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Nazov diplomovej prace: Monitorovanie rozsirenia albendazolu z trusu ovce domacej v

pol'nohospodarskej pode s pomocou LC-MS

Antihelminticky liek albendazol (ABZ) so Sirokospektralnym tc¢inkom sa pouziva na
liecbu helmintéz spdsobenych prevazne gastrointestindlnymi cervami vo veterinarnej a
humannej medicine.

Casté, nadmerné alebo nedostatoéné davkovanie predstavuje riziko vzniku rezistencie,
¢o predstavuje vazny globélny problém pri terapii helmint6z. Anthelmintika mozu do
zivotného prostredia vstupovat’ v nezmenenej podobe ako parentna latka alebo ako jej
metabolit stolicou lieCenych zvierat. Tieto chemikalie sa mézu absorbovat’ do rastlin,
pody a podzemnych vod a mézu mat’ negativny vplyv na zivot a rast d’al$ich organizmov.

Tato Stidia bola zamerana na monitorovanie rozSirenia albendazolu a jeho
transformacnych produktov (TP) albendazolu sulfoxidu (ABZSO) a albendazolu sulfonu
(ABZSO0») z vykalov oSetrenych oviec domacich v pol'nohospodarskej pdde. Sledovali sa
rozne vzdialenosti a hibky, do ktorych sa zla¢eniny mohli §irit’. Parentna latka a TP boli
extrahované z pody pomocou disperznej extrakcie na pevnej faze (QuEChERS) a
identifikacia a kvantifikacia boli uskutocnené pomocou UHPLC-MS. Podl'a ofakdvania
bolo mnozstvo zlucenin v poéde vyssie vo vrchnej vrstve ako v spodnej vrstve a klesalo
so vzdialenostou od vykalu. Pozorovali sme tieZ zavislost’ zmien v koncentracii latok od

zrazok (suché a dazdivé mesiace).



ABSTRACT
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Title of diploma thesis: Monitoring the spread of albendazole from the sheep faeces in

agricultural land by LC-MS

The anthelmintic drug albendazole (ABZ) with a broad-spectrum anthelmintic effect
is used for the treatment of helminthiasis caused mainly by gastrointestinal worms in
veterinary and human medicine. Frequent dose, overdose or underdose make a risk of
developing resistance, which can be a serious global problem in the treatment of
helminthiasis. The anthelmintics can enter the environment unchanged as a parent
compound or as a metabolite through the faeces of treated animals. These chemicals can
be absorbed into plants, soil and groundwater and they can have a negative impact on the
life and growth of smaller organisms.

This study aimed to monitor the distribution of albendazole and its transformation
products (TPs) albendazole sulfoxide (ABZSO) and albendazole sulfone (ABZSO.) from
the faeces of treated domestic sheep in agricultural land. TPs amount was analysed in soil
sampled in different distances and depths from faeces of sheep treated with recommended
dose of ABZ. The parent drug and TPs were extracted from soil using the solid-phase
dispersion extraction (QuEChERS) and identification and quantification were done by
UHPLC-MS. As expected, the amount of the compounds in the soil was greater in the
topsoil than in the bottom layer and it decreased with the distance from the faecces. We
also observed the dependence of changes in substance concentration on rainfall (dry and

rainy months).
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UvVOD

V stcasnosti predstavuju helmintozy zavazny zdravotny problém
v pol'nohospodarskej produkcii najmi pri chove malych prezavavcov obzvlast ovci
akoéz. Globalne uzivanie antihelmintik v terapii a prevencii helmintéz sa stalo
nevyhnutnym pre zabezpecCenie udrzatel'nej produkcie hospodarskych zvierat. Vysoké
naklady na lieCbu, narastajice pouzivanie a zneuzivanie antihelmintik, vybudovanie
sirezistencie na vac¢Sinu komer¢ne dostupnych antihelmintik st najcastej$im
a pretrvavajicim problémom po celom svete [1].

ABZ patri medzi najviac pouzivané benzimidazolové antihelmintika
so Sirokospektralnym U¢inkom v terapii helmintéz. Do Zivotného prostredia sa moze
dostat’ priamo prostrednictvom zivoc¢isneho mocu a vykalov lieCenych zvierat pasucich
sa na poli alebo nepriamo prostrednictvom ich trusu aplikovaného na polia a pastviny ako
hnojivo. Hromadenie sa antihelmintik v Zivotnom prostredi a podzemnych vodach ma
negativny vplyv na necielové organizmy zijuce v pdde najmé bezstavovce, €i na rastliny
a plodiny pestované na postihnutej pode [2]. Na rozdiel od pesticidov, ktorych vplyv
na zivotné prostredie bol v minulosti rozsiahle Studovany, sprévanie antihelmintik
v zivotnom prostredi predovsetkym v pode nebolo dostatocne sledované [3].

Z tohto dovodu bolo cielom tejto experimentalnej prace monitorovanie ABZ a jeho
TP — ABZSO a ABZSO; v pol'nohospodarske; pode s pomocou LC-MS. Extrakcia
sledovanych latok sa uskuto¢iiovala prostrednictvom modifikovanej metody QuUEChERS,

ktord mé v sicasnosti Siroké zastiipenie v bioanalytickych metodach.



TEORETICKA CAST

1. Antihelmintika

V sucasnosti je k dispozicii pomerne vel’ké mnozstvo farmaceutickych pripravkov,
ktoré maji vyuzitie v humannej ale i veterinarnej medicine. Zabezpecuju zdravie
a kvalitu zivota I'udi izvierat. Vo veterindrnej medicine su farmaceutikd pouzivané
na lieCbu chorob alebo prevenciu ich vyskytu, podporu rastu a produktivity zvierat.
Medzi najviac podavané veterindrne lie¢iva patria prevazne antibiotikd, antihelmintika,
insekticidy a hormony [4].

Antihelmintika tvoria pomerne rozsiahlu skupinu lieciv. Ich ulohou je zabranenie
Sireniu infekcii spdsobenej pozitim infekéného Stadia parazita alebo uplné odstranenie
parazita z hostitel’a, ktorym moZze byt clovek alebo zviera. Infekéné choroby spdsobené
parazitujucimi Cervami alebo ich infekénymi Stddiami sa nazyvaju helmintdzy [5].
Priblizne 1,5 miliardy I'udi zijucich hlavne v tropickych a subtropickych oblastiach
(subsaharska Afrika, Amerika, Cina a vychodné Azia) je infikovana gastrointestinalnymi
parazitmi, ¢o so sebou prindSa zdravotné, ekonomické a socidlne problémy.
Cielom svetovej zdravotnickej organizacie je kontrola aeliminacia helmint6oz
prendsanych pddou a to prostrednictvom pravidelného od¢ervenia rizikovych skupin l'udi
(deti, Zeny v reprodukénom veku, dospeli zamestnani v rizikovych povolaniach) Zijucich
v tychto endemickych oblastiach. Vo vyspelych Statoch nie st helmintdzy az tak castym
ochorenim a preto sa antihelmintikd pouzivaji predovSetkym vo veterinarnej medicine
[6, 7].

