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INFOLEHT

Kllmutusekstraktsiooni — uus meetod veeproovide ettevalmistuseks

Keemilise anallilisi Uheks valjakutseks on jarjest madalamate kontsentratsioonide maaramise
vajadus. Eriti tahtis on see vee puhul, sest seda kasutatakse toidu valmistamiseks, joogiks,

hlgieeniks jne, mistdttu on vee puhtusele kehtestatud eriti ranged nduded.

Kéesoleva t06 eesmargiks oli valja tootada ja testida uut veeproovide ettevalmistamiseks
kasutatavat (proof of concept) meetodit. Meetodis on tihendatud vedelik-vedelik ektraktsioon ning
kilmutus kontsentreerimine. Seda meetodit testiti neljal erineval pH-l ja kahe erineva

ekstraheeriva lahusega. Meetodi mudelststeemiks olid antibiootikumid vees.

Too tulemusena suudeti ekstraktsiooni kaigus kontsentreerida kdiki proove. 19-st analtudist
onnestus madrata 15. Kasutades analutdile optimaalset pH-d ja ekstraheerivat solventi saadi Ghe
ekstraktsiooni tsiikliga ekstraktis 5-16 kordne kontsentratsioon (algne kontsentratsioon 1 ppb).
Mérksonade loend: Kllmutusekstraktsioon, meetodi véljatootamine, proof of concept, LC-

MS/MS.
CERCS: P300 analtuitiline keemia

Freeze-extraction — new method for preparation of water samples

One of the challenges of chemical analysis is the constant need for measuring of lower
concentrations. It is especially important for water, since it is used in cooking, as a drink and for

hygiene, which is why water purity has strict regulations.

The goal of this study was to develop and test (proof of concept) a new method for preparation of
water samples. The proposed method may be described as a combination of liquid-liquid extraction
and freeze contcentration. The method was tested at 4 different pH and with 2 different extraction

solvents in a modelsystem of antibiotics in water at 1 ppb concentration level.

As a result of this method, every sample was concentrated during extraction and 15 out of 19
analytes were measured. While using the optimal pH and extraction solvent, a 5-16-fold increase

in concentration of extract was observed with one extraction cycle.

Key words: Freeze-extraction, method development, proof of concept, LC-MS/MS.
CERCS: P300 analytical chemistry
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Sissejuhatus

Uheks olulisemaks keemilise analiiiisi véljakutseks on jarjest madalamate kontsentratsioonide
madramise vajadus. Me dpime aina rohkem tundma oma keskkonda, mis tekitab aina suuremaid
vajadusi voimalikult madalate m&aramispiiride saavutamiseks. Eriti tahtis on see vee puhul. Vesi
on asendamatu osa inimese elust ja Ghiskonnast. Seda kasutatakse toidu valmistamiseks, joogiks,

hligieeniks jne. Selle tdttu on vee puhtusele kehtestatud eriti ranged néudmised.

Instrumentaalsetest meetoditest kasutatakse veeproovide analtitisiks sageli
vedelikkromatograafiat, kuid eriti just vedelikkromatograafiat koos massispektromeetrilise
detektoriga (LC-MS). LC-MS on suurepéarane instrumentaalne meetod, kuna véimaldab saavutada

kdrget selektiivsust ja madalaid avastamispiire, mida vee proovide analusil eriti vaja on.

Instrumentaalse meetodi enda tundlikus (avastamispiir) ei pruugi siiski olla piisav. Tahtis on ka
veeproovi analliusile eelnev ettevalmistus. Ettevalmistuse eesmargiks on anallitide
kontsentreerimine ja/v0i segavate proovikomponentide eraldamine. Traditsiooniliselt kasutatakse
selleks vedelik-vedelik ekstraktsiooni ja tahke faas ekstraktsiooni.

Kéesolevas td0s pakutakse valja uudne, kilmutamisel baseeruv meetod veeproovide
ettevalmistamiseks. Bakalaureusetod eesmargiks on testida (proof of concept) meetodit
analulsides veest ravimijadke. Selleks kombineeritakse veeproovide kilmutus kontsentreerimise
protsessiga orgaaniline faas, et tdhustada analltide ekstraheerumist. Anallitide sisalduste

maaramiseks kasutatakse poordfaaskromatograafia LC-MS meetodit.



1. Kirjanduse ulevaade

1.1 Antibiootikumid

Tanapéeva meditsiini Uheks ulatuslikumalt kasutatud tooteks on antibiootikum. Antibiootikum
on loodusliku voi tehisliku paritoluga antimikroobne ravim, mis oma rollist tdnapéeva
medistsiinis hoolimata on viimastel aastatel sattunud riinnaku alla. Liigse kasutuse tulemusena

on tekkinud resistentsed bakterid, mis ei allu enam antibiootikumide ravile.[*]

Esimesed antibiootikumid voeti kasutusele 20. sajandi alguses. 1928. aastal avastatud penitsilliin
tdi endaga kaasa antibiootikumide revolutsiooni, mille tulemusena pikenes inimese keskmine
eluiga 23 aastat. Uute ravimite ilmumisel defineeris Selman Waksman antibiootikume esimest

korda 1930. aastal kui, ,,mikroobi poolt valmistatud iihend teiste mikroobide hévitamiseks*. [1]

Paljud 20. sajandil avastatud antibiootikumid on ka tanapéeval kasutuses, kuid nende efektiivsus
on kadumas resistentsete bakterite tekkega. 2018. aastal véljastatud EbioMedicine ajakirjas, on
mainitud ECDC (European Centre for Disease Prevention and Control) uuringut, mis tahendas, et

Euroopas maaratakse antibiootikume ebavajalikult ja liigselt 30% kuni 50%. [*]

Lahitulevikuks on prognoositud aina rohkemate resistentsete bakterite teke haiglates, farmides ja
laborites. Kuigi uute antibiootikumide avastamine on aeglustunud, on siiski veel palju avastamata
keskkondi, kust v@ib leida uusi variante ja antibiootikumide tiipe. Lisaks on testimisel
bakteriaalsete haiguste ravimine bakteriofaagidega, kus on tdhendatud antibiootikumide

resistentsuse ja bakteriofaagide resistentsuse tksteiselist vélistavust.

Siiski selleks, et aeglustada resistentsuse teket, tuleb tle vaadata kohad, kus antibiootikume kdige
rohkem kasutatakse — see tdhendab haiglad, laborid ja farmid. Et pidurdada resistsete bakterite
teket, tuleks véhendada laialdast antibiootikumide Ulekasutust kergete haiguste ravis ja looma
s6ddas ning suurendada vastumeetmeid puhanguteks, sealhulgas ennetavaid meetmeid nagu

varajased detekteerimise vdimalused. [*%79]



1.2 Meetodid antibiootikumide sisalduse maaramiseks

1.2.1 Vedelikkromatograafia

Vedelikkromatograafia on kromatograafiline lahutusmeetod, kus analtiutide eraldus toimub
vedelas faasis oleva eluendi ja tahkes faasis oleva kolonni vdi plaadi materjali omavaheliste

interaktsioonide toimel. 34

Analudt voi analiitide segu lahustatakse mobiilses faasis, mis suunatakse Iabi kolonni. Kolonn on
uldjuhul téidetud poorsetest sfaarilisetest osakestest koosneva statsionaarse faasiga. kolonni jéudes

hakkavad segu komponendid lahutuma. 3-°

Lahutust mojutab analtititide afiinsus statsionaarse ja mobiilse faasiga. Testitava aine kolonni
labimise kiirus oleneb aine, laengust, polaarsusest, adsorptsioonist, jaotustegurist jne. Mida
tugevamini interakteerub analtiiit mobiilse faasiga, seda kiirem on elueerumine, st. seda liihem on

tema retentsiooniaeg. 3°

Analudtide erinevate omaduste tdttu on nende retentsiooniajad erinevad, mist6ttu on meil véimalik
neid Uksteisest lahutatult tuvastada erinevate detektoritega nagu massispektromeeter voi UV-Vis
spektromeetriga. *°

1.2.2 Poordfaas kromatograafia

Poordfaas-kromatograafias (RP — reverse phase)kasutatakse RPLC-kolonni, kus statsionaarse
faasina kaituvad silikageeli pinnal paiknevad mittepolaarsed alkuil-ahelad.. Mobiilseks faasiks
kasutatakse polaarset veepdhist lahust (tavaliselt metanooli voi atsetonitriili segus veega). Segude
lahutamiseks vdib kasutada isokraatiliselt vdi gradient-elueerimist.Gradientelueerimisel
langetatakse mobiilse faasi polaarsust orgaanilise eluendi komponendi sisalduse suurendamise
teel.

Proovis olevad ained jaotuvad vedelikkromatograafis vastavalt polaarsusele. Madala polaarsusega
uhendid jaotuvad eelistatult statsionaarsesse faasi, polaarsed thendid aga jaotuvad mobiilsesse
faasi ja liiguvad sellega labi kolonni elueerudes esimesena. Uldiselt vdib 6elda, et hidrofiilsemad

thendid elueeruvad RPLC kolonnist Kiiremini. 68



1.2.3 Normaalfaas kromatograafia

Normaalfaas-kromatograafias (NP — normal phase) kasutatake NPLC-kolonni, kus statsionaarse
faasina kasutatakse polaarseid aineid nagu silikageeliga seotud amino-riihmad, mis seovad endaga
polaarseid Uhendeid. Mobiilses faasis kasutatakse peamiselt orgaanilisi mittepolaarseid ihendeid
nagu heksaan ja heptaan. Nagu ka RPLC’s jaotuvad analiitidid enamjaolt polaarsuse tottu —
madalama polaarsusega ained elueerivad kiiremini (kuna ei seondu statsionaarse faasiga tugevalt)
ja elueeruvad esimesena. Polaarsed ained elueeruvad aeglasemalt nende afiinsuse tottu
statsionaarse faasi suhtes. NPLC meetodil eelis RPLC-ga vorreldes, vbimaldades testida paremini

analuiiite, mis ei lahustu hasti vees. Lisaks on NPLC-ga mugavam lahutada isomeere.®1°

1.2.4 Hudrofiilse interaktsiooni kromatograafia

Hudrofiilse interaktsiooni kromatograafias kasutatakse kolonni, kus statsionaarseks faasiks on
polaarne thend (tavapéraselt poorne silikageel). Mobiilseks faasiks on polaarne orgaaniline eluent,

mis sisaldab vahesel méaaral vett. 11

Elueerimise kéigus seondub polaarne veepdhine faas statsionaarse faasiga ning tekib meta-
statsionaarne vee kiht. Mobiilne faas on statsionaarsest faasist madalama polaarsusega orgaanilise

lahusti ja vee segu. 1?

