happamampi uuttoliuos toimii verrattuna

puhtaaseen asetonitriiliin.

Taulukko 6. Tulokset naytteista A, B ja C liikennevalovarein.

Nayte A Pitoisuus Polariteetti Polariteetti
pg/kg POS POS NEG NEG
Nimi ACN |ACN+EtCOOH| ACN |ACN+EtCOOH
Sulfadiatsiini >0
Sulfadimetoksiini >0
Sulfadoksiini >0
Sulfakinoksaliini >0
50

Sulfakloropyridatsiini




Niyte A Pitoisuus Polariteetti Polariteetti
pg/kg POS POS NEG NEG
Nimi ACN |ACN+EtCOOH| ACN |ACN+EtCOOH
Sulfameratsiini >0
Sulfametatsiini >0
. 50
Sulfametoksatsoli
Sulfametoksipyridatsiini >0
Sulfapyridiini >0
Sulfatiatsoli >0
Sulfisoksatsoli >0
Tetrasykliini >0
Doksisykliini >0
Oksitetrasykliini >0
Klooritetrasykliini 50
Tulatromysiini 25
Tylosiini 25
Tylvalosiini 25
Pitoisuus Polariteetti Polariteetti
Niyte B ug/kg POS POS NEG NEG
ACN ACN+ ACN ACN
Nimi EtCOOH +EtCOOH
Dihydrostreptomysiini 100
Streptomysiini 100
Albendatsoli 17
Albendatsoli- 17
aminosulfoni
. . 17
Albendatsolisulfoksidi
Albendatsolisulfoni 17
Aminoflubendatsoli 17
Closantel 1
Fenbendatsoli 17
. - 17
Fenbendatsoli-sulfoksidi
Fenbendatsolisulfoni 17
17

Flubendatsoli
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Pitoisuus Polariteetti Polariteetti
Niyte B ug/kg POS POS NEG NEG
ACN ACN+ ACN ACN
Nimi EtCOOH +EtCOOH
Hydroksitiabendatsoli 17
Hydroksitriclabendatsoli 17
Ketotriclabendatsoli 17
. 17
Levamisoli
Mebendatsoli 1
Nitroksiniili 17
Oksibendatsoli 1
Oxyclozanide 1
Rafoksanidi 17
Tiabendatsoli 1
Triclabendatsoli 1
Triclabendatsoli- 17
sulfoksidi
. . . 17
Triclabendatsolisulfoni
Dimetridatsoli 10
HMMNI 10
Ipronidatsoli 10
Metronidatsoli 10
Ronidatsoli 10
. . . 10
Hydroksimetronidatsoli
Hydsoksi-ipronidatsoli 10
Pitoisuus Polariteetti Polariteetti
Nayte C ng/ kg POS POS NEG NEG
ACN ACN ACN ACN
Nimi +EtCOOH +EtCOOH
Danofloksasiini 25
Difloksasiini 25
25

Flumekiini
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4.6 Uuttoliuoksen maaran testaus laajennetulla yhdistemaaralla

Pitoisuus Polariteetti Polariteetti
N'aiyte Cc p.g/ kg POS POS NEG NEG
ACN ACN ACN ACN
Nimi +EtCOOH +EtCOOH
Enrofloksasiini 25
Marbofloksasiini 25
e 25
Nalidiksiinihappo

Norfloksasiini 25
Oksoliinihappo 25
Sarafloksasiini 25
Siprofloksasiini 25
Beetametasoni 0,3
Deksametasoni 0,3
Metyyliprednisoloni 1,5
Prednisoloni 1,5
Klindamysiini 50
Linkomysiini 50
Pirlimysiini 50
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Viimeisessa opinnaytetyohon liittyvassa testissa verrattiin uuttoliuoksen maaran

vaikutusta seka ulossuolausta QUEChERS-menetelmalla ja QUEChERS +

dSPE- dispersiivisella kiinteafaasiuuttomenetelmalla. Tulokset on esitetty

kuvissa 7 ja 8.

Testi perustuu menetelmiin MSM_002-Version of 01.10.2018 (BLV:n
menetelma)(6), seka Sunin ym. (Agilent Technologies)(7). Tassa testissa on
kaikki laakeaineet mukana ja tutkitaan, miten eri maara uuttoliuosta vaikuttaa
tuloksiin. Lisaksi testataan, miten dSPE eli dispersiivinen kiinteafaasiuutto

esikasittelyn lopussa vaikuttaa. Kustakin naytteesta tehtiin rinnakkaiset

analyysit.
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Naytteenkasittely, testi 6:

Pipetoitiin 5 ml maitonaytetta 15 ml:n koeputkeen.

Tehtiin lisdykset Taulukon A tai B mukaan, ravisteltiin vorteksoimalla
5 s ja inkuboitiin 15 min huoneen lammaossa.

O  Lisattin 2 ml ACN + 1-prosenttinen etikkahappo uuttoliuosta
naytteisiin 1 ja 3, ravisteltiin vorteksoimalla 10 s.

