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2. Materials and Methods
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3. Results and Discussion

3.1. Optimization of UHPLC-MS/MS Conditions. $	�����
<=-� �&+U ��C 	����� 2�"" � E�" ��. ��F μ�5 ���
QA���� 3& ��C 2�"" � !����. E�# μ�5 	����� /��� 	��1
����� ����� �
� ���� �:���������� 	��������� ,� �������
�
�/�� �
�� ��� 	�������� 	�� 
� ��������� �� 
��
 	��1
����. ��� �
� ������ 	�������� 
�� �
����� ��������� ����
�� QA���� 3& ��C 	������ $�� �
� 	�������� 
�� 
��
��
������1��1����� ����� ������ �� �
� $	����� <=-� ��C �&+U
	������ ?������. �
� $	����� <=-� �&+U ��C 	����� /��
����	��� 6�� �
� �:���������

3��
���� ��� �	���������� /��
 ��8����� 	��	����������
�6 6����	 �	�� 2"��D ��� "�!D5 /��� 	�������. �����	�������
?�� ���
���� ��� �	���������� /��
 �
� ���� 6����	 �	��
	��	��������� 2"��D 6����	 �	��5. �
� ��������� �6 &9� ���
&93 /��� �
��� !"D ��� #D 
��
�� 
� ����� ���
����.
/
��� �
� ��������� �6 &3� /��� �������� ,� �������� �6

&3� /�� �
��� !"D 
��
�� �� ����� ���
���� /��
 "�!D
6����	 �	�� �
�� �
�� �� ����� ���
���� /��
 "��D 6����	
�	��� 3��
���� 	��������� "�!D 6����	 �	�� /�� ����	��� 6��
�
� 6����/��� �:���������. �� �
�� 	�������� �������� �
�

��
��� ��������� ,� 	
����������
� �6 E &$� �� �����������
�� ?����� &��

,� ������������ �6 ���������� 	�� ����	��� �8�	� �
�
����������� ��� �		���	� �6 ���� ���	��������� A� �
����
��:���� ����������� 6�� �
� ������@	����� ��� ����	���� �6 �
�
�
��� ���6��������. 	�������1��������� ���������� ��	
 ��
	��� ������� ��� 	�������� ������ /��� ��������� 
� ����	�
��6����� �6 ��8����� �������� ��������� �� �""μ�40� ��� �� �
;�/ ���� �6 Fμ-4��� ����� �
� 
����1�� ������� ���� ����	���
	����	��� �� �
� �����6�	�� =��	����� ���� ��� �����	� ����
/��� ����������. ��� �
� ���������� /��
 �
� 
��� �����������
/�� ����	��� 6�� ������@	�����. /
����� �� ���������� ����������
/�� �	������ 6�� 	��@������� 2A�
�� &!5�
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� �	1
	���	� �6 �
� �������� ?�� �
� �
��� 	��������. �
� ����1
�������� ���
��� /��� 	������� ����� �
� �0����� ���0 �6
���� ����� �������� ������� 	��������� �� �
�/� �� ?����� !�
,� ��	������� 
� �:������ �������� ���
�� ������ 6���
�F�CD �� B��!D. /
�	
 /��� �
� ��/��� �6 ��� �����. ��� �
�
��8����	� 
��/��� ������ 	�������� /�� ������ ,� �:������
�������� ���
�� /�� ������� �8�	��� 
� �
� �����:. 
����� �
������� �8�	� �� �
� �		���	� ��� �����
����� �6 �
� ��������
>���0 ������ �����: /�� ������� �� 	��������� 6�� �����:
�8�	� 
� ����� � �����: ���	
��� ���
��� $��
���
 �
�
��	������� �6 �����: ���	
��� ���
�� ������ 6��� C"�%D ��
%#�!D. /
�	
 /��� 
����� �
�� �
��� �6 �:������ ��������
���
��. �
� ��	����� �6 ���������� ������ 	������� /�� �����
�������6�	����� >������. �
� 3’ 6�	���� �6 ��8����� ���0