Proovi komponentide liikumisel l&bi susteemi jaotuvad polaarsed thendid suuremal maéaral
mobiilsest faasist meta-statsionaarsesse veefaasi, mistottu nad liiguvad l&bi kolonni aeglasemalt.
Mida polaarsem on Uhend, seda aeglasemalt see elueerub ning mida suurem on véhepolaarse

orgaanilise solvendi osa eluendis, seda pikemad on retentsiooniajad. 13

Lisaks kasutatakse HILIC meetodis ka erinevate zwitterioonsete, ioonsete ja polaarsete tihenditega
modifitseeritud silikageeli kolonne. Vastavate kolonnide kasutamisel jaotuvad ained lisaks
polaarsusele ka laengupdhiselt. Mida tugevam on anallitdi ja statsionaarse faasi laengutevaheline

interaktsioon, seda pikem on analiiiidi retentsiooniaeg. 3



1.3 Vedelikkromatograafia detektorid

1.3.1 UV-Vis spektroskoopia

Ultraviolet-nahtava kiirguse spektroskoopia ehk UV-Vis spektroskoopia on kvantitatiivne meetod,
mille juures mdddetakse analtitidi poolt neelatud valguse mééra lainepikkuse vahemikus 190-800
nm. Nimetatud lainepikkuse vahemikus olev valgus suunatakse labi klveti, mis ei neela
méaratavas lainepikkuses kiirgust (nditeks kvarts). Selleks, et saada neelatud valguse hulk, tehakse
kaks mootmist. Esimene mddtmine tehakse tlihja voi puhast solventi sisaldava klivetiga, mis tagab
taustamdotmise. Seejarel moddetakse neelduvus anallitdiga kivetist, mille tulemusel saadakse

neeldumisspekter.41°

Spektril olev neeldumise ndit soltub analtldi kontsentratsioonist vastavalt Lambert-Beeri
seadusele Ay, =1ogio (lo/ 11) = €. € - d, kus Ay on valguse neelduvus lainepikkusel A, lo on esialgse
valguse intensiivsus antud lainepikkusel, 11 on proovi labinud valguse intensiivsus antud
lainepikkusel, & on ainele omane neeldumistegur antud lainepikkusel, ¢ on neelava aine
kontsentratsioon ja d on optiline teepikkus. Lambert-Beeri seaduse jargi on neeldunud valguse
hulga ja anallitdi kontsentratsiooni vahel lineaarne seos. Vastavat valemit kasutades on vdimalik
arvutada analiiiidi kontsentratsioon teades eelnevalt £, mida on omakorda vdimalik leida tdstes

lineaarselt ja astmeliselt proovi kontsentratsiooni (kalibreeriming). 1416

1.3.2 Massispektromeetria

Massispektromeetria on analliitiline meetod, mis méarab anallitdi ja analtiudi fragmentide massi
laengu suhte (m/z suhe). Pdrast kromatograafilist lahutust liigub analiiit ioniseerivasse rakku
(nditeks elektropihustus-ionisatsiooni allikas), kus analtiit muudetakse iooniks. loon vib olla kas

positiivne (katioon) vdi negatiivne (anioon). "1

Kvadrupool on neljast metallvardast koosnev slsteem, kus vastamisi olevatele varrastele
avaldatakse kindlal sagedusel ja pingel alalisvool (DC — direct current) ja vahelduvvool (AC —
alternating current). Kvadrupooli sisenevale osakesele hakkab mdjuma elektrivéli, mis paneb

osakese vonkuma. 1718



Osakese vonkumise trajektoor metallvarraste vahel s6ltub selle massist ja laengust (suuremat
massi ja vaiksemat laengut on raskem mdojutada) Alalisvool mdjutab suure massi voi vaikese

laenguga osakesi ja AC mdjutab peaasjalikult vaikese massi ja suure laenguga osakesi. 1'~19

Vahelduvvool vdngub kahe erineva pinge maksimumi vahel. Positiivse potentsiaali puhul
stabiliseerib vahelduvvool positiivset iooni ja surub seda varraste vahelisse ruumi, omades aga
negatiivset potentsiaali tdmbab see positiivset iooni varda poole. Mida kergem v6i mida suurema
laenguga on ioon, seda kergem on iooni vahelduvvooluga mdjutada. Samuti oleneb ka iooni
liilkumine vahelduvvoolu sagedusest — liiga kiirel sagedusel ei joua ioon elektrivalja muutustele
reageerida. Kui osakeste massid on liiga suured voi nende laengud liiga véikesed, ei allu need AC

mdjutustele ning nende filtreerimine toimub DC toimel. 1719

Positiive potentsiaaliga alalisvool fokuseerib positiivseid ioone varraste vahele. Kui osakeste
massid on liiga vaikesed voi laengud liiga suured, ei suuda DC nende trajektoori stabiliseerida ja

osakesed alluvad AC mdjutustele, mille tulemusena tdmmatakse need vastu varrast. 1719

Negatiivse potentsiaaliga alalisvool destabiliseerib positiivsete ioonide trajektoore. Kui osakeste
massid on liiga suured vdi nende laengud liiga vaikesed, ei suuda AC nende trajektoori hoida ja
osakesed tdmmatakse DC t6ttu vastu varrast. 1729

Kombineeritud susteemis, kus on negatiivse ja positiivse potentsiaaliga alalisvoolu kui ka
vahelduvvoolu, tdmmatakse liiga suure massi laengu suhtega ioon negatiivse potensiaaliga DC
poolt vastu varrast. Liiga vaikese massi laengu suhtega ioon saab AC poolt liiga suure mdjutuse ja
selle trajektoor destabiliseerub ning osake tdmmatakse vastu varrast. Ainult osake, mis omab
,,0iget” massi laengu suhet, et mitte destabiliseeruda vahelduvvoolu ega negatiivse alalisvoolu
poolt, saab labida kvadrupooli. Muutes pinget, saame muuta m/z suhet, mida stisteemi labiv ioon

peab omama. 11°
1.4 Vedeliku proovide ettevalmistusmeetodid.

1.4.1 Vedelik-vedelik ekstraktsioon

Vedelik-vedelik ekstraktsioon (LLE — liquid-liquid extraction) on ekstraktsiooni meetod, kus
analiiiiti ekstraheeritakse kasutades kahte teineteises mittesegunevat vedelat faasi. Uldjuhul on

theks faasiks polaarne veefaas ja teiseks faasiks mittepolaarne orgaaniline faas. Ektraheerimine



toimub tavapéraselt jaotuslehtris. Analliit jaotub faaside vahel vastavalt jaotusomadustele.
Jaotumisel olulisteks omadusteks vdivad olla lahustuvus vastavas ekstraheerivas solvendis,
polaarsus, vesiniksidemete olemasolu, jne. Vedelike vaheline analiiitide tlekanne toimub
keemilise potentsiaali tottu (Ulekande 16puks on stisteem madalamal energiatasemel)20,21

Sageli on analtudid veefaasis. Sellisel juhul lisatakse veeproovile veega mittesegunevat
ekstraheerivat solventi. Saadud kahe vedela faasiga susteemi segatakse tidpiliselt jaotuslehtris ja
siis lastakse faasidel taas Uksteisest eralduda. Ekstraheerimise 18pus eraldatakse kaks faasi nende

tiheduste pohjal, kus alumine, ehk suurema tihedusega faas lastakse jaotuslehtrist valja esimesena.
20,21

1.4.2 Tahke faasi ekstraktsioon

Tahke faasi ekstraktsioon (SPE — solid phase extraction) on ekstraktsiooni meetod, kus analiditide
segu lahutatakse nende fuusikaliste ja keemiliste omaduste p6hjal. Vedelas faasis olev analiditide
segu voolutatakse labi tahke faasi. 22,23

Analuldid jaotuvad vastavalt afiinsusele tahke faasi pinna suhtes. Ained, mis on madala
afiinsusega labivad poorse tahke faasi, kuid ained, mis interakteeruvad tahke faasiga tugevamini,
jaavad kinni. Tahkesse faasi kinni jadnud ained saab SPE sorbendi pealt sobiva eluendiga vélja
pesta. Tahke faas ekstraktsiooni siisteem on véga sarnane vedelikkromatograafias kasutatavate

kolonnidega.?>?3

1.4.3 Kulmutuskontsentreerimine

Kilmutus kontsentreerimine (FC — freeze concentration) on meetod, mille kaigus
kontsentreeritakse proov seda kulmutades . Jadtumise kaigus tekib faasitleminek kdigepealt
lokaliseeritud solvendi alades, kus anallitidi kontsentratsioon on madalaim. Jaédkristallide tekkel

jaab alles kontsentreeritud analtitidiga solvent. 24,25

Kontsentreerimisele saab kaasa aidata ka suunatud kilmutamisega (PFC — progressive freeze
concentration) kus proovi kilmutatakse tugevalt kindlast suunast (tavaliselt alt), mis surub

kontsentraadi j&& pinnale. Sellist kilmutamist jatkatakse soovitud kontsentratsiooni punktini. 26

10



Analiutilises keemias on kilmutus kontsentreerimine kasutust leidnud vordlemisi vahe. Selle
asemel on meetod leidnud kasutust suurel maaral toiduainetetoostuses, kus seda kasutatakse mahla

ja alkoholi kontsentreerimiseks.

Kilmutuskontsentreerimise t0i keemiasse esimest korda Jloseph Shapiro aastal 1961,
kontsentreerides lahjasid proovi segusid vastava meetodiga. Shapiro t66d edasi arendades suutis
Robert A. Baker kontsentreerida lahuseid algkontsentratsioonidega pg/mL kuni ng/mL. Meetodi

edasiarendus seiskus suuremal méaaral 1970-date alguses. 242

1.4.4 ICECLES

ICECLES on meetod, mis kombineerib PFC (suunatud kulmutuskontsentreerimise) poorleva
sorbeeriva magnetsegajaga. P60rlev magnetsegaja suunab lahust pidevalt anuma keskmesse, mis
tekitab kontsentratsiooni erinevuse anuma dadrtes ja pdhjas ning laseb puhtamal jaal kergemini
nendes alades tekkida. 28,29

Kombineerides sorbeeriva magnetsegaja PFC’ga on pdhjast iiles suunatud jadtamise tulemuseks
peaaegu tdielikult puhtad jaakristallid, enim kontsentreeritud lahus on jaa pinnal ja analut
kontsentreerub magnetsegaja pulga sobendil. Vastava meetodite kombinatsiooni kasutamisel on
vOimalik saavutada madalamaid maaramispiire tanu efektiivsemale kontsentreerimisele. Lisaks on
meetodi tundlikkuse tottu vdimalik vahendada proovi suurusi ning meetodi olemuse tdttu on see

teostatav ohutute vesilahustega. 28,29

ICECLES meetod on leidnud kasutust erinevates teadustdodes, sealhulgas t06s, kus maéarati

rohelise tee koostist, kui ka t00s, kus pudti saavutada pestitsiidide analtdsil Glimalt madalaid

méaaramispiire. Testide kdigus saavutati nditeks bromobenseenile méaramispiir 0,4 nM. 2627

1.5.3 Kilmutusekstraktsioon

Kdéesolevas to0s pakutakse vélja uudne veeproovide ettevalmistuse meetod, mida nimetatakse
kilmutusekstraktsiooniks. Kilmutusekstraktsiooni v0ib vaadelda kombinatsioonina vedelik-
vedelikekstraktsioonist (LLE) ja kiilmutuskontsentreerimisest (FC). Sarnaselt LLE-ga (ja erinevalt
FC-st) lisatakse veeproovile ekstraheerivat lahustit, kuid erinevalt LLE-st on see lahus veega
segunev (nt metanool). Nagu FCs, kiilmutatakse kilmutusekstraktsiooni meetodis suuremat hulka

proovi, et saavutada proovi kontsentreerumine ekstraktsiooni kadigus.
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Kllmutusekstraktsiooni ei piira ekstraheeriva lahusti segunevus veega. Orgaanilise faasi
kilmumistemperatuur peab olema madalam veefaasi omast ning faaside eraldumine saavutatakse

segu  hoidmisega allpool vee  kulmumistemperatuuri,  kuid  orgaanilise  faasi

kalmumistemperatuurist kdrgemal temperatuuril.
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2 Eksperimentaalne osa

2.1 Kasutatud seadmed, kemikaalid ja metoodika

Analudsil kasutati Agilent Technologies 6495 Triple Quad LC/MS massispektromeetrit, Agilent

Technologies1290 Infinity seeria vedelikkromatograafi (autosampler, kdrgsurvepump ja kolonni

termostaat).

