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Pérmbledhje

Avermektinat jané njé grup komponimesh gé pérdoren si akaricide dhe paraziticide
pér trajtime né kafshé dhe bimé. Eshté zhvilluar njé metodé e shumé mbetjeve me
HPLC-Fluo pér pércaktimin sasior dhe cilésor t¢ komponimeve fluoreshente té 5
avermektinave (moksidekting, emamektiné Bla, abamektiné Bla, doramektiné dhe
ivermektiné Bla) dhe nemadektina e cila &shté pérdorur si standard i brendshém né
qumeéshtin e lopéve. Metoda pérfshin ekstraktimin me acetonitril dhe pastrimin né
kolonén mé fazé té ngurté Cis. Pas ekstraktimit, avermektinat derivatizohen né
komponime fluoreshente si rezultat i reaksionit t¢ N-metilimidazolit me anhidridin e
acidit trifluoracetik. Ndarja realizohet né kolonén Prontosil Cig (150 cm * 2 pm,
5um) me fazé lévizése t€ pérbéré nga acetonitril-tetrahidrofuran-ujé né raportin
(68:15:17 v/viv). Dedektimi béhet me fluoreshencé, me gjatési vale eksitimi 365 nm
dhe emisioni 455 nm. Gjaté analizimit té avermektinave jané marré né konsideraté
disa faktoré pér t’u vlerésuar si operatori, pérmbajtja e yndyrés sé quméshtit,
pastértia e reagentéve ACS apo gradé HPLC-je, koha e tharjes, koha e analizimit té
ekstraktit, koha e derivatizimit dhe vialet e injektimit. Disa nga kéta faktoré ndikojné
né pércaktimin e avermektinave, tek moksidektina dhe emamektina ndikon
pérmbajtja e yndyrés. Pér ivermektinén dhe doramektinén éshté pastértia e
reagentéve. Vlerésimi i tyre ndihmon né aplikimin té sakté té metodés.

Fjalékyce: Avermektina, HPLC-Fluo, doramekting, qumésht, stabiliteti.
Abstract

Avermectines are a group of compounds used as acaricides or parasiticides for
animal or plants. A multiresidues HPLC-Fluo method was developed for qualitative
and quantitative determination of 5 fluorescent avermectines (moxidectine,
emamectine Bla, abamectine Bla, doramectine and ivermectine Bla) and
nemadectine as internal standard in bovine milk. The method involve the extraction
with acetonitrile and purification by Cigs solid-phase extraction. After extraction,
fluorescent derivatives of avermectines were made by reaction with trifluoroacetic
anhydride and N-methylimidazole. Separation was achieved on a Prontosil Cig (150
cm * 2 um, 5um) column with a mobile phase composed of acetonitrile—
tetrahydrofuran— water (68:15:17 v/v/v). Detection is done by fluorescence, with an
excitation of 365 nm and emission of 455 nm. During this study they are taken in
account to evaluate different parameter like operator, fat content of milk, reagent
ACS or HPLC grade, time of drying, time of analysis of the extract, time of
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derivatization and the injection vials. Some of this parameters affect the
determination of avermectines. For moxidectine and emamektine, is the fat content
that effect the concentration of it. For ivermectine and doramectine is the purity of
reagents that effect the concentration. Evaluation of these parameters increase the
reliability of analytical results.

Key words: Avermectines, HPLC-Fluo, doramectine, milk, stability.
Hyrje

Avermektinat jané produkte natyrale té aktinomiceteve té tokés streptomyces
avermitilis (Tomlin et al., 1994), gé prodhohen nga fermentimi.
Avermektinat kané veti té jashtézakonshme antiparazitike me njé spektér té
gjeré efektshmérie né terapi dhe profilakti kundrejt endoparazitéve dhe
ektoparazitéve (Campbell, 1983; 1984). Ato lejohen té pérdoren né gjedh,
derra, kuaj dhe qen. Pér shkak té vetive lipofilike té avermektinave,
shpérndarja e tyre né organizém éshté jo e njétrajtshme.