Prvymi antihelmintikami boli lieciva prirodného pdvodu. Extrakty z rastlin a z nich
izolovanych latok sa vdaka ich antihelmintickej aktivite vyuzivaju aj dodnes ato
prevazne v ekonomicky zaostalych krajinach sveta. Jednym z hlavnych dévodov je ich
cenova dostupnost’ [8]. Tradi¢nd ¢inska medicina vyuziva koren a kdru z granatového
jablka (Punica granatum), ktoré su zname pre svoje antihelmintické vlastnosti.
Medzi aktivne zlozky izolované zkmenovej kory patri alkaloid pelletierin.
Jeho antihelminticky G¢inok je pouZivany v boji proti parazitickym nematdédam, akym
je napriklad vlasovka slezova (Haemonchus contortus) [8, 9]. Nevyhodou antihelmintik
prirodného pdvodu je ich tizka terapeuticka ucinnost’ s ktorou je spojend vysoka toxicita

pri ich nevhodnom davkovani. Z toho ddvodu prirodné extrakty postupne nahradili



synteticky pripravované lieCiva. Je dolezité, aby ucinna latka antihelmintika interferovala
so zivotnymi funkciami parazita a pritom nepoSkodzovala hostitel'sky organizmus [10].

Antihelmintika sa rozdel'uji do mnohych skupin z rozneho hladiska. NajcastejSim
rozdelenim je rozClenenie do troch tried podla taxonomickych skupin pdévodcov
najrozsirenejSich helmintéz na antinematodika (pdsobi napriklad proti Ancylostoma
duodenale, Ascaris humbricoids, Haemonchus contorus, Enterobius vermicularis),
anticestodika  (napriklad proti  Taenia  solium, Echinococcus  granulosus)
a antitrematodika (napriklad proti Schistosoma mansoni, Schistosoma hematobolium,
Fasciola hepatica) [5, 8, 7].

NajrozsiahlejSou skupinou helmintéz, ktoré postihuju I'udi ale i vSetky druhy
hospodérsky a zdujmovo chovanych zvierat st ochorenia sposobené nematédami.
Proti tymto parazitom su v sucasnosti indikované lie€iva, ktoré st radené do skupin
makrocyklickych  laktonov  (ivermektin, moxidektin), benzimidazolov (ABZ,
fenbendazol, mebendazol), imidazotiazolov (levamisol), aminoacetnitrilové derivaty

(monepantel) a lie¢iv ostatnych chemickych Struktur (pyrantel) [5, 7].
1.1. Benzimidazoly

Skupina benzimidazolovych antihelmintik je najrozsiahlejSou skupinou antinematddik
Struktary, ktorou je heterocyklickd dusikatd zlucenina zlozena =z imidazolového
a benzénového jadra. Zakladna Struktara benzimidazolov so sumarnym vzorcom C7HsN:
je zndzornend na Obr. 1 [11, 12]. Z hlavnej chemickej Struktury boli odvodené d’alSie
substituované benzimidazoly karbamétového typu zobrazené v Tab. 1. Medzi naj¢astejSie
pouzivané¢ anthelmintika patria synteticky pripravované S5-substituované derivaty

benzimidazolu, akymi st napriklad mebendazol, ABZ, oxfendazol, fenbendazol a pod

[7].

J’
4 3

Obr. 1. Chemicka Struktira Benzimidazolu upravena v Chemdraw podla [72].
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Tab. 1. Benzimidazoly karbaméatového typu upravené podla [13].

R Bendazol

TN e, Parbendazol

OIS cH Oxibendazol

T e Albendazol

s
-
Dribendazol
s
NH -~
/ Fenbendazol

s
-~ O Oxfendazol

Cyklobendazol

T
0
Ri=H
Mebendazol
Ri=F
Flubendazol
R

1

1.1.1. Tiabendazol

Tiabendazol, chemicky 2-(4thiazolyl)benzimidazol je zlG¢enina bez chuti a zapachu,
takmer nerozpustna vo vode. Ako prvé Sirokospektralne antihelmintikum sa pouzival
na terapiu  helmintéz sposobenych prevazne nematdédami (Ascaris [lumbricoides,
Strongyloides stercoralis, Ancylostoma duodenale, Trichuris trichiura, Enterobius

vermicularis a pod.). Posobenim tiabendazolu sa zabranuje produkcii vajicok a lariev,
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ktoré sa vylucuji vo vykaloch infikovanych organizmov. Mechanizmus uc¢inku
tiabendazolu spociva v inhibicii mitochondridlneho enzymu parazita - fumaratreduktazy,
¢im inhibuje cyklus kyseliny citronovej, mitochondrialne dychanie a naslednu produkciu
ATP, ¢o vedie k thynu parazita [14].

Utinok tiabendazolu je pomerne kratkodoby. Plazmaticka koncentracia dosahuje
maxima po 1 az 2 hodinach po peroralnom podani. Liecivo sa relativne rychlo vstrebava
a v organizme sa metabolizuje na 5-hydroxytiabendazol, ktory sa vyluc¢uje vo forme

konjugatu s kyselinou glukuronovou a je znazorneny na Obr. 2 [5, 7, 14, 15].

(0 — IO

Tiabendazol (TBZ) S -hydroxyIBZ

SOH-TBZ glukuronid

Obr. 2. Metabolizmus tiabendazolu upraveny v Chemdraw podl'a [15].

V stcasnosti sa tiabendazol pouziva ako antimykotikum vo veterinarnej medicine
pri oSetreni mykdz nepotravinovych zvierat [5, 7]. SIuZi aj ako beZzne pouZzivany pesticid
po zbere ovocia na potlacenie chordb citrusovych plodov sposobenych plesiiami
a hnilobou. Ako systémovy fungicid méZe preniknut’ cez kutikuly do rastlinnych tkaniv.
Moze tak 'ahko zostat’ v potravinach ako zvySok rezidua pesticidov, €o predstavuje riziko
pre spotrebitela. MozZe spustit’ apoptézu hepatocytov, ¢im vazne poSkodi pecen.
Maximalne zvySkové limity tiabendazolu v citrusovom ovoci, ktoré navrhla Regula¢na
agentlra pre ochranu rastlin proti Skodcom v Kanade a Eurdpska komisia pre databazy
pesticidov, su 10 ppm a 5 ppm. [16]. V medicine sa tiabendazol vyuziva aj ako chelatacné

¢inidlo, vd’aka svojej schopnosti viazat’ kovy napriklad pri otravach ortutou [14].
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1.1.2. Albendazol

Albendazol (ABZ) chemicky methylester kyseliny [5-(propylthio)-1H-benzimidazol-
2-yl] karbamovej, je najbeznejSie pouzivané Sirokospektralne benzimidazolové
antihelmintikum, vyuzivané ako v humannej tak i veterinarnej medicine. Jeho chemicka

Struktara je znazornena na Obr. 3. [5, 17, 18].