Kromatograafiline analuis viidi 1&bi kasutades Waters XBridge Shield RP C-18 kolonni, mille

osakeste suurus oli 3,5 um ja kolonni mddtmed olid 3 x 150 mm.

Kolonni termostaadi temperatuur elueerimiste kéigus oli 30°C ning autosampleri temperaruur oli

4°C.

Massispektromeeter to6tas diilnaamilise MRM reziimis. Analutide retensiooniajad ja

registreerimisel kasutatud Gleminekud on toodud tabelis 1.

Tabel 1. TO6s uuritud ravimite retentsiooniajad ja MS-detekteerimisel registreeritud Gleminekud.

Ravim Eellasiooni m/z Produktioonide m/z Retentsiooni aeg min
Amoksitsilliin 366 160/113,9 4,2
Asitromatsiin 749,5 591,4/158 21
Bensulpenitsilliin | 335,1 175,9/159,9 2,6
Karbamasepiin 237 194/179 17,5
Tsefuroksiim 425,1 364/336/81,2/71,2 10
Tsiprofloksatsiin | 332 314/231 10
Klaritromutsiin 748,5 590/158 21
Diklofenak 296 250/215 15,6
Doksutsikliin 445 428/154 11,1
Enrofloksatsiin 360 342/316 13,4
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Florfenikool 357 337/185 14,5
Marbofloksatsiin | 363 345/320 11,5
Norfloksatsiin 320 302/276 9,5
Ofloksatsiin 362 318/261 12
Oksutetratsukliin | 461 426/337 4
Sulfadimetoksiin | 311 156/92 7
Sulfametoksasool | 254 156/92 2,6
Tiamulin 494,1 132,1/119,1 20,5
Triklosaan 289/287 37/35 19

Massispektromeeter kasutas AJS ESI (Agilent Jet Stream Electrospray lonisation) ionisatsiooni
allikat.

Eluendina kasutati 5 mM HFIP (heksafluoroisopropanool: pH = 9,5) vesilahust ja metanooli
(Honeywell, LC-MS grade). Esimesed 6 min hoiti metanooli 2%. Peale seda muutub eluendi
komponentide suhe ning 14. minutiks on metanooli sisaldus 55%. Seejérel Kiireneb gradiendi
muutus ja 19. minutiks jéuab metanool 100%. See eluendi vahekord pusib kuni 25. minutini (6
minutit) peale mida taastub algne vahekord, kus HFIP on 98% ja metanool 2%. See eluendi segu
kestab elueerimise 16puni (10 minutit).

Meetodi kestus on 38 minutit ja eluendi voolukiirus on 0,35 ml/min. Proovi susti suurus oli 5 pl.

Kolonni stabiliseeriti enne teste 40 min.
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2.2 Kasutatud ained ja lahuste valmistamine

Standardlahuse segu valmistamiseks kasutatud ained, nende molaarmassid ja pKa véartused on
toodud tabelis 2.

Tabel 2. T66s uuritud ainete struktuurid, molaarmassid ja pKa vééartused.

Nimetus Struktuur Molaarmass | pKa?®

Amoksitsilliin NH, 365.04 g/mol | tugevaim

N H happeline= 3.23
HO j;’/ S PREline= o.
N

o)
o \)< tugevaim
oﬁOH aluseline=7.43
Asitromutsiin 748.98 g/mol | tugevaim

happeline= 12.43

tugevaim

aluseline= 9.57

Benstillpenitsilliin 334.39 g/mol tugevaim

happeline= 3.53

H
N :-s
m j;I\EX tugevaim

/—~0OH aluseline=-2.6
O
Karbamasepiin — 236.26 g/mol | tugevaim
O O happeline= 15.96
N tugevaim
') NH, aluseline=-3.8
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Tsefuroksiim c{ 424.38 g/mol | tugevaim
N—
oI w happeline= 3.15
\ / N s
© );I\'I// O _NH, tugevaim
o hd _
o) aluseline=-1.1
O OH
Tsiprofloksatsiin 0O O 331.34 g/mol | tugevaim
F ok happeline= 5.76
N N tugevaim
aluseline= 8.62
Klaritromtsiin 747.95 g/mol | tugevaim
happeline= 12.46
tugevaim
aluseline= 8.38
Diklofenak ‘ O 296.14 g/mol | tugevaim
happeline= 4
Z>NH
tugevaim
Cl % ‘ OH g
aluseline=-2.1
N O
Dokstitsukliin OH O HO H O O 444.44 g/mol | tugevaim

happeline= 2.93

tugevaim

aluseline= 7.46
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Enrofloksatsiin QHCL 359.39 g/mol | tugevaim

N Y happeline= 5.69
PP
| tugevaim
OH )
3 aluseline= 6.68
O O

Florfenikool o\\ ,;,O 358.21 g/mol | tugevaim

H 3{3/8\@\/[F 0 happeline= 8.49
Cl .

; H)H/ tugevaim
OH Cl aluseline= -3.4

Marbofloksatsiin O O 362.36 g/mol | tugevaim
F OH happeline= 5.38

|
(\N N tugevaim
|

/N\) O._N_ aluseline= 6.16

Norfloksatsiin O O 319.33 tugevaim
F OH happeline= 5.77

(\N N tugevaim
HN\) ) aluseline= 8.68

Ofloksatsiin 0 0 361.37 g/mol | tugevaim
F ‘ OH happeline= 5.45

(\N N tugevaim

/N\) O\/L% aluseline= 6.2
Oksutetratsukliin OH O HOHO O 460.43 g/mol | tugevaim

happeline= 2.84

tugevaim

aluseline=7.41
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Sulfadimetoksiin

310.33 g/mol

tugevaim
happeline=2.11
tugevaim

aluseline=6.17

Sulfametoksasool

253.28 g/mol

tugevaim

happeline= 1.97

tugevaim

aluseline= 6.61

Tiamulin

493.74 g/mol

tugevaim

happeline= 14.43

tugevaim

aluseline= 9.51

Triklosaan

289.54 g/mol

tugevaim

happeline=7.68

tugevaim

aluseline=-6.7

Standardsegu jaoks lisati 10 ml solvendi (5 mM HFIP) sisse 10 pl igat analtiiti

kontsentratsioonis 1000 ppm. Standardlahuse I6ppkontsentratsiooniks jai ~1000 ppb.

HFIP puhver valmistati vastavalt: 2 liitrile MilliQ veele lisati 1050 pl HFIP kontsentraati ning

5700 pl ammoniumhudroksiidi. Seejérel filtreeriti puhvrit kasutades 0,22 um poori suurusega

Durapore PVDF Membrane filtrit ja vaakumpumpa. Valminud 5 mM puhvri pH oli 9,6. HFIP

puhvrit kasutati eluendina vedelikkromatograafis.
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Proovis veefaasina kasutatavate lahuste valmistamiseks kasutati: MilliQ vett (Milli-Q 1Q 7000,
ultrapure grade), sipelghapet (Honeywell, LC-MS grade), amooniumatsetaati (Fluka, LC-MS
grade), dinaatriumvesinikfosfaati (Reakhim, 99% pure) ja ammoniumhudroksiidi.

Ké&esolevas t60s kasutati proovina MilliQ vett, milles lahustati analttsitavad ained. Kuna voib
eeldada, et kiilmutusekstraheerimise saagis soltub oluliselt proovi pH-st, siis valmistati neli erineva

pH-ga lahust. Lahused valmistati eelnevalt pestud 2,5 | klaaspudelitesse..
Proov pH2

Milli-Q 1Q 7000 veeslsteemi modtereziimi kasutades, mdddeti 2,475 | MilliQ vett, millele lisati
25 ml ~100% sipelghapet. Lahuse pH oli 2,2.

Proov pH4

2,5 liitrile MilliQ veele lisati 35,5 g dinaatriumvesinikfosfaati. Soola lahustumisele kaasa
aitamiseks kasutati magnetsegajat. pH reguleeriti 4,1 peale, lisades sellele 12 ml ~100%

sipelghapet.
Proov pH6

2,5 liitrile MilliQ veele lisati 3,0095g ammoniumatsetaati. Segatud lahuse pH kontrolliti eeldatud

vahemikus kalibreeritud pH-meetriga, mille tulemuseks oli 6,3.

Proov pH9

2,5 liitrile MilliQ veele lisati 9,6335 g ammoniumatsetaati. Lahuse pH reguleeriti 8,7 peale lisades
2.1 ml ammoniumhudroksiidi.

2.3 Proovide valmistamine

Kilmutusekstraktsiooni proovid valmistati reguleeritud pH-ga vesilahuste segamisel ravimite
standardsegu ja orgaanilise solvendiga (ekstraheeriv lahusti). Proovid valmistati eelnevalt
pdhjalikult pestud 0,5 liitristesse Kellukese limonaadi (PET — poliietileentereftalaat) pudelitesse.
Pudelid valiti nende kuju, soodsa hinna ja kerge ké&ttesaadavuse tottu. Oluline on ka pudeli

vastupidavus vee killmumisel ja keemiline piisivus metanooli ning atsetonitriili suhtes. Pudeli kuju
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kasutades oli vdimalik peale vee faasi jaatamist kergelt katte saada vedel orgaaniline faas.
Pudelitesse lisati 380 ml kindla pH-ga vesilahust, 20 ml vastavat ekstraheerivat orgaanilist solventi
ning 400 pl ravimite standardlahust (~400 ppb), mille tulemuseks oli ~1 ppb kontsentratsiooniga

proov. Proovide valmistamiseks kasutatud ained ja ainete hulgad on néha tabelis 3.

Tabel 3. Proovide valmistamiseks kasutatavad ained vastavalt proovi numbrile.

Proovi nr Puhver Orgaanile solvent | Standard lahus ml

1 (tuhiproov) | 380 ml lahust pH 2,15 | 20 ml Atsetonitriil | O

2 380 ml lahust pH 2,15 | 20 ml Atsetonitriil | 0,4
3 380 ml lahust pH 2,15 | 20 ml Atsetonitriil | 0,4
4 380 ml lahust pH 2,15 | 20 ml Metanool 0,4
5 380 ml lahust pH 2,15 | 20 ml Metanool 0,4

6 (tuhiproov) | 380 ml lahust pH 2,15 | 20 ml Metanool 0

7 (tuhiproov) | 380 ml lahust pH 8,8 | 20 ml Atsetonitriil | O

8 380 ml lahust pH 8,8 | 20 ml Atsetonitriil | 0,4
9 380 ml lahust pH 8,8 | 20 ml Atsetonitriil | 0,4
10 380 ml lahust pH 8,8 | 20 ml Metanool 0,4
11 380 ml lahust pH 8,8 | 20 ml Metanool 0,4

12 (tdhiproov) | 380 ml lahust pH 8,8 | 20 ml Metanool 0

13 (tdhiproov) | 380 ml lahust pH 5,7 | 20 ml Atsetonitriil | O

14 380 ml lahust pH 5,7 | 20 ml Atsetonitriil | 0,4
15 380 ml lahust H 5,7 20 ml Atsetonitriil | 0,4
16 380 ml lahust pH 5,7 | 20 ml Metanool 0,4
17 380 ml lahust pH 5,7 | 20 ml Metanool 0,4
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18 (tthiproov) | 380 ml lahust pH 5,7 | 20 ml Metanool 0
19 (tthiproov) | 380 ml lahust pH 3,85 | 20 ml Atsetonitriil | O
20 380 ml lahust pH 3,85 | 20 ml Atsetonitriil | 0,4
21 380 ml lahust pH 3,85 | 20 ml Atsetonitriil | 0,4
22 380 ml lahust pH 3,85 | 20 ml Metanool 0,4
23 380 ml lahust pH 3,85 | 20 ml Metanool 0,4
24 (thhiproov) | 380 ml lahust pH 3,85 | 20 ml Metanool 0

Peale proovide valmistamist, vOeti igast proovipudelist 1 ml LC-MS analiidsiks ja viidi proovid
kalmikuruumi (temperatuur (-17+£3)°C). Proovide kilmutamise kaigus toimub teoreetiliselt kolm
erinevat protsessi: vedelik-vedelik ekstraktsioon veefaasi ja eralduva orgaanilise faasi vahel, tahke
faasi ekstraktsioon poorse jad ja vedela faasi vahel ning (puhta) vee eelis jaatumine. Proovi

jahtudes hakkab veefaas jadtuma esimesena lokaliseeritud alades, kus anallitdi ja orgaanilise faasi

kontsentratsioon on madalaim.