0  Lisattin 4 ml ACN + 1-prosenttinen etikkahappo uuttoliuosta
naytteisiin 2, ravisteltiin vorteksoimalla 10 s.

[0 Lisattin 1,6 g MgSO4 ja 0,4 g NaCl suoloja, ravisteltiin
vorteksoimalla.
Sekoitettiin tasoravistelijassa 250 rpm, 15 min.
Sentrifugoitiin 3000 rpm, 4 C, 10 min.

Menetelma 1

Otettiin 1 ml ylinta faasia 1,5 ml:n putkeen.
Lisattiin sisainen standardi.

Menetelma 2

U
O

Otettiin 3 ml ylinta faasia lasiseen koeputkeen.
Lisattiin sisdinen standardi.

Menetelma 3

O O o o

Otettiin 1,2 ml ylinta faasia dSPE-putkeen, vorteksoitiin 1 min.
Sentrifugoitiin 15 000 rpm, 4C, 10 min.

Pipetoitiin 0,9 ml supernatanttia 1,5 ml:n putkeen.

Lisattiin sisdinen standardi.

Menetelmat 1,2 ja 3 sisaisen standardin lisayksen jalkeen:

0
0

Haihdutettiin naytteet noin 100 ul:ksi typella, 40 °C.
Lisattiin 400 pl 0,1-prosenttista muurahaishappoa.



[0 Sentrifugoitiin 15 000 rpm, 4 °C, 10 min.
(1 Siirrettiin 400 pl naytetta LC-pulloihin suodattimen lapi.
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Kuva 7. Testin 6 saantokokeiden tulokset pylvasdiagrammina.
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Kuvassa 7 on vertailtu uuton saantoja QUEChERS-menetelmaan, jossa on 2 ml

hapanta asetonitriilia ja suoloja. Sinisella on kuvattu testia, jossa liuotinta on

puolet enemman kuin toisessa. Oranssilla on kuvattu saantokokeen tulokset,

missd QUEChERS-menetelman lisaksi on tehty dSPE-puhdistus. Kuvassa
100% (punainen viiva) kuvaa uuton saantoa prosentteina suhteessa 2 ml
asetonitriili -uuttoon, eli mikali saanto on suurempi kuin 100 %, se tarkoittaa,

etta kyseisen menetelman saanto on 2 ml asetonitriiliuuttoa parempi.
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Saanto %
90 m2ml ACN+suolat

W4 ml ACN +suolat

m2ml ACN +sdblat + dSPE
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Kuva 8. Testin 6 tulokset pylvasdiagrammina.

Kuvassa 8 on mukana kaikki tutkitut Iaékeaineet ja kolmen eri menetelman
saantokokeita on verrattu keskenaan. Pylvasdiagrammista voi havaita, etta
oranssit pylvaat antavat keskinaarin 50-80 %:n saannon, eli paras menetelma
olisi naista 4 ml hapanta asetonia + ulossuolaus QUEChERS-menetelmalla.
Triklabendatsolin ja sen metabolittien tulokset tulee jattaa huomioimatta, silla
kyseisille yhdisteille LC-HRMS -maarityksessa signaali oli heikko ja ei-
toistettava, jolloin saantoprosenttia ei voitu luotettavasti maarittaa. Molemmista
pylvasdiagrammeista voidaan nahda, etta QUEChERS-menetelma, jossa

hapanta uuttoliuotinta on 4 ml, toimii parhaiten.
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5 Johtopaatokset

Ty0 osoittautui erittain haasteelliseksi. Kun kaikki yhdisteet, jotka ovat
ominaisuuksiltaan hyvin erilaisia, on analysoitava samalla menetelmalla, on
menetelmankehityksessa tyydyttava kompromisseihin. Saantokokeita
vertailemalla tyon tarkeimmaksi havainnoksi tuli se, etta jotkut yhdisteet
haihtuvat muita herkemmin, tai saanto on huonompi koska tutkittava aine on

hajonnut tai se ei ole liuennut uudelleen haihdutuksen jalkeen.

Opinnaytetydlla oli erittdin suuri merkitys, silla nama ensimmaiset testit ovat
olleet ratkaisevia kun uutta menetelmaa on kehitetty. Menetelma on nyt valmis
ja otettu rutiinikayttdon Ruokavirastossa (8). Lopulliseen menetelmaan tuli
loppujen lopuksi ulossuolauksessa magnesiumsulfaatin tilalle
ammoniumsulfaatti, koska tetrasykliinit kelatoituivat magnesiumsulfaatin
l&snaollessa. Lisaksi liuottimeen lisattiin heksaania, jotta maidon rasvoista

paastiin eroon.

Menetelman kehitys vaati perehtymista ja kirjallisuuteen tutustumista. Useiden
ladkeaineiden kohdalla tuli tyytya kompromissiin, eli siihen etta analyysitulos on

tarpeeksi riittava. Kaikista tutkittavista aineista ei saatu optimaalista tulosta.
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