H 0
CH
>\ )'L o
Hac\/\s/l/;[h'/ N o

Obr. 3. Chemicka struktura ABZ upravena v Chemdraw podla [17].

Vo veterinarnej medicine sa ABZ pouziva prevazne na terapiu gastrointestinalnych
infekcii sposobenych nematdédami (Haemonchus contortus, Strongyloides papillosus),
infekcii sposobenych plucnymi ¢ervami (Dictyocaulus species), peCeiovymi motolicami
(Fasciola hepatica) apasomnicami (Moniezia species) u prezuvavcov. Jeho nizka
toxicita a vysoka u€innost’ stt hlavnym dovodom, preco sa jeho podévanie infikovanym
zvieratam celosvetovo zvysuje [18].

Mechanizmus G¢inku ABZ je zaloZeny na inhibicii B-tubulinovych subjednotiek
v bunkéch parazitov, ktoré st dolezité pre tvorbu mikrotubulov. Ich naruSend tvorba
sa prejavi poSkodenim funkc¢nosti celej bunky helminta. Dochadza k naruseniu prijmu,
transportu a metabolizmu glukozy, ¢oho vysledkom je strata pohyblivosti, vyCerpanie
zasob glykogénu az Ghyn parazita [5, 17]. Inhibicia tvorby mikrotubulov je opisovana
ako jeden z hlavnych spdsobov posobenia benzimidazolovych antihelmintik [19].

Afinita benzimidazolov je viacnasobne vysSia k parazitarnemu typu p-tubulinom
ako afinita k B-tubulinom oSetrovanych zvierat [5]. Aj ked’ je tubulinovy protein vysoko
konzervovany, boli preukdzané jemné zmeny v postupnosti a Struktire parazitdrneho
tubulinu od tubulinu cicavcov. To mdze byt sposobené mnohymi faktormi ako napriklad
sekvenaénymi varidciami na C-koncoch alfa a beta tubulinu [20]. Vdaka Specifickej
afinite k parazitdrnemu tubulinu je ddvkovanie benzimidazolov u¢inné a bez vedl'ajSich

prejavov [5].
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Antihelminticka aktivita je zavisla od dizky pretrvavania terapeutickych koncentracii
v telesnych tekutindch a v tkanivach organizmu. Aby sa dosiahla pozadovana ucinnost’
lieCiva, je potrebné zvieratdm s jednoduchym Zzaludkom (pes, macka, prasa) lie¢ivo
podavat’ opakovane. Zvieratdm so zlozenymi zalidkami a d’alSim bylinozravym
prezuvavcom (ovca, ko) je potrebné benzimidazoly podéavat jednorazovo, aby

sa zachovala antihelminticka uc¢innost’ lieCiva [5].

H Albendazol
/}7 NH
v\\‘s N o

H Albendazol sulfon
Joes
\\/\H N %0
O \

Obr. 4. Biotransformacia ABZ upravené [21].

Biotransformacia ABZ bola Studovand na mnohych organizmoch (potkan, mys, kralik,
ovca, hydina, dobytok, prasa, pes a ¢lovek) [22]. Po perordlnom podani sa ABZ absorbuje
v gastrointestinalnom trakte organizmu a metabolizuje sa na albendazol sulfoxid
(ABZSO) znamy aj ako ricobendazol, ktory je antihelminticky aktivnej$i ako samotny
ABZ. Nasledne sa ABZSO opét’ oxiduje a vznika polarnejsi metabolit albendazol sulfon
(ABZSO0:,), ktory oproti ABZSO nedisponuje tak vyraznou antihelmintickou aktivitou
[22, 21, 23]. Chemickd Struktira ABZ a vzniknuté metabolity (ABZSO,ABZSO,)
su znazornené na Obr.4. [21].

Biotransforméciou ABZ v pecenovych mikrozomoch vSak mézu vzniknut’ dve r6zne

formy enantiomérov ABZSO ktorymi su (-) — ABZ SO a (+) — ABZSO. Na formacii
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tychto enantiomérov sa podiel'aji rozne biotransformaéné enzymy. Izoforma cytochromu
CYP450 - CYP3A podnecuje tvorbu prevazne (-)—ABZSO, zatial ¢o flavinové
monooxygenazy produkuju (+) - ABZSO. Biotransformaciou ABZ u oviec domacich
(Ovis aries) amuflonov divych (Ovis musimon) vznikaju prevazne (+)— ABZSO
u ktorych sa predpokladd vysSia antiparaziticka Uc¢innost. Tieto dva druhy zvierat
su fylogeneticky rovnaké. U peceniovych mikrozémov muflénov infikovanych
helmintézou bola zistend zvySena aktivita flavinmonooxygenaz, ktoré produkuju
spominantt formu enantioméru (+)— ABZSO [24]. Taktiez aj Specificky pomer
enantiomérov ABZSO (+/-) v plazmatickych koncentracidch u oviec a kéz sa od podania
ABZ ¢asom meni v prospech (+) — ABZSO [25]. Avsak u infikovanych muflonov méze
mat’ zvySenie tvorby ABZSO: sprostredkovaného CYP1A negativne dosledky akym
je mierne zvySenie deaktivacie ABZ. CYPIA je zndmym aktivatorom mnohych
organickych zlicenin, o moze negativne ovplyvnit' zvySenie znelistujucich latok
nachddzajiucich sa v zivotnom prostredi [24]. ABZaTP sa vylucuji stolicou

alebo mocom liecenych l'udi alebo zvierat [21].

1.2. Rezistencia helmintov

V sucasnej dobe predstavuji  helmintdézy zavazny zdravotny  problém
v pol'nohospodarskej produkcii najmi pri chove malych prezivavcov - ovcei a koz.
Zaroven su tieto infekcie jednou z pri¢in vyznamnej ekonomickej straty po celom svete
ato prevazne zdovodu vysokych ndkladov na ich terapiu. Obmedzenie infekcii
sposobenych gastrointestinalnymi cervami je zaloZené na funkénom systéme chovu
tychto zvierat a predovietkym na optimalnom podavani anthelmintik [26, 27]. Uginnost
dostupnych antihelmintik je obmedzena a kontrola narastajucich helmint6z je ohrozena
zvySovanim rezistencie na lie¢iva v populaciach helmintov [27].