2.4 Proovide LC-MS anallus

Iga proovipudeli sisu anallusiti kolmel korral:

1. lgast pudelist vdeti 1 ml enne kiilmutamist.

2. Jaa pealt eraldati dekanteerimise teel ekstraheeriv lahusti, keskmiselt 2-4 ml millest voeti

testimiseks 1 ml.

3. Parast jaa sulamist (1 ml).

Voetud proovihulgad filtreeriti

sustalfiltrite ning seejarel analtiisiti LC-MS meetodil.
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3 Tulemused ja arutelu

3.1 Kvalitatiivne analiis

Toos kasutati kunstlike proovide valmistamiseks standardsegu 19 erineva analtiidiga (17
antibiootikumi, 1 pdletikuvastane ja 1 krambivastane ravim). Samadest ainetest valmistati ka
kalibreerimislahused. Td6s ei  Onnestunud kdigile anallitidele saada lineaarseid
kalibreerimisgraafikuid. Samuti olid moénel juhul probleemiks analiiltide piikide kujud ja
varieeruv retentsiooniaeg. Selle tottu ei olnud vdimalik 1abi viia nelja analtidi kvantitatiivset
méaaramist ja jargnevas kvantitatiivses analliisis ei vaadelda amoksitsilliini, doksutsukliini,

tsefuroksiimi ja norfloksatsiini tulemusi.

Vastupidiselt eelnevalt nimetatud ainetele, vdis testide tulemustest néha tldjuhul kenasid piike
jargmistele ainetele: benslulpenitsiliin, sulfametoksasool, oksutetratsikliin, sulfadimetoksiin,
tsiprofloksatsiin, marbofloksatsiin, ofloksatsiin, enrofloksatsiin, diklofenak, karbamasepiin,
tiamulin. Nende analutide retentsiooniaegu ja piike on v@imalik naha Lisa 1 alt. Vastavad ained
on kasutuses kvantitatiivses analulsis. Samuti on ndha eelnimetatud ainete piigid iga proovi
kilmutuseelse ja orgaanilise faasi testi kromatogrammide vordlustes (vélja arvatud tiihiproovid).
(Vt. Lisa 1).

Lisaks osalevad kvantitatiivses analtitisis ka florfenikool, triklosaan, klaritromutsiin, asitromtsiin,
mille piigid olid teistega vorreldes kill madala intensiivsusega, kuid millele siiski sai teha

kvantitatiivset analldsi.

3.2 Kvantitatiivne analtus

Bensuulpenitsilliini baasiks kasutatav kilmutuseelsete proovide kontsentratsioonid jaid 1 ppb
umbrusesse pH-del 6,3 ja 8,6, kuid tdusid 2 kuni 3,5-ni vastavalt pH-del 4,1 ja 2,2. Selle jargi vdib
arvata, et benstulpenitsiliin lahustub paremini happelisemas keskkonnas ja on seetdttu suuremas

koguses proovides, mille pH on madalam.

Orgaanilise faasi kontsentreerunud proovides oli ndha mitmeid erinevusi. pH 2 juures ei olnud
signaali proovides, mille ekstraheerivaks lahustiks oli atsetonitriil, kuid andsid numbriliselt

suurima signaali proovides, kus ekstraheerivaks lahustiks oli metanool. Kdige suurema
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protsendilise kasvu andsid testis pH 6 juures, kus keskmine signaali tugevus kasvas 4,86 korda.
Selle pH juures suudeti orgaanilisest faasist maarata keskmiselt 22% kuid maksimaalselt kuni 28%
teoreetilisest maksimumist. pH-de keskmine kontsentratsiooni % on vastavalt: pH 2 — 14,88%, pH
4 — 7,06%, pH 6 — 22,36% ja pH 8 — 16,52%. Ule kdigi proovide oli keskmine signaali kasv

orgaanilise faasi ekstraktis 2,85 korda. Suurused arvutati tabel 4 p&hjal.

Tabel 4. Bensulpenitsilliini arvutuste tabel. Rohelisega on margitud suurim saagis. Nr — proovi
number, Kirjeldus — proovi tubi Kirjeldus, C(prefrz) — kilmutuseelse proovi kontsentratsioon,
C(org) — orgaanilise faasi kontsentratsioon, C(Org, theor) — orgaanilise faasi kontsentratsiooni
teoreetiline maksimum, C(melt) — sulatatud ekstrakti kontsentratsioon, % - orgaanilise
kontsentratsiooni protsent teoreetilisest kontsentratsioonist, Jaotussuhe — orgaanilise faasi

kontsentratsiooni ja kiilmutuseelse proovi kontsentratsioonide jagatis.

Nr | Kirjeldus | C(prefrz), ppb C(org), ppb C(org, theor), ppb | C(melt), ppb % Jaotussuhe
1 Blank 0.00 0.00 0.00 0.00
2 Sample 3.72 0.00 74.44 3.09 0 0.00
3 Sample 3.61 0.00 72.18 5.56 0 0.00
4 Sample 3.39 9.98 67.73 3.32 15 2.95
5 Sample 3.30 9.93 66.07 3.39 15 3.00
6 Blank 0.00 0.01 0.00 0.00
7 Blank 0.00 0.00 0.00 0.00
8 Sample 1.09 4.07 21.70 0.97 19 3.75
9 Sample 1.03 1.95 20.52 0.94 10 1.90
10 Sample 1.08 4.84 21.64 0.98 22 4.47
11 Sample 1.05 3.25 20.97 0.88 15 3.10
12 Blank 0.00 0.00 0.00 0.00
13 Blank 0.00 0.00 0.00 0.00
14 Sample 1.08 4.86 21.66 1.07 22 4.49
15 Sample 1.12 6.34 22.45 111 28 5.65
16 Sample 1.04 4.63 20.72 1.12 22 4.47
17 Sample 1.09 3.59 21.89 1.03 16 3.28
18 Blank 0.00 0.00 0.00 0.00
19 Blank 0.00 0.00 0.00 0.00
20 Sample 1.93 3.02 38.57 2.47 8 1.57
21 Sample 1.90 1.86 38.01 2.51 5 0.98
22 Sample 1.97 3.11 39.30 2.51 8 1.58
23 Sample 2.05 3.11 40.99 251 8 1.52
24 Blank 0.00 0.00 0.00 0.00
average 2,85

Sulfametoksasool kilmutuseelsete proovide kontsentratsioonid jéid kdik 1 ppb tUmbrusesse.
Orgaanilise faasi proovid olid samuti Upris Uhtlased. Taaskord ei olnud pH 2 juures signaali
proovides, mille ekstraheerivaks lahustiks oli atsetonitriil ja selletfttu ja&dvad need proovid

arvutustest valja. Sarnaselt bensttlpenitsiliinile annab suurima signaali kasvu pH 6 paiknev proov,
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kus keskmine signaali kasv oli 3,87 korda ning maksimaalne kasv oli 5,24 korda. Vastava pH
juures suudeti orgaanilisest faasist madrata keskmiselt 19.36% ning maksimaalselt 26,2%
teoreetilisest maksimumist. pH-de keskmine kontsentratsiooni % on vastavalt: pH 2 — 10,16%, pH
4 — 7,5%, pH 6 — 19,36% ja pH 8 — 18,61%. Ule k&igi proovide oli keskmine signaali kasv

orgaanilise faasis 2,70 korda. Suurused arvutati tabel 5 pdhjal.

Tabel 5. Sulfametoksasooli arvutuste tabel. Rohelisega on méargitud suurim saagis.

Nr | Kirjeldus | C(prefrz), ppb | C(org), ppb | C(org, theor), ppb C(melt), ppb % Jaotussuhe
1 Blank 0.05 0.05 1.00 0.00
2 Sample 1.00 0.18 20.02 0.67 1 0.18
3 Sample 0.96 0.15 19.13 0.93 1 0.16
4 Sample 0.98 2.12 19.56 0.86 11 2.16
5 Sample 1.02 194 20.42 0.86 10 1.90
6 Blank 0.05 0.05 1.00 0.05
7 Blank 0.06 0.11 1.18 0.06
8 Sample 1.09 4.95 21.78 1.20 23 4.54
9 Sample 1.05 412 21.07 1.28 20 3.92
10 | Sample 1.05 3.97 21.06 1.22 19 3.77
11 | Sample 111 2.94 22.14 1.16 13 2.65
12 | Blank 0.10 0.27 2.01 0.14
13 | Blank 0.05 0.05 0.99 0.05
14 | Sample 1.04 3.85 20.85 1.09 18 3.69
15 | Sample 1.08 5.63 21,51 1.19 26 5.24
16 | Sample 1.05 3.95 20.97 1.18 19 3.77
17 | Sample 1.08 3.01 21.58 1.10 14 2.79
18 | Blank 0.05 0.06 1.01 0.05
19 | Blank 0.05 0.06 1.02 0.05
20 | Sample 1.10 2.20 22.09 1.10 10 1.99
21 | Sample 1.07 0.38 21.35 1.05 2 0.35
22 | Sample 1.08 1.95 21.61 1.15 9 1.80
23 | Sample 1.07 1.98 21.39 1.11 9 1.85
24 | Blank 0.05 0.06 1.02 0.00

average 2,70

Oksutetratsukliini  kilmutuseelsete proovide kontsentratsioonid jaid keskmiselt 0,83 ppb
Umbrusesse. Koige madalamad baasjooned esinesid pH 8,6 juures, kus keskmiseks
kontsentratsiooniks oli 0,7 ppb.

Orgaanilise faasi proovides oli taaskord ndha signaali puudulikust pH 2 asuvate proovide juures
mille ekstraheerivaks lahustiks oli atsetonitriil. Samuti andis taaskord kdige suurema protsendilise
kasvu pH 6 juures olevad proovid, kus keskmine signaali tugevus kasvas 4,35 korda. VVastava pH
juures méérati orgaanilisest faasist keskmiselt 21,77% ja maksimaalselt 25,67% teoreetilisest

maksimumist. pH-de keskmine kontsentratsiooni % on vastavalt: pH 2 — 13,71%, pH 4 — 11,54%,
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pH 6 — 21,77% ja pH 8 — 14,10%. Ule kdigi proovide oli keskmine signaali kasv orgaanilise faasi
ekstraktis 2,89 korda. Suurused arvutati tabel 6 pohjal.

