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Inventia se refera la o metoda de extractie rapida pentru determinarea reziduurilor
de antibiotice din probe de biota (peste).

Principalele ingrijorari ca urmare a prezentei micropoluantilor farmaceutici emergenti
in apele de suprafata sunt potentialul acestora de bioacumulare si bioconcentrare in
organismele acvatice. in vederea efectudrii acestor cercetéri sunt necesare tehnici analitice
cat mai sensibile pentru detectia si cuantificarea micropoluantilor farmaceutici, implicit
metode rapide pentru extractia acestora din biota. Pestii sunt indicatori reprezentativi ai
poluarii mediului acvatic datorita capacitatii lor de a prelua si concentra in tesuturi
micropoluantii confinuti in apa.

Dintre tehnicile de extractie a diferitilor compusi organici din probe de biota utilizate
in strainatate mentionam: (1) extractia probei de {esut de peste cu acid tricloracetic (TCA
5%) urmata de vortexare (timp de 30 s), omogenizare prin agitare si centrifugare urmata de
analiza prin cromatografie lichida rapida cu ionizare electrospray-spectrometrie de masa
tandem (LC-ESI-MS/MS) pentru screeningul a sase clase de antibiotice (aminoglicozide,
beta-lactami, macrolide, chinolone, sulfonamide si tetracicline); (2) tehnica utilizadnd ultra-
sunete dezvoltata de Schultz (vezi M.M. Schultz, E.T. Furlong, D.W.Kolpin, S.LWerner,
H.L Schoenfuss, LB. Barber, V.S. Blazer, D.O. Norris, A.M. Vajda, Antidepressant
pharmaceuticals in two U.S. effluent-impacted streams: occurrence and fate in water
and sediment, and selective uptake in fish neural tissue, Environ. Sci. Technol. 44
(2010) 1918), folosind ca solvent de extractie un amestec de acid acetic/etanol (1:1).
Extractia s-a realizat in 3 cicluri (15 min fiecare) si supernatantul colectat dupa fiecare ciclu
a fost centrifugat la 3500 rpm timp de 5 min; (3) metoda QUEChERS (Quick, easy, cheap,
effective, rugged and safe), dezvoltatd de Anastassiades si colaboratori (vezi
Anastassiades M, Lehotay SJ, Stajnbaher D, Schenck FJ (2003), Fast and easy
multiresidue method employing acetonitrile extraction/partitioning and "dispersive
solid phase extraction" for the determination of pesticides residues in produce. J
AOAC Int 86:412-431) ce implica extractia si purificarea la micro-scara a extractului folosind
extractie dispersiva in faza solida (d-SPE) si aplicata pentru determinarea pesticidelor din
tesut de peste (vezi M. V. Barbieri, C. Postigo, N. Guillem-Argiles, L. S. Monllor-Alcaraz,
J. I. Simionato, E. Stella, D. Barcelo, M. Lopez de Aida. Analysis of 52 pesticides in
fresh fish muscle by QUEChERS extraction followed by LC-MS/MS determination.
Science of the Total Environment, Vol. 653, 2019, 958-967); (4) metoda de extractie
lichida la presiune PLE (pressurized liquid extraction) pentru determinarea din tesut de peste
a compusilor bifenil policlorurati (PCB-uri), hidrocarburi policiclice aromatice (PAH-uri) si
pesticide organo-clorurate (OCP-uri) aplicata de Helaleh (vezi M. I. H. Helaleh, A. Al-
Rashdan., Automated pressurized liquid extraction (PLE) and automated power-prep™
clean-up for the analysis of polycyclic aromatic hydrocarbons, organo-chiorinated
pesticides and polychlorinated biphenyls in marine samples. Analytical Methods, vol.
6, 2013).

Problema tehnica pe care o rezolva inventia consta in elaborarea unei metode de
extractie rapida pentru determinarea reziduurilor de antibiotice din probe de biota (pesti) prin
extractie cu solventi organici (acetonitril si metanol) la temperatura si presiune, urmata de
purificarea extractului prin extractie online pe fazad solida (Solid Phase Extraction -
SPEonline) in flux de acetonitril si detectia simultana a antibioticelor doxiciclina si metronida-
zol prin cromatografie de lichide de ultra-inalta performanta cuplata cu spectrometrie de
masa in tandem (UHPLC-MS/MS). Comparativ cu alte metode de extractie raportate in
literatura de specialitate, metoda prezinta un timp de extractie redus, o selectivitate mare si
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limite de detectie a antibioticelor doxiciclina si metronidazol la nivel de ng/g. Intregul proces
de extractie este complet automatizat si efectuat in cateva minute pentru o extractie rapida
cu consum redus de solvent fiind o alternativa foarte buna la metodele traditionale pentru
extractia poluantilor din biota. Din informatiile noastre, aceasta metoda de extractie pentru
detectia antibioticelor din biota (pesti) nu se utilizeaza sau nu se aplica in conditiile
prezentate.