Vybudovanie si rezistencie na vac¢Sinu komeréne dostupnych antihelmintickych liec¢iv
sa tak stava velkym globdlnym problémom. Vznikajuca zéavislost’ na anthelmintikach
a sucasne ich Sirokospektralne pouzitie v terapii, vyvoldva vyznamnu toleranciu
na podavani davku lieCiva, ktord je pre beznu populdciu parazitov smrtelnd [28].
Rezistencia nastava, ked’ nachylnd populécia parazitov vykazuje signifikantny pokles
v reakcii na lie¢bu. Uplna rezistencia vznika vtedy, ked’ maximalna davka liegiva, ktora

moze hostitel’ tolerovat’, nema ziadny Géinok [29]. Casté, nadmerné alebo aj nedostatoéné
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davkovanie antihelmintikami tak vedie k podstatnym a rozSirenym problémom
s antihelmintickou rezistenciou [28, 29]. Masivne pouzivanie antihelmintik ma
na svedomi rozsiahle rozSirenie rezistencie na dostupné antihelmintika, ¢o vyrazne
komplikuje terapiu a taktiez znecCistuje zivotné prostredie [27]. U jednotlivych skupin
antihelmintik st mechanizmy vzniku rezistencie odlisné. Jedna skupina anthelmintik
simdéze zachovat svoju aktivitu proti helmintovi, zatial ¢o proti druhej skupine
antihelmintik sa prejavi odolnost’ parazita a tto skupina antihelmintik sa stdva neucinna.
Na zabranenie vyskytu hromadnej rezistencie sa v praxi vyuzivaji kombinacie
antihelmintik avSak aj tato stratégia sa nejavi ako prili§ uc¢inna. V sicasnosti vykazuje
vicsina gastrointestinalnych parazitov uréiti uroven rezistencie aj vo¢i kombinovane;j
liecbe v zloZeni benzimidazolov, imidazotiazolov a makrocyklickych laktonov [30, 29,
27]. Podstatne rychlejs$i vyvin rezistencie bol popisany v regiénoch, kde sa zvierata
odcervovali pravidelne, ¢o znamend, ze ani pravidelna terapia zivocichov nemusi
problém s narastajiicou rezistenciou vyriesit' [29]. Jednou z moznosti pre spomalenie
jej Sirenia je zameranie sa na samotny mechanizmus jej vzniku u parazitov a d’alej na
identifikaciu  rezistentnych  kmeniov. = Mechanizmus rezistencie u parazitov
na benzimidazoly sa odvija od ich sposobu uc¢inku. Mutacie v B-tubulinovom géne moézu
spdsobit’ zmeny v Struktire B-tubulinu a v dosledku toho sa uz benzimidazol nemdze
viazat’ na cielové miesto [28, 31].

Haemonchus contortus je jednym z najCastejSie sa vyskytujicich gastrointestinalnych
nematod rezistentnych na anthelmintikd u malych preziivavcov a sicasne aj najviac
Studovany paraziticky hlistovec. V sti€asnosti existuje mnozstvo testov, ktoré dokdzu
identifikovat’ gastrointestindlne nematdédy a vcéas zabranit vzniku narastajicich
rezistentnych kmenov [32]. Ich vyuZitie je najmd pri planovani optimalneho
pouzitia i€¢innych antihelmintik na ktoré doposial nebola pozorovand rezistencia.
Z molekuldrno-genetickych metdéd bol  navrhnuty test kvapkovej  digitalnej
PCR (polymerazovej retazovej reakcie) na rychlu a presna identifikéciu rezistentnych
acitlivych kmenov Haemonchus contortus mna benzimidazolové anthelmintika.
Tento test ur¢i dany kmen parazita na zadklade pritomnosti alebo nepritomnosti
jednej z najbeznejSich bodovych mutécii F200Y (TAC) v géne P tubulinového
izotypu 1 parazitov [32, 26, 31]. Nie kazdé¢ laboratorium disponuje PCR vybavenim,
z toho dovodu sa vyuzivaju ekonomicky dostupnejsie a zaroven dostatocne citlivé testy

na in vitro detekciu antihelmintickej rezistencie. Medzi nimi je napriklad test
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na vyliahnutie vajicok parazitov, ktorého pouzitie je Specifické pre konkrétnu triedu
antihelmintik [33].

Rozsirena rezistencia na syntetické anthelmintika stimulovala vyskum alternativnych
stratégii v boji proti parazitom vratane pouzitia lieCivych rastlin s antihelmintickym
ucinkom. Po celé storocia sa lieCivé rastliny pouzivali na liecbu réznych zdravotnych
problémov [27]. Doposial’ nebol publikovany dokaz o tom, ze by si parazit vyvinul
rezistenciu na niektory typ bioaktivnej rastliny s antiparazitickym u¢inkom. Ziskané
prirodné antiparazitikd pochédzaju prevazne zrastlin ale aj baktérii, hub, hmyzu
¢i vodnych organizmov [34]. M6zu mat’ ro6zny mechanizmus ucinku, pretoze obsahuju
viac bioaktivnych latok na rozdiel od syntetickych antihelmintik [34, 27]. St zdrojom
primdrnych (uhl'ohydraty, lipidy, bielkoviny) aj sekundarnych metabolitov (terpény,
fenolové zluceniny, izoflavonoidy, alkaloidy, neproteinové aminokyseliny), ktoré¢ mozu
predstavovat’ hlavné priCiny antihelmintick¢ho u¢inku. Okrem jednotlivych zlucenin
pochadzajucich z rastlin vykazovali sl'ubné antihelmintické G¢inky aj mnohé rastlinné
extrakty a prirodné produkty [27]. Napriklad uZivanie artemisininu (ziskaného z rastliny
Artemisia annula), mdze pomdct’ infikovanym organizmom neutralizovat’ vol'né radikaly
tvorené vich krvi a posilnit’ ich imunitny systém, ¢im podpori eliminaciu
gastrointestindlnych parazitov [35]. ZlepSenie imunitnej odpovede organizmu voci
parazitom suvisi so zvySenim poctu Specifickych efektorovych buniek [34, 27].

Tabak (ziskany zrastliny Nicotiana tabacum), celosvetovo obltbeny pre svoje
narkotické vlastnosti obsahuje viac ako 90% nikotinu izolovaného z tabakového listu.
Vysledky in vitro S§tudie jasne naznaluji, Ze extrakty ztabaku maju vidite'na
antihelminticku aktivitu [36].

Okrem antihelmintickych G¢inkov maju niektoré sekundarne metabolity pre hostitel'a
aj dalSie zdravotné vyhody, ako napriklad antioxidaéné a protizdpalové ucinky
niektorych  fenolovych  zlucenin, ako je kurkumin z Curcuma Ilonga
alebo hepatoprotektivne U€inky roznych extraktov z plodov a korenov Piper chaba [27].

V st¢asnej dobe st mnohé prirodné latky s antihelmintickym U¢inkom vyuZivané
v terapii malych preZzivavcov a to predovSetkym v menej rozvinutych krajinach [37].
Je pravdepodobné, Ze antihelmintické latky nachadzajuce sa v rastlinach maju oproti
farmaceuticky dostupnym antihelmintikdm menS$iu efektivitu asich uZivanim
je vyvijany nizsi tlak na vznik rezistencie u parazitov [34]. Maju tak potencidl znizit
uzivanie syntetickych liekov alebo zvysit’ ich u¢innost’ ak sa pouzivaju v kombinovane;j

terapii [35]. DalSou z vyhod ich pouZivania je men$ia kumulacia v tkanivach
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a obmedzenie vyskytu rezidui v Zivotnom prostredi, ¢o mdze vyrazne prispiet’ k zniZzeniu

environmentalneho znecistenia [34, 27].