Tabel 6. Oksltetratstkliini arvutuste tabel. Rohelisega on margitud suurim saagis.

Nr | Kirjeldus | C(prefrz), ppb | C(org), ppb C(org, theor), ppb C(melt), ppb % Jaotussuhe
1 Blank 0.06 0.06 1.16 0.00
2 | Sample 0.88 0.11 17.56 0.99 1 0.13
3 | Sample 0.90 0.73 17.91 1.45 4 0.82
4 | Sample 0.86 2.36 17.21 0.90 14 2.75
5 | Sample 0.88 2.40 17.52 0.92 14 2.74
6 Blank 0.06 0.06 1.19 0.06
7 Blank 0.06 0.06 1.16 0.06
8 | Sample 0.71 2.84 14.13 0.44 20 4,02
9 | Sample 0.70 0.70 13.98 0.45 5 1.00
10 | Sample 0.70 2.53 13.91 0.48 18 3.64
11 | Sample 0.72 1.88 14.34 0.49 13 2.63
12 | Blank 0.06 0.06 1.16 0.06
13 | Blank 0.06 0.06 1.16 0.06
14 | Sample 0.79 3.38 15.81 0.75 21 4.28
15 | Sample 0.80 411 16.00 0.82 26 5.13
16 | Sample 0.75 3.39 15.05 0.68 23 450
17 | Sample 0.78 2.73 15.60 0.73 18 3.50
18 | Blank 0.00 0.06 0.00 0.06
19 | Blank 0.06 0.13 1.17 0.07
20 | Sample 0.97 2.63 19.36 0.87 14 2.71
21 | Sample 0.97 0.06 19.40 0.94 0 0.06
22 | Sample 1.00 2.95 19.93 0.91 15 2.96
23 | Sample 0.97 3.40 19.39 0.90 18 351
24 | Blank 0.07 0.06 1.36 0.00

average 2,89

Sulfadimetoksiin kilmutuseelsete proovide kontsentratsioonid jaid Gldjuhul keskmiselt 1 ppb
umbrusesse. Samas oli proov nr. 9 kontsentratsiooniks 1,87 ppb ja proov nr. 4 kontsentratsiooniks
1,51 ppb.

Ka seekord puudus orgaanilise faasi proovides signaali pH 2 proovides, mille ekstraheerivaks
lahustiks oli atsetonitriil. Lisaks puudub téielikult signaal pH 4 proovides. Kdige suurem
protsendiline kasv tuli seekord pH 8,6 juures olevatelt proovidelt, kus keskmine signaali tugevus
kasvas 5,15 korda. Selle pH juures méérati orgaanilisest faasist keskmiselt 25,77% ja

maksimaalselt 37,97% teoreetilisest maksimumist. pH-de keskmine kontsentratsiooni % on
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vastavalt: pH 2 — 14,85%, pH 4 — 0%, pH 6 — 20,38% ja pH 8 — 25,77%. Ule kdigi proovide oli

keskmine signaali kasv orgaanilise faasi ekstraktis 3,9 korda. Suurused arvutati tabel 7 pdhjal.

Tabel 7. Sulfadimetoksiini arvutuste tabel. Rohelisega on mérgitud suurim saagis.

Nr | Kirjeldus | C(prefrz), ppb | C(org), ppb | C(org, theor), ppb C(melt), ppb % Jaotussuhe
1 Blank 0.32 1.74 6.31 0.00
2 Sample 1.39 0.00 27.89 3.37 0 0
3 Sample 1.12 0.00 22.30 2.35 0 0
4 Sample 151 4.64 30.21 1.95 15 3.07
5 Sample 1.23 3.54 24.68 1.54 14 2.86
6 Blank 0.35 2.02 7.02 0.61
7 Blank 0.14 0.38 2.89 0.53
8 Sample 1.31 9.92 26.12 1.88 38 7.59
9 Sample 1.88 7.28 37.52 3.74 19 3.88
10 | Sample 1.18 6.71 23.67 1.86 28 5.67
11 | Sample 1.00 3.48 20.09 1.22 17 3.47
12 | Blank 0.08 0.18 1.65 0.10
13 | Blank 0.06 0.00 1.14 0.06
14 | Sample 1.07 4.46 21.45 1.15 21 4.15
15 | Sample 1.09 5.15 21.88 1.22 24 471
16 | Sample 1.00 4.41 19.96 1.25 22 4.42
17 | Sample 1.09 331 21.86 1.15 15 3.03
18 | Blank 0.06 0.07 1.16 0.06
19 | Blank 0.06 0.06 1.16 0.06
20 | Sample 1.03 0.00 20.57 1.16 0 0
21 | Sample 1.04 0.00 20.80 1.12 0 0
22 | Sample 0.98 0.00 19.65 1.15 0 0
23 | Sample 0.98 0.00 19.52 1.13 0 0
24 | Blank 0.06 0.06 1.15 0.00

average 3,90

Tsiprofloksatsiin kiilmutuseelsete proovide kontsentratsioonid jaid keskmiselt 1 ppb imbrusesse
valja arvatud pH 4 proovid, kus signaal praktiliselt puudub.

Tsiprofloksatsiin puudus orgaanilise faasi proovides, mille pH oli 4. Samas vastuoluliselt eelnevalt
toodud ainetele oli tsiprofloksatsiin signaal kdige tugevam pH 2 proovides, mille ekstraheeriv
lahus oli atsetonitriil. Vastavalt andis ka kdige suurem protsendilise kasvu pH 2. Sellel pH-I tehtud
testide keskmine signaali tugevus kasvas 8,5 korda. Vastava pH juures maarati orgaanilisest faasist
keskmiselt 42,48% ja maksimaalselt 68,61% teoreetilisest maksimumist. pH-de keskmine
kontsentratsiooni % on vastavalt: pH 2 — 42,48%, pH 4 — 3,74%, pH 6 — 25,5% ja pH 8 — 18,91%.
Ule kdigi proovide oli keskmine signaali kasv orgaanilise faasi ekstraktis 5,35 korda. Suurused

arvutati tabel 8 pdhjal.

26



Tabel 8. Tsiprofloksatsiini arvutuste tabel. Rohelisega on margitud suurim saagis.

Nr | Kirjeldus | C(prefrz), ppb C(org), ppb C(org, theor), ppb C(melt), ppb % Jaotussuhe
1 Blank 0.13 0.12 2.57 0.00
2 Sample 0.98 13.49 19.67 1.30 69 13.72
3 Sample 1.03 13.63 20.68 1.81 66 13.18
4 Sample 0.91 3.27 18.17 0.90 18 3.60
5 Sample 0.95 3.32 19.09 0.98 17 3.48
6 Blank 0.11 0.12 2.29 0.11
7 Blank 0.17 0.11 3.46 0.12
8 Sample 1.06 6.28 21.14 1.12 30 5.94
9 Sample 1.06 1.74 21.15 1.13 8 1.65
10 | Sample 1.05 4.66 21.08 1.26 22 4.42
11 | Sample 1.08 3.36 21.53 1.00 16 3.12
12 | Blank 0.13 0.11 2.56 0.11
13 | Blank 0.15 0.11 3.10 0.11
14 | Sample 0.94 4.62 18.71 0.92 25 4.94
15 | Sample 0.86 6.03 17.29 1.02 35 6.98
16 | Sample 0.86 4.30 17.11 0.99 25 5.02
17 | Sample 0.92 3.19 18.47 0.89 17 3.46
18 | Blank 0.11 0.12 2.21 0.11
19 | Blank 0.11 0.11 2.16 0.11
20 | Sample 0.11 0.11 2.16 0.11 5 1.00
21 | Sample 0.11 0.11 2.15 0.11 5 1.00
22 | Sample 0.11 0.00 2.15 0.11 0 0.00
23 | Sample 0.11 0.11 2.17 0.11 5 0.99
24 | Blank 0.11 0.11 2.15 0.00

average 5,35

Marbofloksatsiin kilmutuseelsete proovide kontsentratsioonid jaid samuti keskmiselt 1 ppb

umbrusesse, kuid taaskord ei olnud pH 4 proovides signaali.

Samuti puudus ka orgaanilise faasi proovides, mille pH oli 4, signaal. Nagu ka tsiprofloksatsiinis,
on marbofloksatsiini signaal kdige tugevam pH 2 proovides, mille ekstraheeriv lahus oli
atsetonitriil. Koige suurem protsendiline kasv toimus pH 2 juures. Testide keskmine signaali
tugevus kasvas 6,71 korda pH 2 juures. Samuti madarati orgaanilisest faasist keskmiselt 33,55% ja
maksimaalselt 52,30% teoreetilisest maksimumist. pH-de keskmine kontsentratsiooni % on
vastavalt: pH 2 — 33,55%, pH 4 — 0%, pH 6 — 21,11% ja pH 8 — 16,81%. Ule kdigi proovide oli
keskmine signaali kasv orgaanilise faasi ekstraktis 4,40 korda. Suurused arvutati tabel 9 pdhjal.

Tabel 9. Marbofloksatsiini arvutuste tabel. Rohelisega on mérgitud suurim saagis.

Nr Kirjeldus | C(prefrz), ppb C(org), ppb C(org, theor), ppb C(melt), ppb % Jaotussuhe
1 Blank 0.10 0.10 1.97 0.00
2 Sample 0.91 9.48 18.13 1.28 52 10.46
3 Sample 0.98 9.70 19.54 1.67 50 9.92
4 Sample 0.87 2.93 17.47 0.95 17 3.36
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Ofloksatsiin kulmutuseelsete proovide kontsentratsioonid jdid, nagu ka marbofloksatsiinil,

5 Sample 0.89 2.77 17.88 0.99 16 3.10
6 Blank 0.10 0.10 1.95 0.10
7 Blank 0.10 0.10 1.97 0.10
8 Sample 1.03 5.36 20.58 1.10 26 521
9 Sample 1.02 1.69 20.42 1.14 8 1.66
10 Sample 1.03 3.95 20.65 1.22 19 3.83
11 Sample 1.05 2.89 20.96 1.06 14 2.75
12 Blank 0.10 0.10 1.97 0.10
13 Blank 0.10 0.10 1.94 0.10
14 Sample 0.96 3.85 19.24 1.01 20 4.00
15 Sample 0.93 5.31 18.51 1.05 29 5.74
16 Sample 0.95 3.95 19.03 1.06 21 415
17 Sample 0.97 2.90 19.36 0.92 15 3.00
18 Blank 0.10 0.10 1.97 0.10
19 Blank 0.00 0.00 0.00 0.00
20 Sample 0.00 0.10 0.00 0.10
21 Sample 0.00 0.10 0.00 0.00
22 Sample 0.00 0.10 0.00 0.00
23 Sample 0.00 0.00 0.00 0.00
24 Blank 0.00 0.00 0.00 0.00

average 4,40

keskmiselt 1 ppb mbrusesse vélja arvatud pH 4, proovid millel puudus signaal.