Avermektinat jané medikamente natyralé gé veprojné né sistemin nervor,
duke shkaktuar bllokimin e transmetimit té impulseve nervore dhe paralizé
té muskujve, bllokon transmetimin e aktivitetit elektrik né nerva dhe né
muskujt e gelizave jovertebrore, rrit kryesisht efektin e glutamateve, duke
shfaqur dhe nxitur késhtu efekte té vogla té receptoréve té acidit gama-
aminobutirik. Kjo shkakton njé fluks té joneve klorur né gelizé, duke cuar né
hiperpolarizim dhe paralizé té sistemeve jovertebrore neuromuskulare.
Avermektina indukton sekretimin e faktoréve té tumorit Viktorov, (2003) té
nekrozés, oksidit nitrik, prostaglandinés E2, dhe rritjen e pérgendrimit
brenda gelizor t&¢ Ca?". Me rritjen e pérgendrimit té kalciumit né brendési té
gelizés kemi carjen e murit gelizor gé con né vdekjen e gelizave ku ndodhet
avermektina.

Avermektinat ekstraktohen kryesisht nga fecet e kafshéve té trajtuara dhe
kané njé géndrueshméri té gjaté né mjedis (nga disa javé deri né disa muaj).
Prej natyrés sé tyre lipofilike béhen té pagéndrueshme sidomos né toké,
ndérsa né kushte té caktuara si i ftohti apo ambientet anaerobe zgjasin
géndrueshmériné e tyre.

Efektet anésore té kétyre medikamenteve jané zakonisht té pérkohshme
ndérsa efektet anésore té pakthyeshme jané shumé té rralla dhe ndoshta
ndodhin vetém né raste mbidozimi té konsiderueshém duke shkaktuar koma,
hipotension dhe bllokim té frymémarrjes. Pér kéto raste nuk egzistojné asnjé
lloj terapie specifike dhe ka pak té dhéna né lidhje me eko-toksikologjiné
(Yang, 2012) dhe géndrueshmériné e metabolitéve té avermektinave, por
éshté e sigurt se ato jané té démshme pér shumé lloje té jovertebroreve,
shumé té réndésishme pér ruajtjen dhe bilancin e ekosistemeve ujore dhe
tokésore.

Kimikisht ato mund té klasifikohen si laktone makrociklike dhe aglikone té
makrolidéve (Kolberg, 2009) (p.sh. abamektina, ivermektina, doramektina,
eprinomektina dhe moksidektina). Té gjitha avermektinat pérmbajné njé
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grup hidroksid sekondar dhe terciare lidhur me tetrahidro-4H-benzofuran.
Kur avermektinat reagojné me TFAA né prani té N-metilimidazolit, kéto
grupe hidrokside mendohen té acetilohen me deaceetilimin e ndérmjetém.
Produktet e derivatizimit fluoreshent pérmbajné njé unazé aromatike e cila
éshté né lidhje me sistemin e butadienit né unazén makrociklike.

Figura 1 (a) lvermektina (IVM), (b) doramektina (DOR), (c) abamektina (ABA),
(d) eprinomektiné (EPM) dhe (e) moksidektiné (MOX). Prania e grupit té
tetrahidrobenzofuranit (rrethuar me pika) dhe grupi hidroksid dytésor né unazén
glikozidike (rrethuar me pika).

Pér dedektimin e avermektinave jané aplikuar njé séré metodash analitike gé
pérdorin dedektoré té ndryshém si detektori fluoreshent LC-FId, ultraviolet
LC-UV apo dhe spektrometria e masés LC-MS si dhe aplikimi né ELISA
(Raich-Montiu., 2008; Reemtsma., 2013; Campillo, 2013). Shumica e tyre
pérdorin hapin e derivatizimit ndérkohé gé analizohen matrica komplekse si¢
éshté quméshti Berendsen, (2007).

Reemtsma et al. 2013 ka zhvilluar njé metodé né spektrometringé e masés pér
pércaktimin e ABA né ujé megjithése nuk aplikon hapin e derivatizimit.
Kohét e fundit, Novelli et al. 2012 ka nxjerré ca studime né lidhje me
vlerésimin e toksicitetit té abamektinés né disa organizma. ABA pércaktohet
né ményré sasiore né tretésirat ujore ku aplikohet njé metodé me ekstraktim
SPE e ndjekur nga pércaktimi me fluoreshencé (SPE/HPLC-FLD).

Zhvillimi i metodés pér pércaktimin e avermektinave né qumésht me
(HPLC-FLD),aplikon hapin e derivatizimit. Nisur nga kjo, ky studimi ka
géllim té thellohet mé shumé né kété proces duke marré né konsideraté
faktorét gé mund té ndikojné né kryerjen korrekte té derivatizimit, si dhe
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disa faktoré té tjeré gé& mund té kené efekt né performancén analitike té
metodés.