1.3. Vplyv na Zivotné prostredie

Antihelmintikd boli vyvinuté pre humanne a veterinarne vyuzitie. LCudia alebo
zvierata, ktoré ich uzivaju v terapii su tymto farmaceutikdm vystaveni iba po stanovenu
dobu liecby. Lenze necielové organizmy nachadzajuce sa v zivotnom prostredi
st u¢inkom antihelmintik vystavené chronicky [21].

Antihelmintikd pouzivané na humannu terapiu si vo vécsine pripadoch vylucované
kanalizéciou a Ciasto¢ne sa moézu odburavat’ v Cistiarnach odpadovych vod. Avsak
veterinarne lieky a ich vzniknuté metabolity sa zvycajne do Zivotného prostredia dostanu
zivo¢iSnym mocom a vykalmi, ktoré zostani na pastvinidch alebo sa pouzivaji
na hnojenie  polnohospodarskych pod. Liecivé latky nachadzajuce sa vo
vylu¢ovanom moci a truse zvierat si mézu udrzat farmakologické vlastnosti a uCinky,
ktorymi nepriaznivo ovplyviiuji necielové organizmy alebo ohrozit’ podzemné vody
v zavislosti od ich vstrebania do podneho systému [21, 38, 5, 39].

Do Zivotného prostredia sa antihelmintikdi moZzu dostat v nezmenenej podobe
ako povodna zlucenina alebo ako jej produkty transformacie [23]. Adsorbuju sa v pdde,
dostanu sa do vodného prostredia a mézu byt absorbované rastlinami, ktoré sa nasledne
moZu stat’ ZivociSnou ¢i 'udskou potravou. Konzumaciou tychto rastlin antihelmintika
opat’ pdsobia v organizme a mézu ho ovplyviiovat’ [38, 5, 40]. Subletdlne davky
antihelmintik nachédzajlice sa v absorbovanych rastlinach mézu podporitt vyvoj
rezistentnych kmenov helmintov, ktoré s tymito rastlinami prichadzaji do kontaktu [40].
Z toho dovodu je dolezit¢ aby osud farmaceutik podavanych organizmom, vratane
vylicenia ich negativneho dopadu na environmentalne prostredie, bol stcastou
poziadaviek, ktoré povol'uju tieto lieCiva k pouzivaniu v terapii. Preto plati, Ze kazdé
veterinarne lie¢ivo musi mat’ pred uvedenim na trh vyhodnotené ekotoxikologické rizika
jeho buduceho pouzivania [5].

Konec¢na koncentracia farmaceutika, nachadzajuca sa v Zivotnom prostredi je urena
mnohymi faktormi a procesmi, vratane fyzikalno-chemickych vlastnosti, rozdelenia
do sedimentu, degradacie, environmentalnych charakteristik a klimatickych podmienok

exponovan¢ho biotopu [23]. Po wuvolneni farmaceutik do zivotného prostredia
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sa transportuju a distribuujtl prevazne do vody, sedimentov, pddy a bioty. Farmaceutické
latky st tak podrobené biodegradacii, chemickej a fotochemickej degradacii, ¢o prispieva
k ich naslednej eliminacii zo zivotného prostredia. Degradacia, ktor podstupuju
(napr. oxidacia, redukcia, hydrolyza), vytvara v zivotnom prostredi zlucCeniny, Casto
identick¢ s metabolitmi vyskytujlicimi sa v organizme [41, 23]. V pripade,
ze farmaceutikd nepodlahnu elimindcii, mo6Zzu reagovat’ s inymi zluceninami, ktoré
sav zivotnom prostredi nachadzaju [23]. Organizmy zijice v Zivotnom prostredi
su vystavované tymto zluceninam, ktoré ovplyviiuji ich prirodzeny vyvin a maji tak
negativny dopad na ich zivot. Napriklad hmyz celi expozicii insekticidom, zmesiam
agrochemikalii a azolovym fungicidom medzi ktoré patri aj spominany tiabendazol. Ten
sa v Sirokej miere sa strieka na listy ako antifungalna latka. V nedévnej vedecke;j studii
sa testoval efekt insekticidov - neonikotinoidov, ktory bol podavany spolu
s tiabendazolom crabronidovym osam (Pemphredon fabricii). Nasledne sa sledoval
ich synergicky ucinok na metamorféozu vciel a 6s. Sledovany synergicky efekt mal
na metamorfézu vyrazné multiplikacné Gc¢inky, ¢o zapri¢inilo abnormalny vyvoj kridel
skiimaného hmyzu [42]. Negativny vplyv tychto chemickych latok ma nepriaznivy vplyv
na zivot zivo¢ichov a preto by sa ich pouzitie v Zivotnom prostredi malo zvazit'.
Neustaly vstup lieciv aich TP do zivotného prostredia méze viest’ k ich zvysenej
chronickej koncentracii a podporovat nepozorované nepriaznivé ucinky na vodné
asuchozemské organizmy. Ucinky sa moézu pomaly hromadit az kym
sa z nepozorovanych stanu nezvratné. Spravanie farmaceutik v Zivotnom prostredi dlho
nebolo podrobne Studované. V sucasnej dobe sa veterindrne lie¢iva stali cielom §tadii
hlavne kvdli ich systematickému pouZivaniu a narastajicej rezistencii [39]. V najblizsich

rokoch bude dostupnost’ novej antihelmintickej lie€by zasadna [27].
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2. Uprava vzorky pred analyzou

Monitorovanie farmaceutik v zivotnom prostredi si zvyc¢ajne vyzaduje pouzitie casovo
naro¢nych metodik najmé ak sa jednd o zlozité vzorky. Sucastou celého analytického
postupu je zabezpecenie kvality kazdého kroku od odberu vzoriek a skladovania po jeho
spracovanie az naslednt analyzu [39]. Uprava vzorky pred analyzou je Gastokrat omnoho
naro¢nejsia nez samotna analyza. V mnohych analytickych schémach moze Cas straveny
pripravou vzorky presiahnut’ 60 % celkového Casu, ¢im stupa riziko vzniku chyb najmi
ak je metodika zamerana na stopovu analyzu [43].

Vicsia Cast’ vzoriek nie je priamo kompatibilnd s chromatografickymi alebo inymi
technikami, ktorymi sa v zavere€nom kroku analyzuje. Je to z dovodu zlozitosti vzorky
alebo kvoli vysokému obsahu proteinov ainych balastnych latok, ktoré by mohli
s hladanymi latkami interferovat a preto moze uprava vzorky vo vysokej miere
ovplyvnovat’ vysledna presnost’ a spravnost’ analyzy [44].