Taaskord puudus signaal orgaanilise faasi proovides, mille pH oli 4. Nagu ka eelnevatel kahel
ainel, on ofloksatsiini signaal kdige tugevam pH 2 proovides, kus ekstraheerivaks lahuseks oli
atsetonitriil. pH 2 andis ka kdige suurem protsendilise kasvu. Sellel pH-I tehtud testide keskmine
signaali tugevus kasvas 6,75 korda. Selle pH juures maarati orgaanilisest faasist keskmiselt
33,73% ja maksimaalselt 52,91% teoreetilisest maksimumist. pH--de keskmine kontsentratsiooni
% on vastavalt: pH 2 — 33,73%, pH 4 — ~0%, pH 6 — 22,43% ja pH 8 — 18,79%. Ule kdigi proovide
oli keskmine signaali kasv orgaanilise faasi ekstraktis 4,61 korda. Suurused arvutati tabel 10

pohjal.

Tabel 10. Ofloksatsiini arvutuste tabel. Rohelisega on mérgitud suurim saagis.

Nr Kirjeldus | C(prefrz), ppb | C(org), ppb C(org, theor), ppb | C(melt), ppb % Jaotussuhe
1 Blank 0.06 0.06 1.12 0.00
2 Sample 0.90 9.52 18.00 1.28 53 10.58
3 Sample 0.94 9.63 18.79 1.72 51 10.25
4 Sample 0.88 2.80 17.62 0.97 16 3.18
5 Sample 0.93 2.75 18.51 0.99 15 2.97
6 Blank 0.06 0.06 1.14 0.06
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Enrofloksatsiin kilmutuseelsete proovide kontsentratsioonid jaid tldjuhul 0,8 ppb mbrusesse,
kuid pH 4 proovid jaid 0,31 ppb Umbrusesse.

Taaskord oli signaal kbige tugevam pH 2 proovides, kus ekstraheerivaks lahuseks oli atsetonitriil,
kuid ka pH 8 ja pH 6 signaalid olid tugevad. Siiski andis pH 2 kdige suurem protsendilise kasvu,
kus testide keskmine signaali tugevus kasvas 7,46 korda. Selle pH juures maarati orgaanilisest
faasist keskmiselt 37,32% ja maksimaalselt 59,57% teoreetilisest maksimumist. pH-de keskmine
kontsentratsiooni % on vastavalt: pH 2 — 37,32%, pH 4 — 10,56%, pH 6 — 24,12% ja pH 8 —
20,29%. Ule kdigi proovide oli keskmine signaali kasv orgaanilise faasi ekstraktis 4,61 korda.

Suurused arvutati tabel 11 pdhjal.

7 Blank 0.06 0.05 1.13 0.06
8 Sample 0.94 5.23 18.77 1.06 28 5.57
9 Sample 0.98 2.13 19.55 1.01 11 2.18
10 Sample 0.95 4.02 19.03 1.13 21 422
11 Sample 0.91 2.79 18.21 1.00 15 3.06
12 Blank 0.06 0.06 1.18 0.05
13 Blank 0.06 0.06 1.12 0.05
14 Sample 0.91 3.85 18.21 0.91 21 4.23
15 Sample 0.86 5.14 17.19 1.01 30 5.97
16 Sample 0.84 3.87 16.87 0.98 23 4,59
17 Sample 0.88 2.76 17.52 0.91 16 3.15
18 Blank 0.05 0.06 1.09 0.05
19 Blank 0.05 0.05 1.00 0.05
20 Sample 0.05 0.06 1.07 0.05 5 1.06
21 Sample 0.05 0.08 1.06 0.05 7 1.47
22 Sample 0.05 0.06 1.06 0.05 5 1.07
23 Sample 0.05 0.06 1.06 0.05 5 1.06
24 Blank 0.05 0.05 1.01 0.00

average 4,61

Tabel 11. Enrofloksatsiini arvutuste tabel. Rohelisega on margitud suurim saagis.

Nr Kirjeldus C(prefrz), ppb | C(org), ppb C(org, theor), ppb C(melt), ppb % Jaotussuhe

1 Blank 0.08 0.08 1.56 0.00

2 Sample 0.81 9.67 16.25 1.09 60 11.91
3 Sample 0.85 10.15 17.04 1.51 60 11.91
4 Sample 0.79 2.35 15.71 0.80 15 2.99
5 Sample 0.82 2.49 16.33 0.86 15 3.05
6 Blank 0.08 0.09 1.58 0.08

7 Blank 0.08 0.08 1.58 0.08

8 Sample 0.86 4.83 17.14 1.01 28 5.64
9 Sample 0.88 2.96 17.63 0.99 17 3.36
10 Sample 0.87 3.72 17.47 1.07 21 4.26
11 Sample 0.87 2.60 17.48 0.96 15 2.97
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12 Blank 0.08 0.08 1.57 0.08
13 Blank 0.08 0.08 1.60 0.08
14 Sample 0.82 3.57 16.38 0.90 22 4.36
15 Sample 0.73 5.04 14.57 0.96 35 6.92
16 Sample 0.76 3.37 15.11 0.87 22 4.46
17 Sample 0.73 2.60 14.62 0.82 18 3.55
18 Blank 0.08 0.09 1.57 0.08
19 Blank 0.00 0.08 0.00 0.08
20 Sample 0.32 0.62 6.44 0.36 10 1.92
21 Sample 0.31 0.85 6.26 0.36 14 2.73
22 Sample 0.31 0.60 6.22 0.35 10 1.94
23 Sample 0.31 0.58 6.24 0.34 9 1.86
24 Blank 0.0771 0.0788 1.5424 0.0000

average 4,61

Florfenikool kiilmutuseelsete proovide kontsentratsioonid jaid 1 ppb lahedusse, kuid pH 4 proovid

jaid keskmiselt1,53 ppb mbrusesse.

Signaalide tugevus jaotus taaskord pH 2 proovides, kus ekstraheerivaks lahuseks oli atsetonitriil,
kuid suurim signaal tuli pH 8,6 Uhelt atsetonitriili kasutanud proovilt. Proov nr 9 (pH 8,6) andis
umardatult 20 kordse signaali, mis tahendaks florofenikooli 100% ekstraktsiooni jaa faasist.
Korval olev samade parameetritega testi signaaliks oli Umardatult 21% teoreetilisest maksimumist.
Sel puhul v@ib tegu olla kas vahetdenaolise perfektse kiilmutusega vdi modtmisveaga. Oletades,
et tegemist on mddteveaga jatan 9. proovi arvutustest valja. pH 2 kdige suurema saagisega, kus
testide keskmine signaali tugevus kasvas 6,38 korda. Selle pH juures maéarati orgaanilisest faasist
keskmiselt 31,91% ja maksimaalselt 52,25% teoreetilisest maksimumist. pH-de keskmine
kontsentratsiooni % on vastavalt: pH 2 — 31,91%, pH 4 — 14,59%, pH 6 — 18,47% ja pH 8 —
18,17%. Ule koigi proovide oli keskmine signaali kasv orgaanilise faasi ekstraktis 5,19 korda koos

ja 4,19 ilma eelnimetatud proovita. Suurused arvutati tabel 12 pohjal.

Tabel 12. Florfenikooli arvutuste tabel. Rohelisega on margitud suurim saagis.

Nr Kirjeldus | C(prefrz), ppb C(org), ppb | C(org, theor), ppb C(melt), ppb % Jaotussuhe

1 Blank 0.29 0.25 5.75 0.00

2 Sample 1.02 10.70 20.48 1.44 52 10.45
3 Sample 0.94 9.30 18.81 1.76 49 9.88
4 Sample 0.97 2.58 19.47 1.09 13 2.65
5 Sample 1.09 2.78 21.86 1.16 13 2.54
6 Blank 0.21 0.16 421 0.16

7 Blank 0.20 0.21 3.95 0.18

8 Sample 1.10 5.10 21.94 1.10 23 4.65
9 Sample 0.98 19.72 19.61 1.74 101 20.10
10 Sample 1.02 3.55 20.32 1.14 17 3.49
11 Sample 0.94 2.60 18.82 0.77 14 2.76
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12 Blank 0.16 0.14 3.29 0.20
13 Blank 0.19 0.16 3.79 0.16
14 Sample 0.97 3.74 19.42 1.04 19 3.85
15 Sample 0.99 5.03 19.88 1.08 25 5.06
16 Sample 1.02 3.43 20.38 1.06 17 3.37
17 Sample 1.11 277 22.17 0.98 12 2.50
18 Blank 0.18 0.16 3.63 0.18
19 Blank 0.15 0.17 2.93 0.00
20 Sample 1.53 4.59 30.63 1.86 15 3.00
21 Sample 1.64 4.19 32.87 1.72 13 2.55
22 Sample 1.52 4.84 30.49 1.83 16 3.18
23 Sample 1.56 4.60 31.26 1.70 15 2.95
24 Blank 0.18 0.17 3.62 0.00

average 4,19

Diklofenak kulmutuseelsete proovide kontsentratsioonides puudusid signaalid. See vdis tulla
diklofenaki heterogeensusest valmistatud proovis. Samuti oli t60 kéigus raskusi diklofenaki lahuse

valmistamisega aine halva lahustuvuse tottu.

Kilmutuseelsete proovide signaalide puudumise téttu oli véimatu teha arvutusi, kuid oli siiski
naha diklofenaki signaali suurenemist orgaanilise faasi kontsentraadis. Suurimad arvutatud
kontsentratsioonid olid taaskord pH 2 testides, kus oli kasutuses atsetonitriil ning proovis nr 9.
Oletades, et diklofenaki algne kontsentratsioon oleks olnud 1 ppb, oli keskmine signaali kasv 3-5
kord (va. erandid nagu proov nr 9 ja pH 2 atsetonitriili testid) valja arvatud pH 4, kus keskmine

kontsentratsioon oli 0,4 ppb. Suurused arvutati tabel 13 pdhjal.

Tabel 13. Diklofenaki arvutuste tabel. Rohelisega on mérgitud suurim saagis.

Nr Kirjeldus | C(prefrz), ppb C(org), ppb C(org, theor), ppb | C(melt), ppb % Jaotussuhe

1 Blank 0.00 0.00 0.00 0.00

2 Sample 0.00 11.48 0.00 0.33 - -

3 Sample 0.00 12.56 0.00 0.86 - -

4 Sample 0.00 1.74 0.00 0.00 - -

5 Sample 0.00 1.69 0.00 0.00 - -

6 Blank 0.00 0.00 0.00 0.00

7 Blank 0.00 0.00 0.00 0.00

8 Sample 0.06 5.36 1.29 0.36 416 83.10
9 Sample 0.08 17.92 1.62 0.96 1109 221.85
10 Sample 0.12 3.74 2.42 0.46 155 30.93
11 Sample 0.12 2.34 2.48 0.28 94 18.88
12 Blank 0.00 0.00 0.00 0.00

13 Blank 0.00 0.00 0.00 0.00

14 Sample 0.04 3.70 0.86 0.21 432 86.33
15 Sample 0.04 5.72 0.89 0.33 646 129.13
16 Sample 0.06 3.79 1.22 0.33 310 61.98
17 Sample 0.00 2.38 0.00 0.21 - -

18 Blank 0.00 0.00 0.00 0.00

19 Blank 0.00 0.00 0.00 0.00
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Karbamasepiin kulmutuseelsete proovide kontsentratsioonid jaid k&ik 1 ppb Umbrusesse.
Taaskord oli signaal kbige tugevam pH 2 proovides, kus ekstraheerivaks lahuseks oli atsetonitriil,
ja proovis nr 9. Jallegi oli proov nr 9 signaal 20 kordne ning uletas 100% teoreetilisest
maksimumist. Selle tdttu jatan proov nr 9 tulemused arvutustest vélja. Seet6ttu andis pH 2 kdige
suurem protsendilise kasvu, kus testide keskmine signaali tugevus kasvas 5,98 korda. Selle pH
juures maérati orgaanilisest faasist keskmiselt 29,92% ja maksimaalselt 45,02% teoreetilisest
maksimumist. pH-de keskmine kontsentratsiooni % on vastavalt: pH 2 — 29,92%, pH 4 — 14,49%,
pH 6 — 21,85% ja pH 8 — 21,02%. Ule kdigi proovide oli keskmine signaali kasv orgaanilise faasi
ekstraktis 4,37 korda. Suurused arvutati tabel 14 pdhjal.