 ������ �6 ?��� ������� E



������� ���
� 
� ��8�����. ��� �� /�� ���� ����1	��������
��� ��N	��� �� �
���� �
� ���� 
���0 �����: �������� ,�
��	������� �6 793& ���
�� ������ 6��� %%�FD �� �""�FD�
9�� �� ������� �
���	�� ��� 	
���	�� ���������� 
��/��� �
�
������� ��
���� �������� �������� ��� �
� ������ 	�������.
�
��� 
�
������ �� �
� ���	��� �6 ������������ ��� ������1
������ �������� /��� 
���	���� 	���������. /
�	
 �������
����	�� �
� �����6����	� �6 �
� �����: �8�	�� 3�������. �
�
������������ �������� 
� 793& ���
�� 
�� �
� ��/��� ��1
������� ��� �
� 
��� ���
����� ����� �
� �
��� ���
����

��	������� �6 793& ���
�� /��� �
� 
��� ����� �
� �/�
���	����	 	��������� ��� �
� �������� ������� 	�������� 2��
�
�/� �� ?����� &!5� >������. �
� ������� �6 793& /���
������� ����� �
� �
��� ������� 	��������� /
��� �
� ��1
	������� ������ 
� 33 ��� ’&. ����	����� ’&� ,� �������
����	���� �
�� 793& ���
�� 
�� � 
��
�� �		���	� ���

����� ���
����� �
�� 33 ��� ’&. ������� �� �� �:�������
����� �6 �����	������ 7� /�� ��� �6 �
� ���� 	������� ����
���
��� �� ����	� ���	� 	��������� �� 	�����: �����:�

,� ������������ ���
��� 6�� ��: ��8����� ���0 �������
�6 �0�� ��� /
���16�� ���0 ���	
���� 6��� ��	�� ���0��
/��� ���� 	�������� ,� ��	������� �6 ��: �����: �������
/��� �������� 
� ’&. 33. ��� 793&. �����	������� ,�
������� ��� �
�/� �� A�
�� &E� ’:������ �������� ��� �����:
���	
��� ���
�� /��� ���� �� 	��	����� �
� ��	�����. /
�	

/�� ���� �����
�� ��� 	�� 
� ������� �8�	��� 
� �
� �����:�
,� ��	����� ����� �6 793& ���
�� ������ 6��� %B�BD ��
�"!�!D. /
�	
 	�� �8�	������ ����	� �
� �����: �8�	�.
�:
�
����� � 
��
 ���
����� ��� /��� �����	�
������ ,� �������
����	���� �
�� �
� 793& ���
�� 	�� ������� � ���
�� ���
�����
�� ���
�� 6�� �
� ����	���� ��� �������� �6 &$� �� ���0�

3.4. Estimation of Matrix Effects. $��
���
 ���� �����6�����
	��������� 	�� 
� ���������� ������ �
� �:���	����. 	����1��.
��� 	
����������
�	 ���������� ���	���. �������	�� ������ ���
���		����� ������� ����� �:����� ��� �� �
� �����6����� ��
����	��
�� 	�����: �����:� ,� 	��������	�� �6 �����: �8�	� /��� �
�
����1 �� ��������������� �6 �
� �	���� 	��	��������� �6 ���1
����� ������� �� �������. �8�	���� 
��
 �������� ��� ���	�����
�6 �
� �������	�� ���
��� ,� ���
��� ���� �� �������� �
�
�����: �8�	�� �� -�13&43& �������� ��	����� ����	�����

��O�	���� ��� �����:���	���� �������� G�BM�C. EBH� ,� ���
��
�6 �����:���	���� �������� 	�� ������6� �
� �����: �8�	�. ��� ��
/�� /����� ���� �� �
� ����@	����� ���	������

?����. �
� �����: �8�	�� �6 �������� �� ��8����� ���0
�����: ������� /��� 	������� 2A�
�� �5� ,� �������
�
�/�� �
�� ��� 	�������� �
�/�� ��� ����������� �8�	�
�� ��8����� ���0 �������� ,� 3’ 6�	���� 6�� &9�. &3�.
��� &93 /��� �� �
� 6����/��� ������( 6��� "�BE �� "�CF�
6��� "�BI �� "�FE� ��� 6��� "��C �� "�E". �����	������� ,���
/�� � ������ ��8����	� �� �
� �����: �8�	� �6 ��8����� 
�����
�6 �0��16�� ���0 �� /
���16�� ���0� +�/����. �
� 3’
6�	���� �6 �0��16�� ���0 ������� /��� ��/�� �
�� �
��� �6
/
���16�� ���0. /
�	
 ����	���� �
�� �
� ��� �����������
�8�	�� �6 �0��16�� ���0 /��� �������� ,� ������ /�� ��1
	����. ��� �� ��� 
� ������� �� �
� 	���������� 	������ ��
���0 ��������

,� 3’ 6�	���� 2���� �0��16�� ���05 �6 �
� ������ ��������
�� 6��� ������ 	
����������
� ������� 	��������� /���
	��	������. �����	������� $� �
�/� �� ?����� E. �
� 3’ 6�	����
�6 �
��� 	�������� /��� ��/�� �
�� � ����� ��8����� �
���
	�����������. /
�	
 ����	���� ��� ����������� �8�	� �6
������ 	�������� �� ��� ��
��� �
��� 	���������� ,� ���
����������� �8�	�� �6 &9� ��� &3� /��� ��/�� �����
�������� 	�������� �
�� ���	����	. ��� �
� 3’ 6�	���� ��
���	����	 	�������� �6 #"D ���
���� /��� �������� )��

�
� ��	����� �6 �
� ���
���� 	���������� ���	��� �� �
�
��
��� �
���. �
� ��
�
����� �8�	� ��� ��������. ��6������
�
�� 	�������� 	��������� �� �
� �����: 2�����6������5 �����

��
 ���
���� 	���������� ��� ��� 
����� �����������
�8�	� ��� 
��
�� ���������� �N	���	�� ,� ��
��	����� �6
�
� 	���������� ��� ���� �� �������� ��� ����������� �8�	�
�� �
� ������ 	��������� 3�������. �
��� ��� 
� ����
	�������� �����: /��
 
��
�� ���
���� 	�����������

$6��� �
� 	����	���� 
� ������� ��
���� �������� ����1
�����. �
� 3’� 6�� &9�. &3� ��� &93 /��� �� �
� 6��1
��/��� ������( 6��� "�%EF �� ��""�� 6��� "�%FE �� "�%%%� 6���
��""B �� ��"!�. �����	������. ����	����� �
�� 793& 	����
	��������� 6�� �����: �8�	� �� � ����� 	�������

3.5. Uncertainty Evaluation. ,� ��	�������� �6 �
� 791
<+=-�13&43& �������� /�� ��������� 
� �
� 	��
�������
�6 ���������� ��	�������� ��	������ ������ �6 &$� ��3�
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2u���,�5. 
����	� /���
��� 2u���,/� ��	������ /���
��� �6
��������� ��� �������� ���������. ������� ��
���� ���������
��� �������� ���������. ��� ���0 �������5. ��� �
� ���
��
���	����� 2u���,���� s4

�
n

p
5�

,� ��	�������� 6��� 
����	� /���
��� ��6����� ��
/���
�� �6 ��3� �6 ���� &$� ��� ������� ��
���� &$�.
��������. �������� ���������. ���0 �������. ��� ������� ��1

���� &$� ���������� ,� ��	�������� �6 
����	� /�� ����1
����� �� ��	�������� ������
������ ,� �������� ��	��������
�6 
����	� /���
���� 2u
5 �� �
� 	��
������� �6 �������
�����
��� /���
���� �������	�� ,� ������ /���
��� �� �
������ 
�
�/� ����� /���
��� ���������. ��� ��	
 /���
� �� �� ��1
��������� �
����������

)
�� � ��8����� 	�������� �� /���
�� 6�� �
� �������� 2wi5.
�
� �������� ��	�������� �� ���������� 
� 6������ 2!5� ,�
��	�������� 6��� 
����	� /���
��� u���,/ �� 	��	������ 
�
	��
����� ��� ��	���������� 6��� /���
��� ����� 6������ 2E5(

u���,� �
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,� ���������� ��	��������. �������� ��	����������. ���
�:������ �������� ��	���������� �6 �
��� ���0�� ������ ���
������ �� A�
�� !� ,� �������� ��	���������� �6 �
��� &$� /���

�� �
� ����� �6 ��"�D �� !�CFD� �
� �:������ �������� ��1
	���������� /��� �� �
� ����� �6 !�"!D �� #�F#D�

3.6. Method Validation. A�
�� &I ���������� �
� 	���
������
���������. ���������. 	���������� 	��N	����. -K9. ��� -K�
/��
 �
� ��������� <+=-�13&43& ���
��� $�� ������� &$�
��������� ���� ��������� �� � /��� ����� �6 	��	����������
6��� "�� μ�40� �� #" μ�40�� ����������� 	��N	����� 2R!5 /���

��
�� �
�� "�%%%. ���������� � ���� ��������� �6 �
� ���
���
-K9 ��� -K� /��� ��������� �� E � &4J ��� �" � &4J. ��1
���	������� -K9 ������ 6��� "�"�C μ�40� �� "�"F# μ�40�. /
���
-K� ������ 6��� "�"!% μ�40� �� "��BB μ�40�� ,� ��/ -K�
�
������ 
� �
�� ���
�� ����/�� �
� ������@	����� �� 	��1
	���������� ��/�� �
�� �
� 3�- ���������� �� 	������ �����1
������� ��	����� /�� ��������� �� �
��� ���0�� ������ 2� μ�40�.
�" μ�40�. ��� !" μ�40�5. �� �
�/� �� A�
�� E� &�: �����	���� �6
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���0�� ������� �� �
� �
��� 	��	��������� ������ /��� ���1
������ ?�� ��� 	��������. �����6�	���� ��	������� 2%B�CDM
�"E�CD5 /��� �	
������ 7������� ��� �������� ���	������ /���
��������� �� �μ�40� ��� �" μ�40� ���0�� ������� ?�� ��� ���1
�����. �
� �������
����� �&9� 6�� �������� ���	����� /���
/��
�� �
� ����� �6 "�!#M!�B%D ��� �
��� �6 �������� ���1
	����� /��� ���� �
�� ��I"D. ����	����� �
�� �
� ���
�� /��
�		����� ��� ���	���� ,� ����������� ��� ���	����� �6 �
� �
���
&$� �� �
�� ���
�� /��� 
����� �
�� �
� 3������� �6 $���1
	������ $�����	����� J��FC�1�!1!""B �������� GEFH�

4. Conclusions

$� 791<+=-�13&43& ���
�� 
�� 
��� ��������� ���
��������� 6�� �
� �		����� ������������� �6 ���6�������� ��
���0� $6��� �����1�
��� �:���	���� ��� @��������. �
� ������
/�� �������� 
� <+=-�13&43& ������� ,� �����: �8�	��
/��� ��������� ��� ���	������ ,� ������� �
�/�� �
�� �
���
/��� �
����� ��8����	�� �� �����: �8�	� /��
 ��8�����
��
��� �
���� ��� ��8����� ���0 �����	��� 793& /�� ����
6�� �
� ������������ ���	� �� 	���� �8�	������ ����	� �
�
��;���	� �6 �����: ��� ��
�� 6�	����� ,� ��������� ���
��
/�� 6���� ��������� �
����
 ���������� �6 ��	�����. ���������.
-K94-K�. ��� �����14�������� �������	�
�����. �:
�
�����
���� �����������. �		���	�. ��� ���	������ ,� ��	��������
���������� ����	���� �
�� �
� ��������� ���
�� 
�� ������
���������	�� ������� �� ��6����	� ���
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