Metoda de extractie pentru determinarea simultana a reziduurilor de antibiotice
doxiciclina si metronidazol dintr-o proba de peste prin cromatografie de lichide de ultra-inalta
performanta cuplata cu spectrometrie de masa in tandem (UHPLC-MS/MS), conform
inventiei, consta in aceea ca proba se supune unei extractii accelerate cu solvent (ASE) prin
introducerea a 50 g de proba intr-o celula de extractie a unui echipament specific pentru
extractia accelerata cu solvent, in prezenta de solvent organic acetonitril : metanol in raport
volumetric de 1:1, la o temperatura de 80°C, presiune de 1500 PSlI, timp static de 15 min si
1 ciclu static, volum de spalare de 60% si timp de purjare cu azot de 250 sec, extractul
obtinut fiind apoi purificat prin extractie online pe faza solida (SPEonline) in flux de acetonitril,
urmat de detectia simultana a doxiciclinei si metronidazolului prin UHPLC-MS/MS.

Metoda consta din urmatoarele etape: (1) proba de biota (peste) se introduce intr-o
celula de extractie si se realizeaza extractia cu un amestec de solventi acetonitril si metanol
la temperatura de 80°C si presiune de 1500 PSI, utilizand echipamentul ASE (Accelerated
Solvent Extraction); (2) extractul obtinut se purifica prin extractie online pe faza solida (Solid
Phase Extraction - SPEonline) in flux de acetonitril; (3) determinarea simultana a doua
antibiotice, respectiv doxiciclina si metronidazol, prin cromatografie de lichide de ultra-inalta
performanta cuplata cu spectrometrie de masa in tandem (UHPLC-MS/MS).

O celula de extractie din inox de 100 ml a fost umpluta cu o cantitate de tesut de
peste, uscat prin congelare si maruntit in vederea omogenizarii si pamant diatomitic (agent
de uscare). La cele doua extremitati ale celulei au fost introduse filtre din celuloza. Extractia
a fost efectuata in urmatoarele conditii optime experimentale: solventi de extractie a
antibioticelor acetonitrikmetanol (1:1, v/v), temperatura de 80°C, presiunea de 1500 PSI, o
cantitate de proba de biota (peste) de 50 g, un timp static de 15 min si 1 ciclu static, un
volum de spalare de 60% si un timp de purjare cu azot de 250 s. Extractia s-a realizat cu
echipamentul Dionex ASE 350 (Accelerated Solvent Extraction).

Extractul obtinut se utilizeaza pentru identificarea si cuantificarea antibioticelor prin
metoda SPEonline-UHPLC-MS/MS. Metoda cel mai frecvent utilizata pentru detectia
micropoluantilor farmaceutici din diferite matrici de mediu este extractia pe faza solida
(SPEoffline) urmata de cromatografie de lichide cuplata cu spectrometrie de masa in tandem
(HPLC-MS/MS). Comparativ cu aceasta tehnica, desi se obtin rezultate comparabile ca
selectivitate si sensibilitate, metoda utilizata pentru detectia de antibiotice prin tehnica
SPEonline prezinta avantajul separarii compusilor de interes mult mai rapid, cu consum
redus de solventi fata de tehnica SPEoffline gi extractia lichid-lichid (LLE) folosita in mod
traditional, urmata de detectia cu ajutorul unui spectrometru de masa triplu cuadrupol.

In continuare se prezintd un exemplu pentru aplicarea metodei conform inventjei.
Pentru a demonstra aplicabilitatea metodei inovative de extractie, aceasta a fost aplicata
pentru determinarea antibioticelor doxiciclina si metronidazol, la nivel de ng/g intr-o proba
de biota (peste) din Fluviul Dunarea - zona Brat Epurasu. Extractia s-a realizat intr-o celula
de extractie din inox de 100 ml in care s-a introdus o cantitate de tesut de peste de 50 g,
uscat prin congelare si maruntit in vederea omogenizarii si pamant diatomitic (agent de
uscare). La cele doua extremitati ale celulei au fost introduse filtre din celuloza. Extractia a
fost efectuatd Tn urmatoarele conditii optime experimentale: solventi de extractie a
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antibioticelor acetonitril:metanol (1:1, v/v), temperatura de 80°C, presiunea de 1500 PSI, o
cantitate de proba de biota (peste) de 50 g, un timp static de 15 min si 1 ciclu static, un
volum de spalare de 60% si un timp de purjare cu azot de 250 s. Extractia s-a realizat cu
echipamentul Dionex ASE 350 (Accelerated Solvent Extraction).