Samotna priprava vzorky pred analyzou je zamerand na izolaciu analytu, odstranenie
balastnych latok a zakoncentrovanie pozadovanych analytov z komplexnych matric [43].
V analytickom laboratoriu s pri bioanalytickych metéodach uprednostinované klasické
konvencné techniky pripravy vzoriek, ktoré sa vyuzivaji najmé pri metddach rychlej
kvapalinovej chromatografie. Tieto techniky sl dobre optimalizované, reprodukovatelné,
daju sa l'ahko automatizovat’ a si zdroven najrozsirenejSimi metodikami v rutinnej praxi
[43, 44]. Z praktického hl'adiska su vSak relativne Casovo narocné s viackrokovym
procesom Upravy a vyuzivaji znacnu spotrebu rozpustadiel. Patri sem priama extrakcia
auprava extraktu ako napr. Soxhletova extrakcia a superkriticka fluidna extrakcia
(,,supercritical fluid extraction®, SFE), filtracia, proteinovd precipitacia (,,protein
precipitation®, PP), extrakcia z kvapaliny do kvapaliny (,,liquid-liquid extraction®, LLE)
a extrakcia na tuhu fazu (,,solid phase extraction®, SPE) [43, 44].

Pre zjednodusSenie Upravy zloZitych vzoriek sa neustale pracuje na vyvoji modernych
technik, ktoré sa snaZia predovSetkym skratit’ asovy usek pripravy vzoriek, znizit
spotrebu rozpustadiel a mnozstvo analyzovanej vzorky. Usiluju sa o zvySenie selektivity
extrakcie, znizenie pocCtu krokov extrakénych metdod a predovsSetkym moznost’
automatizacie. Moderné pristupy st Casto zaloZené na principoch klasickych metod LLE.
Prikladom moéze byt mikroextrakcia do jednej kvapky rozpustadla (SDME)
alebo disperzna mikroextrakcia z kvapaliny do kvapaliny (DLLME), ktoré sa vyuzivaju
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predovSetkym vo vedeckych analytickych laboratéridch. Iné moderné pristupy
vychadzaju z SPE, napr. mikroextrakcia na tuhti fizu (SPME) a mikroextrakcia
s vyuzitim Spic¢iek (DPX). Vyhodné su automatické on-line techniky (materidly
s obmedzenym pristupom, RAM) alebo aj pouzitie extrakcii s vysokou selektivitou

(molekularne vtlacené polyméry, MIP) [44].

2.1. Priama extrakcia do rozpustadla

Pri priamej extrakcii dochadza k =ziskaniu analytu vécSinou z tuhej matrice.
NajcCastejsim spdsobom je extrakcia v uzavretej nadobe na horizontdlnej laboratornej
trepacke, extrakcia na ultrazvukovej ldzni (naruSenim castic matrice sa urychli
rozpustenie analytu) alebo s pouzitim kontinudlneho extraktoru (Soxhletov extraktor).
Extrakcia je ovplyvitovand limitujicimi faktormi, ktoré posobia na vytaznost’ a rychlost’
extrakcie (vplyv rozpustnosti a prenosu hmoty). Vytaznost’ extrakcie, rychlost’ difuzie
analytov a rozpustacej kapacity rozpastadiel sa d4 ovplyvnit’ zvySenim teploty a tlaku
[44]. S narastajicou teplotou dochadza k naruseniu pevnych interakcii analytu
s matricou, ktoré su zalozené prevazne na van der Waalsovych silach, vodikovych
vizbach alebo od dipolovej pritazlivosti, ktord sa nachadza medzi analytom a aktivnymi
centrami tuhej matrice. Pri vySSej teplote extrakéného rozpustadla dochadza k znizeniu
viskozity kvapaliny, zlepSeniu difizneho koeficientu rozpustadla, ¢o priaznivo vplyva
na u¢innost’ extrakcie. Znizi sa povrchové napdtie, ¢oumozni lepSiu penetraciu
rozpustadla do Castic tuhej matrice. LepSia G€innost’ sa d4 dosiahnut ipravou vzorky este
pred extrakciou a to napr. drvenim ¢i mletim vzorky s naslednou homogenizaciou,
¢im sa zvysi povrch pre rozpustadlo a umozni jednoduchsi prenos hmoty [44, 45].

Ddlezitym faktorom je zvolenie si vhodného organického rozpuastadla, ktoré sa vybera
v zévislosti od fyzikalnych a chemickych vlastnosti analytu (robustnost, disocia¢na
konStanta, rozdel'ovaci koeficient), podla typu matrice v ktorej sa dané latka nachadza
a d’alSieho postupu precCistenia extraktu [44, 46]. Na extrakciu nepolarnych analytov
napriklad lipidov sa pouzivaji nepolarne organické rozpustadla (hexan, cyklohexan,
chloroform, dietyléter). Pre polarne latky sa pouZivaji zmesi polarneho organického
rozpustadla s vodou (methanol (MeOH), ethanol, acetonitril, aceton, tetrahydrofuran).
Avsak vo vode rozpustné latky nachadzajice sa v matrici ako napriklad Skrob mézu rusit’

analyzu. Preto je dolezité ziskané extrakty eSte upravit'.
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Medzi d’alSie Upravy ziskanych extraktov patri centrifugacia, dialyza ¢i ultrafiltracia
alebo filtracia. K oddeleniu extraktu nachadzajiceho sa v kvapalnej faze od nerozpustne;j
pevne] fazy sa najCastejSie pouziva filtracia s pouzitim roéznych poréznych filtrov.
Vyber pouzitych filtrov sa riadi podla chemickych vlastnosti filtrovanej zmesi.
Je potrebné aby sledované latky vo filtrovanej zmesi neinteragovali medzi rozpustadlom
a prechadzajicim filtrom [44]. Pri pouziti nevhodného rozpustadla, by sa filtre mohli
rozpustit’ a znecistit’ filtrat. Najpouzivanejsie filtre, ktoré sa vyuzivaju najmé pre analyzu
kvapalinovou chromatografiou maja velkost' porov 0,20 a 0,45 um. Su vyrobené
z r6znych materialov ako napriklad regenerovana celul6za, acetat celulozy, PTFE, nylon
ainé. Na filtraciu vzoriek sa pouzivaju filtre, ktoré st umiestnené v puzdrach a daju

sa jednoducho pripevnit’ k jednorazovej injek¢nej striekacke [47].

2.2.Extrakcia z kvapaliny do kvapaliny (LLE)

Jednou z prvych a Casto pouzivanych technik pre tpravu vzoriek je LLE. Principom
extrakcie je prevedenie analytu zvodnej fazy do organického rozpustadla, ktoré
je s vodou nemiesitelné alebo iba ¢iastoéne nemiesitelné, na zaklade rozdel'ovacieho
koeficientu oktanol/voda, ktory ur€uje pomer analytov v oboch fazach [44]. Schematické
znazornenie principu LLE spouzitim organického rozpastadla chloroformu
je znazornené na Obr. 5. V polarnej faze, ktorou moze byt voda alebo vhodné polarne
rozpustadlo, sa nachddzaji hlavne hydrofilnejSie zliceniny, zatial’ ¢o zluceniny vo vode
nerozpustné sa nachadzaji v organickom rozpustadle nemiesitelnom s vodou
(rozdelovaci koeficient), ktoré sa nasledne ziskaji odparenim organického rozpustadla

v koncentratore [44, 46].