20 Sample 0.00 0.66 0.00 0.00 -
21 Sample 0.00 0.23 0.00 0.00 -
22 Sample 0.00 0.43 0.00 0.00 -
23 Sample 0.00 0.45 0.00 0.00 -
24 Blank 0.00 0.00 0.00 0.00

average 68.39

Tabel 14. Karbamasepiini arvutuste tabel. Rohelisega on mérgitud suurim saagis.
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Nr Kirjeldus C(prefrz), ppb C(org), ppb C(org, theor), ppb | C(melt), ppb % Jaotussuhe
1 Blank 0.05 0.05 1.06 0.00
2 Sample 1.09 8.87 21.74 1.45 41 8.17
3 Sample 1.07 9.62 21.36 1.95 45 9.00
4 Sample 1.03 3.58 20.66 1.14 17 3.47
5 Sample 1.04 3.44 20.83 1.14 16 3.30
6 Blank 0.05 0.06 1.06 0.06
7 Blank 0.05 0.06 1.05 0.05
8 Sample 1.07 6.00 21.45 1.22 28 5.59
9 Sample 1.08 23.22 21.65 1.85 107 21.44
10 | Sample 1.06 4.32 21.21 1.28 20 4.07
11 | Sample 1.09 321 21.78 1.16 15 2.95
12 | Blank 0.05 0.05 1.06 0.05
13 | Blank 0.05 0.05 1.06 0.05
14 | Sample 1.08 451 21.56 1.15 21 4.18
15 | Sample 1.08 6.31 21.61 1.19 29 5.84
16 | Sample 1.04 4.41 20.80 1.21 21 4.24
17 | Sample 1.03 3.30 20.50 1.10 16 3.22
18 | Blank 0.05 0.06 1.07 0.05
19 | Blank 0.05 0.06 1.05 0.05
20 | Sample 0.89 2.62 17.88 0.95 15 2.93
21 | Sample 0.89 2.44 17.73 0.98 14 2.75
22 | Sample 0.88 2.67 17.63 0.98 15 3.03
23 | Sample 0.90 2.60 18.01 0.96 14 2.88
24 | Blank 0.05 0.05 1.05 0.00

average 4,37




Triklosaan kllmutuseelsete proovide kontsentratsioonides puudusid, sarnaselt diklofenakiga,
signaalid. Nagu ka diklofenakis, vdis see tulla proovi ebalihtlasest segunemisest. Triklosaan ja

diklofenak on ka monelmaaral ehituselt sarnased tihendid.

Kilmutuseelsete proovide signaalide puudumise t6ttu oli taaskord v8imatu teha arvutusi. Siiski oli
voimalik néha signaali suurenemist orgaanilise faasi kontsentraadis. Nagu ka diklofenakis, olid
suurimad arvutatud kontsentratsioonid pH 2 testides ja proovis nr 9. Orgaanilise faasi proovide
keskmine kontsentratsioon oli 2-3 ppb (va. erandid nagu proov nr 9 ja pH 2 atsetonitriili testid).

Suurused arvutati tabel 15 pohjal.

Tabel 15. Triklosaani arvutuste tabel. Rohelisega on mérgitud suurim saagis.

Nr Kirjeldus | C(prefrz), ppb C(org), ppb | C(org, theor), ppb C(melt), ppb % Jaotussuhe

1 Blank 0.05 0.47 0.94 0.00
2 Sample 0.14 12.79 2.85 0.90 448 89.69
3 Sample 0.08 13.23 1.58 1.51 837 167.42
4 Sample 0.11 1.54 2.15 0.27 72 14.35
5 Sample 0.07 1.49 1.44 0.31 103 20.65
6 Blank 0.07 0.15 1.45 0.09
7 Blank 0.06 0.07 1.14 0.06
8 Sample 0.30 6.04 6.06 0.55 100 19.96
9 Sample 0.36 30.84 7.11 1.11 434 86.74
10 Sample 0.30 2.89 5.97 0.60 48 9.67
11 Sample 0.35 2.06 7.03 0.68 29 5.87
12 Blank 0.05 0.00 1.06 0.00
13 Blank 0.07 0.06 1.49 0.00
14 Sample 0.13 3.28 251 0.30 131 26.16
15 Sample 0.10 5.95 2.05 0.34 290 58.01
16 Sample 0.08 1.95 1.67 0.33 117 23.38
17 Sample 0.07 1.26 1.33 0.24 95 19.01
18 Blank 0.07 0.11 1.45 0.00
19 Blank 0.06 0.06 1.24 0.07
20 Sample 0.09 2.15 1.79 0.27 120 24.07
21 Sample 0.07 2.86 1.43 0.23 200 39.96
22 Sample 0.06 0.97 1.26 0.26 77 15.41
23 Sample 0.08 0.99 1.67 0.30 59 11.84
24 Blank 0.08 0.06 1.68 0.00

average 36,36

Tiamulin kilmutuseelsete proovide kontsentratsioonid olid kaootilised, olles vahemikus 3-8 ppb.
Kilmutuseelsete proovide kontsentratsioonid jaotusid jargnevalt: pH 2 — ~8 ppb, pH 4 — ~3,6 ppb,
pH 6 —~6,2 ppb, pH 8 — ~4,3 ppb. Signaal oli kdige tugevam pH 2 proovides, kus ekstraheerivaks
lahuseks oli atsetonitriil, pH 8,6 proovides ja proovis nr 9, mille ekstraheeritud % tuli 270%
milletdttu seda ei arvestata. Sellest tulenevalt andis pH 8,6 kdige suurem protsendilise kasvu, kus

testide keskmine signaali tugevus kasvas 7,45 korda. Selle pH juures méérati orgaanilisest faasist
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keskmiselt 37,23% ja maksimaalselt 54,80% teoreetilisest maksimumist. pH-de keskmine
kontsentratsiooni % on vastavalt: pH 2 — 36,22%, pH 4 — 18,24%, pH 6 — 27,70% ja pH 8 —
37,23%. Ule kdigi proovide oli keskmine signaali kasv orgaanilise faasi ekstraktis 5,87 korda.
Suurused arvutati tabel 16 pdhjal.

Tabel 16. Tiamulini arvutuste tabel. Rohelisega on méargitud suurim saagis.

Nr Kirjeldus | C(prefrz), ppb | C(org), ppb C(org, theor), ppb C(melt), ppb % Jaotussuhe

1 Blank 0.00 0.00 0.00 0.00
2 Sample 8.70 97.29 173.92 8.90 56 11,19
3 Sample 8.82 98.10 176.46 13.17 56 11,12
4 Sample 7.59 25.29 151.78 6.41 17 3,33
5 Sample 7.93 26.47 158.54 7.16 17 3,34
6 Blank 0.00 0.00 0.00 0.00
7 Blank 0.00 0.00 0.00 0.00
8 Sample 4.38 48.03 87.65 5.02 55 10,96
9 Sample 4.02 216.95 80.33 11.08 270 54,01
10 Sample 4.29 31.39 85.80 4.80 37 7,32
11 Sample 4.93 20.02 98.67 5.57 20 4,06
12 Blank 0.00 0.00 0.00 0.00
13 Blank 0.00 0.00 0.00 0.00
14 Sample 6.42 35.66 128.47 6.62 28 5,55
15 Sample 6.40 47.39 127.93 6.84 37 7,41
16 Sample 5.88 31.94 117.58 6.33 27 5,43
17 Sample 6.49 24.43 129.86 5.66 19 3,76
18 Blank 0.00 0.00 0.00 0.00
19 Blank 0.00 0.00 0.00 0.00
20 Sample 3.74 13.88 74.88 4.67 19 3,71
21 Sample 3.94 12.57 78.82 4,78 16 3,19
22 Sample 3.69 13.74 73.85 452 19 3,72
23 Sample 3.36 13.34 67.13 4.30 20 3,98
24 Blank 0.00 0.00 0.00 0.00

average 5,87

Asitromutsiin kiilmutuseelsete proovide kontsentratsioonid jaid kdik 4,8 ppb Umbrusesse. Signaal
oli kdige tugevam pH 6 proovides ning proovis nr 9. Vorreldes varasemalt véljatoodud ainetega,
on proovil nr 9 asitromutsiini signaal madalam ja aksepteeritav arvutusteks. pH 8,6 andis kdige
suurem protsendilise kasvu, kus testide keskmine signaali tugevus kasvas 8,04 korda. Selle pH
juures méérati orgaanilisest faasist keskmiselt 40,22% ja maksimaalselt 80,37% teoreetilisest
maksimumist. Iga pH suurimad signaalid tulevad proovidest, mis valmistati atsetonitriiliga. pH-de
keskmine kontsentratsiooni % on vastavalt: pH 2 — 26,18%, pH 4 — 17,15%, pH 6 — 34,72% ja pH
8 — 40,22%. Ule kdigi proovide oli keskmine signaali kasv orgaanilise faasi ekstraktis 5,91 korda.
Suurused arvutati tabel 17 pdhjal.

Tabel 17. Asitromiitsiini arvutuste tabel. Rohelisega on margitud suurim saagis.
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Nr | Kirjeldus | C(prefrz), ppb C(org), ppb C(org, theor), ppb | C(melt), ppb % Jaotussuhe
1 Blank 0.00 0.03 0.00 0.00
2 Sample 4.36 42.98 87.24 0.00 49 9.85
3 Sample 4.60 49.56 92.00 6.38 54 10.77
4 Sample 3.85 0.00 77.06 1.31 0 0.00
5 Sample 4.41 1.41 88.12 0.88 2 0.32
6 Blank 0.00 1.21 0.00 0.15
7 Blank 0.00 4.23 0.00 0.00
8 Sample 4.53 21.12 90.55 10.66 23 4.67
9 Sample 4.62 74.30 92.44 18.21 80 16.07
10 | Sample 4.62 48.14 92.50 10.04 52 10.41
11 | Sample 5.61 5.77 112.15 1.92 5 1.03
12 | Blank 0.00 1.55 0.00 1.19
13 | Blank 0.00 0.00 0.00 0.00
14 | Sample 5.48 54.69 109.65 12.62 50 9.98
15 | Sample 5.61 80.44 112.10 13.65 72 14.35
16 | Sample 4.76 9.45 95.15 3.54 10 1.99
17 | Sample 5.81 8.48 116.16 10.06 7 1.46
18 | Blank 0.00 8.07 0.00 0.35
19 | Blank 0.00 4.66 0.00 0.00
20 | Sample 4.48 12.65 89.63 9.91 14 2.82
21 | Sample 5.40 46.79 107.99 12.59 43 8.67
22 | Sample 479 10.68 95.82 0.88 11 2.23
23 | Sample 4.40 0.00 88.09 1.09 0 0
24 | Blank 0.00 4.36 0.00 0.00

average 5,91

Klaritromitsiin  on maérgatavalt sarnane asitromitsiiniga. Kilmutuseelsete proovide
kontsentratsioonid jaid koik 3,6-4,2 ppb vahemikku. Signaal oli kdige tugevam pH 8,6 proovides.
pH 8,6 andis kdige suurem protsendilise kasvu, kus testide keskmine signaali tugevus kasvas 10,14
korda. Selle pH juures maérati orgaanilisest faasist keskmiselt 50,70% ja maksimaalselt 92,54 %
teoreetilisest maksimumist. pH-de keskmine kontsentratsiooni % on vastavalt: pH 2 — 26,68%, pH
4 — 11,77%, pH 6 — 30,93% ja pH 8 — 50,70%. Ule kdigi proovide oli keskmine signaali kasv

orgaanilise faasi ekstraktis 6 korda. Suurused arvutati tabel 18 pdhjal.