Compusii tinta, respectiv antibioticele doxiciclina si metronidazol, au fost identificate
si cuantificate intr-o singura injectie, cu un timp de rulare cromatografica de numai 14 min.
Detectia si cuantificarea antibioticelor doxiciclina si metronidazol din extractul ob{inut prin
metoda descrisa anterior s-a realizat cu echipamentul SPE-online-UHPLC-MS/MS Thermo
Fisher Scientific™ EQuan MAX Plus™UltiMate 3000 sistem cuplat cu spectrometru de masa
triplu cuadrupol TSQ Quantiva. Sistemul ofera performante cantitative exceptionale cu un
nivel de sensibilitate de atograme, (10" g). Tehnica utilizatd este cea mai sensibila si
selectiva in comparatie cu alte tehnici analitice utilizate frecvent, permitand detectia si
cuantificarea poluantilor emergenti din categoria produselor farmaceutice la nivel de ng/g.

Sistemul a fost ehipat cu o coloana de separare SPEonline de tip Thermo Scientific
Hypersil GOLD C18. Fazele mobile au fost compuse din apa cu 0,1% solutie de acid formic
ca faza mobila A si acetonitril cu 0,1% solutie de acid formic ca faza mobila B. Debitul a fost
de 0,3 mL - min™.

Spectrometru de masa triplu cuadrupol TSQ QUANTIVA (ThermoFisher, SUA),
echipat cu o interfata de ionizare prin pulverizare electronica (ESI), selectat in modul ion
pozitiv, a fost utilizat pentru detectia celor doua antibiotice doxiciclina si metronidazol.
Conditiile optime de monitorizare selectiva a reactjiilor (SRM) au fost efectuate la urmatorii
parametri: tensiunea de pulverizare ionica, 3500 V; temperatura tubului de transfer de ioni,
350°C; temperatura sursei de ioni, 300°C. Valorile energiei de coliziune si tranzitiile pentru
modul SRM, sunt prezentate in tabelul 1:

Parametrii de functionare in modul SRM pentru detectia antibioticelor
doxiciclina si metronidazol

Tabelul 1
Precursor Ha ]
Timp de Produsi Energie de
I Compus retentie (min) Polaritate {:;;l {m/z) coliziune (V) j Formuld chimich |
T | Formuld moleculara: |
’ - ago CaaH3aNO
]
’ |
| | .' i .'. [ Masi moleculara:
" 154 | 27 444,43 g/mo
Doxiciling ‘ a8 : Positiv | £45.2 a8 18 - _ R -
| | | W- yf-“r
[ - _: o ‘[_ - - 1 T Formuld moleculara:
| l " CaHaNyOy |
I ‘ Masd moleculard:
‘ - 170064 g/mol |
| | 82 | 239 —— —

| mlml.‘?{ic |
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Dezvoltarea metodei pentru detectia antibioticelor doxiciclina si metronidazol a fost
realizata in conformitate cu criterile de confirmare cantitativa descrise in Decizia
2002/657/CE de stabilire a normelor de aplicare a Directivei 96/23/CE a Consiliului privind
functionarea metodelor de analiza si interpretarea rezultatelor.

Antibioticele doxiciclina si metronidazol au fost detectate in proba de biota la nivelul
de 6,35 ng/g si respectiv 0,16 ng/g. Caracteristicile de performanta ale metodei au fost
evaluate in ceea ce priveste liniaritatea, precizia si limitele de detectie. Precizia metodei,
calculata ca abatere standard relativa (RSD), a fost de 2,8% pentru metronidazol si 3,0%
pentru doxiciclina. Limita de detectie pentru compusii tinta a fost de 0,04 ng/g.
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Revendicare

Metoda de extractie pentru determinarea simultana a reziduurilor de antibiotice
doxiciclina si metronidazol dintr-o proba de peste prin cromatografie de lichide de ultra-inalta
performanta cuplata cu spectrometrie de masa in tandem (UHPLC-MS/MS) caracterizata
prin aceea ca proba se supune unei extractii accelerate cu solvent (ASE) prin introducerea
a 50 g de proba intr-o celula de extractie a unui echipament specific pentru extractia
accelerata cu solvent, in prezenta de solvent organic acetonitril:metanol in raport volumetric
de 1:1, la o temperaturd de 80°C, presiune de 1500 PSI, timp static de 15 min si 1 ciclu
static, volum de spalare de 60% si timp de purjare cu azot de 250 s, extractul obtinut fiind
apoi purificat prin extractie online pe faza solida (SPE online) in flux de acetonitril, urmat de
detectia simultana a doxiciclinei si metronidazolului prin UHPLC-MS/MS.

Editare si tehnoredactare computerizata - OSIM
Tiparit la Oficiul de Stat pentru Inventii si Marci
sub comanda nr. 127/2023
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