@ analyt

A balastna latka
[ vodna faza

O organicka faza nemieSatelna s vodou

Obr. 5. Princip LLE s pouzitim organického rozpustadla — chloroform, upraveny podl'a [44].

22



Medzi hlavné vyhody klasickej LLE patri jednoduchost’ prevedenia a vybavenia
ale predovsetkym odstrdnenie matricovych efektov pri naslednej analyze extraktu
pomocou kvapalinovej chromatografie spojenej s hmotnostnym spektrometrom.
Na druhej strane medzi hlavné nevyhody pouzitia metédy LLE patri Casova narocnost’,
tvorba emulzii, nedostatocné oddelenie faz, vysoka spotreba organického rozpustadla
a z dévodu jeho nekompatibility s analytickou fazou, je potrebné extrakt odparit’ dosucha

a rekonstituovat’ v mobilnej faze pre analyzu kvapalinovou chromatografiou [44, 46].

2.3.Extrakcia na tuhu fazu (SPE)

Metoda SPE patri medzi popredné techniky upravy vzorky pred analyzou, ktora
prinaSa mnozstvo vyhod akymi su vysoka vytaznost extrakcie, zakoncentrovanie
sledovanych latok, pomerne nizka spotreba rozpustadiel a v sic¢asnosti aj automatizacia
tejto metody [44, 46, 48]. Princip SPE spociva na interakciach ¢i rozdel'ovania sa latok
medzi pevnl fazu (extrakénd kolonka) a fdzu kvapalnt (vzorka obsahujuca sledovanu
latku). Na SPE kolonkach moézu prebiehat polarne, nepolarne, ionové a afinitné

interakcie, ktoré analyt zadrziavaju [44].
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Obr. 6. Postup SPE: kondicionovanie kolonky (1), nanesenie vzorky na kolénku (2), premytie a vymytie
balastnych latok (3), vysusenie kolonky (4) a elucia analytov do vialky. Obrazok upraveny podl'a

[44].
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Postup klasickej metédy SPE prebieha v niekol’kych krokoch zndzornenych na Obr. 6.
Prvym krokom je kondicionédcia extrakénej kolonky, ktora sa premyje vhodnym
organickym rozpustadlom (MeOH, ACN) mieSatelnym s vodou, aby sa aktivovali
funkéné skupiny sorbentu. Roztok vzorky sa nanesie na kolonku, kde dochadza
k zadrziavaniu sledovanych latok na stacionarnej faze, zatial Co zvySok matrice
prechddza kolonkou. Nasleduje vymytie balastnych latok vhodnym premyvacim
roztokom najcastejSie rozpustadlom, ktoré odstrani necistoty z extrakénej kolonky tak,
aby sa v nom nerozpustili sledované analyty. Na odstranenie vo vode rozpustnych latok
a interferujicich soli je pouzivand Cistd voda s upravenym pH. Pred eluciou analytu
z extrak¢nej kolonky je dolezité aby sa kolonka vysusila pruidom vzduchu alebo dusiku
pomocou vékua alebo tlaku, aby sa odstranila prebytoénd voda. Dalsim krokom
je pouzitie vhodného extrakéného rozpustadla kompatibilného s néslednou
chromatografickou analyzou, kedy sa sledovany analyt vymyje z kolonky [44, 48, 49].

Vyber vhodnej stacionarnej faze ako napln do extrakénych koloniek klasickej SPE
jejednym z ddlezitych krokov pre uspesnost’ extrakcie. V sucasnosti sa vyuZzivaju
sorbenty od nepolarnych faz C18 a C8 po Casto pouzivané polarne fazy na baze oxidu
kremicitého, alebo oxidu hlinitého. Retencia analytov podla ich réznych fyzikalne-
chemickych vlastnosti sa vykonava na io6novo-vymennych stacionarnych fazach,
¢1 roznych polymérnych materidloch (PS-DVB = polystyrén-divinylbenzén alebo PMMA
= polymethylmethakrylat), ktorych vyhodou je lepSia stabilita v rozmedzi pH oproti
staciondrnym fazam na bdze silikagélu. Vyber vhodnej stacionarnej faze je zavisly
od chemickych vlastnosti sledovaného analytu (polarita, disociatnd konStanta)
a vlastnosti zvoleného organického rozpustadla. Pri pouZiti polarneho organického
rozpustadla v SPE extrakcii sa pouZije nepolarna stacionarna faza a naopak [44].

Medzi nevyhody SPE patri relativne vysoka spotreba organickych rozpustadiel
a vzorky, ¢i zvySené ekonomické ndklady na SPE kolonky, ktoré sa zvdcSa vyrabaju
na jedno pouzitie. Z ohl'adu reprodukovatel’nosti klasickej SPE metody sa mézu pouzité
kolonky lisit" z roznych SarZi od vyrobcu. Medzi d’alSie negativa patri viac-krokovy
postup precistenia vzorky, nutnost zakoncentrovania extraktu v koncentratore a jeho

znovu rozpustenia v mobilnej fazi [44].
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2.3.1. Disperzna extrakcia na tuhu fazu (QuEChERS)

Tato metoda bola vyvinutd nemeckym chemikom Michelangelom Anastassiadom
spolu s americkym vedcom Stevenom J. Lehorayom v rokoch 2001 -2002 za tcelom
zjednodusenia komplikovaného a ¢asovo naro¢ného analytického postupu pri uprave
vzorky. Umoziuje tak rychlu analyzu aj pri vi¢Som pocte vzoriek s pouzitim mensieho
mnozstva organického rozpustadla akym je prevazne ACN [50, 51, 52]. Technika
extrakcie je navrhnutd tak, aby sa dosiahol maximalny vytazok analytov zo zdkladnej
matrice [53]. Mnoho analytickych laboratérii ju vyuziva hlavne kvdli jej vyhoddm ktoré
vyplyvaji aj zjej ndzvu: rychla, 'ahka, lacna, efektivna, odolna a bezpecna (,,Quick,
Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe*, QUEChERS) [54, 52].

Metodika sa vyvinula pdvodne pre analyzu veterindrnych lieiv ato prevazne
anthelmintik a tyreostatik v zvieracich tkanivach [51]. V sGasnosti sa vyuziva
predovsSetkym na extrakciu polarnych a zasaditych zlucenin, rezidui pesticidov, potravin
ale aj na analyzu dalSich skupin zli€enin vritane farmaceutik, mykotoxinov
a polycyklickych aromatickych uhlovodikov v §irokej Skale zlozitych matric akymi
su napriklad miso, ryby, plna krv, vino ¢i poda [54, 51, 55].