Materiali dhe metoda

Kjo metodé éshté e pérshtatshme pér pércaktimin sasior dhe cilésor té
derivateve fluoreshente té avermektinave [abamektiné (ABA Bla),
doramektiné (DRM), ivermektiné (IVM Bla), moksidektina (MXD) dhe
emamektiné (EMA Bla)] né quméshtin e gjedhit. Procedura analitike
pérfshin: standardin e brendshém nemadektiné pér té gjithé analitét,
ekstraktimin léng-léng, pastrimin né koloné SPE-C18, derivatizimin e
avermektinave dhe analizimin e tyre né HPLC-Fluo.

Reagentét

Té gjithé reagentét e pérdorur gjaté procedurés sé ekstraktimit jané me
pastérti analitike. Tretésit e pérdorur pér pérgatitjen e fazave té lévizshme
dhe standardeve jané me pastérti HPLC-gradé. Si fazé lévizése éshté
pérdorur njé pérzierje acetonitril:tetrahidrofuran:ujé né raportin (68:15:17).
Reagentét derivatizues pérgatiten té freskét duke pérdorur tretésirat 1-
metilimidazole/acetonitrile (1:1; v:v) dhe trifluoroacetik anhidér/acetonitril
(1:1; v:v). Tretésirat pérgatiten dhe ruhen né shishe té erréta.

Standardet

Tretésirat mémé pérgatiten pér abamektinén, doramektinén, moksidentinén
dhe emamektinén né metanol, ivermektina né dimetilsulfoksid ndérsa
nemadektina né metanol. Abamektina né tretésirén mémé pérgatitet né
pérgendrimin 100 ug ml? ndérsa avermektinat e tjera né pérgendrimin 1000
ug ml?, Tretésirat e standardeve mémé ruhen né shishe gelgi té erréta dhe
jané té géndrueshme pér té paktén 2 vjet né -20°C. Tretésirat e standardeve
té punés jané té géndrueshme pér té paktén 1 vit ruhen né ngrirje né -20°C.
Ndérsa standardet e punés né pérgendrime 0.1 ug ml* pér gjysmé viti nése
ruhen né ngrirje né -20°C. Kéto tretésira standarde pérdoren pér té& ndotur
mostrat e quméshtit si dhe pér té gjeneruar lakoren analitike té kalibrimit.

Tretésirat standarde té punés pérgatiten té freskéta pér ¢do seri mostrash
duke marré nga standardi 0.1 pg ml? véllimet 10, 50 dhe 100 pl si dhe nga
standardi 1 pg ml? véllimet 20, 50, 100 dhe 150 pl gé i korrespondojné
pérkatésisht pérgendrimeve 1, 5, 10, 20, 50, 100 dhe 150 pg 1.

Instrumenti

Matjet analitike kryhen né HPLC Agilent té serisé 1200 e lidhur me pompén,
autosamplerin dhe detektorin e fluoreshencés. Ndarja realizohet né kolonén
Prontosil C18 (150 cm x 2 pm, S5um) me fazé lévizése té€ pérbéré nga
acetonitril-tetrahidrofuran-ujé né raportin (68:15:17 v/v/v) né prurje 0.6 ml
mint, Temperatura e kolonés mbahet né 40°C. Véllimi i injektimit éshté 10
ul dhe koha e rrjedhjes éshté 40 min. Dedektimi béhet me fluoreshencé, me
gjatési vale eksitimi 365 nm dhe emisioni 455 nm. Pérpunimi i té& dhénave
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dhe integrimi i kromatogramave realizohet duke pérdorur programin
Chemstation té Agilent Technologies.

Ekstraktimi i mostrave dhe pastrimi né koloné SPE

Pér ekstraktim peshohet 1 g mostér quméshti né tub centrifuge 50 ml.
Shtohet sasia pérkatése e standardit té brendshém né té gjitha mostrat dhe
secila homogjenizohet né vorteks pér té paktén 10 minuta. Mé pas shtohet
1.5 mL acetonitril dhe homogjenizohen. Centrifugohen pér 10 minuta né
4000 rpm né 4°C. Faza organike kalohet plotésisht né kolonén SPE 500 mg,
6 ml. Kolona kondicionohet me 5 ml metanol dhe ekuilibrohet me 5 ml ujé.
Larja e kolonés pas kalimit té fazés organike realizohet me 2 ml ujé dhe 1 ml
tretésiré metanol:ujé (3:1; v:v). Pas tharjes sé kolonés prej 25 minutash
komponimet eluohen me 2.5 ml metanol. Eluati avullohet deri né tharje té
ploté n€ njé rrymé azoti n€ temperaturén 40°C dhe €sht€ gati pér t’iu
nénshtruar procedurés sé derivatizimit.