Tabel 18. Klaritomdtsiini arvutuste tabel. Rohelisega on mérgitud suurim saagis.

Nr Kirjeldus C(prefrz), ppb | C(org), ppb C(org, theor), ppb | C(melt), ppb % Jaotussuhe

1 Blank 0.00 0.00 0.00 0.00

2 Sample 3.45 13.67 68.99 2.87 20 3.96
3 Sample 3.46 30.34 69.26 3.84 44 8.76
4 Sample 3.08 13.28 61.64 1.93 22 431
5 Sample 3.27 14.10 65.36 2.16 22 431
6 Blank 0.00 0.00 0.00 0.00

7 Blank 0.00 0.21 0.00 0.00

8 Sample 3.63 19.10 72.64 7.63 26 5.26
9 Sample 3.21 59.36 64.15 12.64 93 18.51
10 Sample 3.42 36.17 68.41 7.10 53 10.57
11 Sample 3.85 23.98 77.06 8.39 31 6.22
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12 Blank 0.00 0.00 0.00 0.00
13 Blank 0.00 0.00 0.00 0.00
14 Sample 4.13 39.52 82.63 9.23 48 9.57
15 Sample 4.21 20.35 84.18 9.50 24 4.84
16 Sample 3.85 36.70 76.92 9.35 48 9.54
17 Sample 4.10 3.27 81.98 8.00 4 0.80
18 Blank 0.00 0.00 0.00 0.00
19 Blank 0.00 0.00 0.00 0.00
20 Sample 3.60 8.99 72.05 7.08 12 2.50
21 Sample 4.43 10.72 88.54 8.66 12 2.42
22 Sample 3.93 9.00 78.67 7.98 11 2.29
23 Sample 3.63 8.01 72.50 2.92 11 2.21
24 Blank 0.00 0.00 0.00 0.00

average 6,00

3.3 Tulemuste analtus

Kllmutusekstraktsiooni kasutades kontsentreerus kdigist proovidest analliut ekstraktsiooni kaigus
orgaanilisse faasi suure enamuse kasutatud tingimuste korral. Jaotussuhe kilmutusele eelneva
proovi ja ekstakti vahel oli keskmiselt 4-6 korda. Parimad jaotussuhted vastasid suurel maaral pH
2-le, kuid tadhendati ka moéned ained, kus selleks alaks oli pH 8 ja 6. Keskmiselt oli saagise
suuruseks 15-30% teoreetilisest maksimumist, kuid kui kasutati ainele sobivamat pH-d voi
ekstaktsiooni solventi, tusis keskmine saagis 25-80%-ni. Kdrgemad saagised ja jaotussuhted

saavutati samade pH-de juures.

Ekstraktsiooni kaigus ei saadud ké&tte kogu orgaanilist faasi, kuna osa sellest oli kinni j&&
maatriksis. See oli pohjustatud kiirest kulmutusest, kus toatemperatuuril olev proov viidi
kiilmakambrisse, kus temperatuur oli -17°C. Nendes tingimustes on pudeli jahtumine kiire kogu
pinna ulatuses. Seega tekivad jaakristallide tekkeks vajalikud kristallisatsioonitsentrid koikjal
pudeli pinna l&dhedal. Selle tulemusena tekib hulgaliselt ja&kristalle, mille vahele puitakse Kinni
ka orgaanilise solvendi tilgakesi. Selleks, et suuremat hulka orgaanilist lahustit katte saada peaks
jaa tekkima monoliitsena ja jaatumise protsess voiks alata pudeli pdhjast.

Kilmutusekstraktsiooni efektiivsus peaks s6ltuma ekstraheeritava aine polaarsusest — madalama
polaarsusega ained peaks jaotuma orgaanilisse faasi suuremal maéral kui polaarsed. Selle
hiipoteesi  kontrollimiseks reastati kéesoleva t06 analliidid nende LC-MS analisi
retentsiooniaegade jarjekorras. Kuna kasutati podrdfaaskromatograafiat, siis vastab see jarjekord
ainete polaarsuste véhenemisele. Jooniselt 1 on né&ha, et madalama polaarsusega ainete
jaotussuhted on tbepoolest suuremad. Kirjeldatud l&henemine ei ole siiski range, sest ainete

polaarsus soltub keskkonna pH-st.
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Joonis 1. Jaotussuhte sdltuvus aine retentsiooni jarjekorrast

Jaotussuhte ja retentsiooniaja suhe

Jaotussuhe
o = N w S [9,] [e)] ~
@

0 2 4 6 8 10 12 14

Analtidi jarjestus ret ajas.

Teatavaid trende leiti ka ainete polaarsuse (véljendatuna retentsiooniaja kaudu) ja sobivaima
kilmutusekstraktsiooni pH vahel. Leiti, et esimesena elueerunud analtiitide (benstulpenitsilliin,
sulfametoksasool, oksutetratstkliin) méaramiseks sobib kdige paremini pH 6 koos atsetonitriiliga.
Retentsiooniaja pikenedes muutusid sobivaimateks pH 8 ja 2. pH 8 sobis kbige paremini
sulfadimetoksiini ja florfenikooliga. pH 2 sobis ekstraktsiooniks pikima retentsiooniajaga
uhenditele nagu tsiprofloksatsiin, marbofloksatsiin, ofloksatsiin, enrofloksatsiin, diklofenak,
karbamasepiin, triklosaan, tiamuliin, asitromdatsiin ja klaritomutsiin. K8igis proovides oli margata

atsetonitriili mdnevdrra suuremat voimekust anallilite ekstraheerida vorreldes metanooliga.

3.4 Meetodi edasine arendamine

Kulmutusekstraktsiooni arenduse jargmine suurem eesmark on ekstraheeriva orgaanilise lahusti
taielikum eraldumine j&ast. Selleks tuleb leida tingimused, mille juures kilmutamisel tekib j&&
monoliitse tikina mitte kristallide seguna. Selleks on plaanis kasutada aeglast kilmutamist ja
suunatud kilmutamist eelistatult pudeli alt. Kulmumise aeglustamiseks asetatakse pudel
kilmikusse vahtplastist Umbrises. Kilmutamise alustamiseks pudeli alt asetatakse vahtplastist

Umbris pudeli peale jéttes pohja vabaks.

Kui orgaanilise faasi eraldamine on lahendatud, siis saab ekstraktsiooni saagise suurendamiseks
kasutada korduvat ekstraheerimist. Samuti on v@imalik erinevate analiditide vdimalikult taielikuks

ekstraheerimiseks kasutata mitut tsuklit, kusjuures tsiiklite vahel muudetakse proovi pH-d.
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Kokkuvote

Keemilise analliusi Uheks olulisemaks véljakutseks on jérjest madalamate kontsentratsioonide
méaaramise vajadus. Eriti tahtis on see vee puhul, mis on asendamatu osa inimese elust ja

Uhiskonnast.

Kéesoleva uuringu eesmargiks oli vilja tootada uus meetod veeproovide ettevalmistamiseks,
millega oleks voOimalik mddrata madalaid kontsentratsioone. Selleks pakuti vélja ja testiti
kilmutusekstraheerimiseks nimetatud meetodit. Meetodis kombineeriti  vedelik-vedelik
ekstraktsioon ja kulmutuskontsentreerimine. Antud meetodi korral lisatakse veeproovile veega
segunev ekstraheeriv solvent ja ekstrakt eraldatakse vee kiillmutamise teel. Kilmutusekstraktsiooni
testimise mudelslisteemina kasutati 19 ravimi vesilahust 1 ppb kontsentratsioonitasemel.
Ekstraheeriva solvendina testiti atsetonitriili ja metanooli. Lisaks testiti meetodi toimimist nelja
erineva pH juures. Analidtide kontsentratsioonid proovides ja ekstraktides maarati LC-MS

meetodil.

Kilmutusekstraktsioonil kontsentreerus kdigis proovides analiilit orgaanilisse faasi, st kiilmunud
proovi pealt eraldatud orgaanilises faasis oli analliudi kontsentratsioon kdrgem kui esialgses
lahuses. Kui arvestada igale analtdile kGige paremini sobiva pH ja ekstraktsiooni solvendiga, siis
kdigi ainete korral tuvastati ekstraktis 5-16 korda koérgem kontsentratsioon kui algses proovis.

Hinnanguliselt ekstraheerus orgaanilisse faasi 25-80% analuddist.

Kokkuvottes vBib Gelda, et kilmutusekstraktsioon on sobiv jadkidena esinevate analliltide
ekstraheerimiseks veest. Enne meetodi rakendamist tuleks seda siiski téiustada. Ennekdike tuleks
pluda leida tingimused, mille juures kilmumisel tekiks monoliitne jaatukk. Selleks on plaanis

jahutamist aeglustada ja suunata.
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Summary

Freeze-extraction — new method for preparation of water samples

One of the challenges of chemical analysis is the constant need for measuring of lower
concentrations. It is especially important for water, which is a irreplacable part of human life and

society.

The goal of this study was to develop a new method for preparation of water samples, that can
preform analysis of low concentrations. The proposed and tested method was named freeze-
extraction. The proposed method may be described as a combination of liquid-liquid extraction
and freeze contcentration. In the method, a water-miscible extraction solvent is added to the water
sample and the extract is separated by the freezing of water phase. The model system for freeze-
extraction consisted of 19 pharmaceuticals in aqueous solutions at 1 ppb concentration. Methanol
and acetonirile were tested as the extraction solvents. The method was also tested at 4 different

pH. The concentration of analytes in samples and extracts was measured using a LC-MS method.

With the use of freeze-extraction, an notable increase in concentration was measured in each
sample’s extracted organic phase in comparison to the initial solution. Considering the best
conditions (pH and extraction solvent) for each analyte, 5-16-fold increase in concentration was
observed for every sample. An estimation suggests that organic phase contained 25-80% of the

analyte after single extraction cycle.

In conclusion, it can be said that freeze-extraction is suitable for extraction of analyte at residue
level from water. Still the method should be improved before implementaiton. Above all, efforts
should be made to find the conditions under which freezing would produce a monolithic piece of

ice. For this, it is planned to slow down and direct freezing.
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Lisa

Lisa 1. Taupiline kromatogrammide vordlus proov nr 10 korra. Kollasega on mérgitud orgaanilise

faasi (ekstrakti) proovi tulemused, sinisega on margitud kiilmutuseelse proovi tulemused.

BEN - bensullpenitsilliin, SMX — sulfametoksasool, OXY - oksutetratstkliin, SDM -
sulfadimetoksiin, CIP — tsiprofloksatsiin, MAR — marbofloksatsiin, OFL — ofloksatsiin, ENR —
enrofloksatsiin, FLO — florfenikool, DIC — diklofenak, CAR — karbamasepiin, TRI — triklosaan,

TIA —tiamulin, AZI — asitromiitsiin, CLA — klaritromdtsiin.
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