Derivatizimi

Treten mbetjet e standardeve kalibruese dhe mostrave né 100 pl 1-
metilimidazole/acetonitrile (1:1; v:v) dhe pérzihen pér 10 sekonda. Shtohet
100 pl trifluoroacetik anhidér/acetonitril, (1:1; v:v) pérzihen pér té paktén 10
sekonda dhe lihen pér 1 min pér t’u derivatizuar. Pas 15 minutash né errésiré
20 pl injektohen né HPLC-FId.

Vlerésimi i faktoréve

Fillimisht individualizohen faktorét (variablat) té cilét nuk duhet té
influencojné né ményré domethénése né rezultatitn pérfundimtar nga
ndryshime gé mund té ndodhin gjaté procesit té kryerjes sé analizés.

Me plus identifikohen faktorét gé potencialisht mund té influencojné
rezultatin e analizés nése vlerat e tyre té eméruara do té ndryshonin
lehtésisht me ato té pérshkruara mé sipér né procedurén e ekstraktimit. Me
minus (-) identifikohen faktorét alternativé.

Tabela 1 Kodimi i parametrave ku do studiohet stabiliteti i avermektinave.

Faktoré Kodi | (+) )

Operatori A A B

Yndyra B E ulét E larté

Pastértia e tretésve C Gradé HPLC-je Gradé ACS-je

Filtrimi dhe tharja D 30 minuta 60 minuta

hRuajtja} e ekstrakiit pas E Gjaté gjithé natés Ekstrakti nuk ruhet
ollimit me metanol

Derivatizimi F 15 minuta né errésiré | Derivatizimi direkt

Vialet e injektimit G Viale qgelqi Viale plastike.
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Ideja bazé nuk éshté studimi i té gjitha ndryshimeve mé vete por té
analizohen njékohésisht shumé variacione. Nga kombinimi i kétyre shtaté
faktoréve krijohet njé bashkési prej 8 kombinimesh duke kryer késhtu 8
eksperimente gé do té realizohen né tre mostra paralele.

Tabela 2 Karakteristikat dhe parametrat ku do studiohet secila mostér.

Faktoré | Karakteristikat

-operatori A -tharja realizohet pér 30 min
A) -mostra pa yndyré -injektimi né viale gelqi

-derivatizimi pér 15 minuta né errésiré -ruajtja e ekstraktit gjaté gjithé

-tretésit e pérdorur jané me gradé HPLC = hates

-operatori B -tharja realizohet pér 60

minuta

-mostra me yndyré . o B
(B) o . . -ruajtja e ekstraktit gjaté gjithé

-derivatizimi pér 15 minuta né errésiré natés

-tretésit e pérdorur jané me gradé ACS -injektimi né viale gelq

-operatori A -tharja realizohet pér 60
© -mostra me yndyré minuta

-derivatizimi i menjéhershém -ruajtja e ekstraktit 0 dité

-tretésit e pérdorur jané me gradé HPLC | -injektimi né viale gelqi

-operatori B -tharja realizohet pér 30
©) -mostra pa yndyré minuta

-derivatizimi i menjéhershém -ruajtja e ekstraktit 0 dité

-tretésit e pérdorur jané me gradé ACS  -injektimi né viale gelqi

-operatori A -tharja realizohet pér 30
© -mostra me yndyré minuta

-derivatizimi pér 15 minuta né errésirs  -Tuajtja e ekstraktit 0 dité

-tretésit e pérdorur jané me gradé ACS  -injektimi né viale plastike

-operatori B -tharja  realizohet pér 60
© -mostra pa yndyré minuta

-derivatizimi pér 15 minuta né errésiré  -fuajtja e ekstraktit 0 dité

-tretésit e pérdorur jané me gradé HPLC  -injektimi né viale plastike

-operatori A -tharja realizohet pér 60
(G) minuta

-mostra pa yndyré

-ruajtja e ekstraktit gjaté gjithé
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-derivatizimi i menjéhershém natés
-tretésit e pérdorur jané me gradé ACS | -injektimi né viale plastike
-operatori B -tharja  realizohet pér 30
minuta
-mostra me yndyré » o .
(H) o . -ruajtja e ekstraktit gjaté gjithé
-derivatizimi i menjéhershém natés

-tretésit e pérdorur jané me gradé HPLC  _jnjektimi né viale plastike

Rezultatet dhe diskutime

Analiza statistikore e rezultateve kryhet duke llogaritur efektin e secilit
faktor. Llogaritet diferenca né vleré absolute ndérmjet mesatares sé tre
rezultateve té provave né té cilat ky faktor né nivelin (+) me mesataren e tre
rezultateve té provave né nivelin (-).

| |mesatarja e shumés efekteve (+) — mesatarja e shumés(—)|

t_ =
skep N Devijimi total i standartit

Pér té& wvlerésuar parametrin nése ndikon apo jo né analizimin e
avermektinave do té zbatohet Kkriteri i tsugenit. Vlerat tabelare pér n-1 gradé
lirie dhe probabilitet 95% &shté 2.44. Ndérsa vlerat eksperimentale té kriterit
té studentit pér gjithé substancat si dhe efektet e gjithé secilit parametér gé
éshté marré né studim jané llogaritur si rrénja katrore e diferencés né vleré
absolute e mesatareve té efektit potencial (+) dhe alternativ (-) pjesétuar me
shmangien standarde té efektit total.

Tabela 3. Rezultatet e vlerave eksperimentale té kriterit té studentit pér secilén
avermektiné.

Abamekti | Doramekti | Ivermekti | Moksidekt | Emamekti
né (ABA | né(DRM) |né (IVM |in(MXD) |né (EMA
Bla) Bla) Bla)
Operatori | 0.43 0.51 0.29 0.62 0.97
Yndyra 0.15 0.02 0.14 3.09 1.38
Pastértia e | , 1, 2.75 3.30 0.71 1.20
tretésve
Filtrimi
dhe tharja 1.54 1.01 0.89 1.10 0.80
Ruajtja e
ekstraktit | 77 0.64 0.44 0.33 0.56
pas
hollimit
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r?]?”va“z' 0.39 0.26 0.25 0.60 1.38
Vialet e ;gq 1.15 1.15 0.05 052
injektimit

Pas pérpunimit té rezultateve shihet se shumica e faktoréve nuk ndikojné
gjaté studimit té stabilitetit t& avermektinave megjithése né disa raste kéto
faktoré jané thelbésoré.

Q6 té kemi njé performancé sa mé té miré analitike té pércaktimit té
avermektinave né qumésht duhet té kemi parasysh gé fillimisht té largohet
yndyra sepse ka ndikim potencial né pércaktimin e moksidektinés dhe
emamektinés. Njé faktor tjetér potencial gé ndikon né uljen e cilésisé sé
analizés éshté pastértia e tretésve gé pérdoren né ekstraktim dhe derivatizim
pasi pérmbajtja e ujit ndikon né procesin e derivatizimit. Ky faktor éshté
sinjifikativ né rastin e doramektinés dhe ivermektinés por ky faktor éshté i
pranishém edhe né pércaktimin e abamektinés dhe emamektinés ndonése
nuk éshté sinjifikativ.

Studimi i faktorit filtrim/tharje tregon gé ndikimi i tij nuk éshté sinjifikativ
por vlerat e larta té tesp tregojné gé duhet té jemi té vémendshém né kété
piké té ekstraktimit. Njé faktor tjetér gé nuk duhet ta anashkalojmé éshté
edhe pérdorimi i vialeve, edhe pse plastiket nuk demonstrojné vlera
sinjifikative té t.eskp ato kané njé faré ndikimi ndaj dhe preferohet té pérdoren
viale gelqi té erréta.

Hapi i derivatizimit éshté i thjeshté dhe i menjéhershém por duhet treguar
kujdes qé té pérdoren viale té erréta dhe té ruhen né -20°C nése nuk
analizohen brenda dités. Derivatizimi i analitéve i nénshtrohet degradimit
pér shkak té temperaturés dhe drités ndaj studimi i stabilitetit té
avermektinave éshté béré né viale gelqi té erréta pér té shmangur degradimin
nga drita po ashtu né instrument éshté fikur drita e autosampler-it dhe éshté
véné né temperaturén 10°C. Njékohésisht u studiua koha e géndrimit né
errésiré pér disa minuta dhe injektimi i menjéhershém dhe u vu re gé nuk ka
ndryshime té dukshme.

Pérfundime

Rezultatet e paragitura né kété studim lejon pércaktimin e 5 avermektinave
me njé metodé té thjeshté dhe efikase. Pércaktimi sasior i tyre me detektorin
e fluoreshencés e bén kété metodé shumé selektive dhe sensitive pér shkak té
niveleve shumé té uléta té dedektimit deri né 1 ng ml. Ky studim nxjerr né
pah faktorét gqé duhet té konsiderohen pérpara fillimit té procedurés sé
ekstraktimit té avermektinave né quméshtin e gjedhit.
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