Vyvoj metddy QuUEChERS bol prevratny a preto sa postupne optimalizoval tak, aby
vzdy zahfial pouzivané tlmivé roztoky pocas extrakcie a zaroven tak, aby sa zlepsila
stabilita analytu a kvalita extraktu. V sucasnosti existuji dve bezne pouzivané¢ metody
medzi ktoré patri metdda s oznacenim: EN 15662 : 2008, ktord pouZiva na extrakciu
citratovy tlmivy roztok a druhd metéda: AOAC 2007.01, ktora v extrakénom kroku
pouziva tlmivy roztok s kyselinou octovou [56, 53]. Pouzivané mnozstvo vzorky,
organického rozpustadla a extrakénych zmesi v najviac pouzivanych QuEChERS

metodach je znazornené v Tab. 2 [56].
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Tab. 2. QUEChERS met6dy s pouzivanym mnozstvom vzorky, organickych rozpustadiel a extrakénych
zmesi upravené podl'a [56].

Metdéda Mnozstvo Org?fl :cke Extrakéna zmes
vzorky rozpust’adlo
15ml 1% o .

AOAC 2007.01 15 | by ose] 08 beIZVSOd-‘g;‘;flnsggff’naty’
v ACN ~ B y

4 g bezvody siran hore¢naty,
) 1 g chlorid sodny,

EN 15662:2008 10g 10 ml ACN 1 5 it e @l
0,5 g citrat sodny seskvihydrat

Metoda EN 15662:2008 je podobna povodnému postupu metdédy QuEChERS z roku
2003, len je doplnend o citratové soli, ktoré sa pridaju do skimavky pocas extrakcie.
Na precistenie pomocou disperznej SPE sa zvyCajne pouziva 1 ml ACN extraktu
so 150 mg bezvodého siranu hore¢natého a 25 mg primarneho sekunddrneho aminu
(PSA) na gram vzorky [56].

V sucasnosti vsak existuje mnozstvo modifikacii QUEChERS metddy v zavislosti
od analyzovanych vzoriek a pouzitych matric. Meni sa mnozstvo a typ pouzitej vzorky,
zvoleného rozpustadla a pridanych extrakénych soli. V pripade suchych matric je vhodné
do extrakcie pridat’ uréité mnoZstvo vody. Dalej sa upravuje pH, technika trepania,

¢1 mieSania a d’alej aj samotné doba extrakcie [55].

Postup QuEChERS extrakcie spociva v nasledujicich krokoch zobrazenych
aj na Obr.7 [50]:

e Extrakcia sledovanych latok do organického rozpustadla — najcastejSie ACN
alebo ethyl acetat, i aceton.

e (Oddelenie jednotlivych faz pridanim bezvodého siranu hore¢natého a inymi
sol'ami ako napriklad chloridu sodného, ¢i octanu sodného. Bezvody siran
horeCnaty odstraiiuje zvySkova vodu a pri jeho hydratacii dochadza
k exotermickej reakcii (teplota vzorky sa mdze zvysit az na 40 °C), o moze
zvysit ucinnost’ extrakcie [52].

e Trepanie na trepacke a centrifugécia.
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e Clean-up step: precistenie supernatantu sa vykonava pomocou disperznej SPE
ato pridanim PSA alebo pomocou sorbentu C18, grafitizovanej sadze
(,,graphitized carbon black®, GCB), ¢i Z-Sep s cielom vylucenia moznych
interferujicich zlicenin ako su napriklad organické kyseliny, lipidy, urcité
polarne pigmenty, karotenoidy, bielkoviny, chlorofyl alebo cukry [53].

e (Centrifugacia.

e Analyza preCisteného extraktu pomocou kvapalinovej, ¢i plynovej
chromatografie zvycajne v spojeni s hmotnostnym spektrometrom alebo UV
detektorom [39].

V pripade, Ze sa analyza neuskuto¢ni hned’ po extrakcii, vzorky sa odparia do sucha
v koncentratore apred planovanou analyzou sa rekonStituuji v mobilnej faze

kompatibilnej s pouzitym analytickym systémom [39].

Vzorka

Extrakcia

Clean-up
step

Koncentrovanie

Rekonstitiacia

A A A A A 4

UHPLC - MS

Obr. 7. Postup analyzy vzorky metddou QuUEChERS upravené podla /39].

Vyber vhodného sorbentu na precistenie extraktu sa voli na zaklade vlastnosti pouzitej
vzorky, ktoré by mohli rusit’ analyzu. NajcastejSie vyuzivanym sorbentom je PSA, ktory
odstrafiuje najbeznejSie zlozky matrice ako mastné kyseliny, cukry a niektoré idnové
lipidy, vd’aka ¢omu je jeho pouzitie vyhodné pri analyze rastlinnych produktov [56, 53].

Avsak niektoré druhy ovocia a zeleniny maju vysoky obsah nepolarnych pigmentov

(karotenoidy, chlorofyl), alebo obsahuju vel’ké mnoZstvo tuku a preto sa vyzaduje d’alSie
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Specifické precistenie pomocou GCB. GCB patri medzi dobry retenény sorbent, ktory
je vysokouc¢inny pri odstrafiovani pigmentov a preto sa casto pridava spolu s PSA
a siranom hore¢natym ako stcast’ ¢istiaceho kroku disperznej SPE. Okrem neziaducich
pigmentov moze nechcene zadrzat’ aj sledované analyty predovsetkym urcité pesticidy
(cyprodinil, tiabendazol, hexachlorbenzén). Jeho pouZzitie pri priprave vzoriek sa vyuziva
najma pri analyze plynovou chromatografiou. Dévodom je hromadenie sa latok s vysSou
molekuldrnou hmotnost'ou v injekénom porte a na ¢ele koldny, Co si vyzaduje CastejSiu
udrzbu chromatografického pristroja. Sorbent C18 sa vyuziva prevazne na precistenie
extraktu v matriciach neobsahujucich lipidy. Pri latkach s vysokym obsahom lipidov
moéze dojst’ k zniZzeniu vytaznosti [56]. Na druhej strane sa sorbent Z — Sep odporuca

na analyzu hydrofébnych analytov v matriciach obsahujtcich > 15 % lipidov [53].

3. Kvapalinova chromatografia

V sucasnosti patri kvapalinova chromatografia (,,liquid chromatography*, LC) medzi
jednu z najrozsirenejSich separaénych technik v rutinnej ale ivedeckej praxi [44].
Principom tejto separanej metddy je oddelovanie zloziek v analyzovanej zmesi na
zdklade mnohondsobného opakovaného wustalovania rovnovdhy medzi dvoma
nemiesitelnymi fdzami — staciondrna (SF) a mobilna (MF). Nepohyblivou fazou je SF,
ktora je ukotvend na tuhom nosici v chromatografickej kolone vo forme sorbentu. V LC
je MF kvapalina, ktora cez sorbent pretekd a so sebou unasa aj jednotlivé latky. Tieto
zlozky sa odseparujii na zdklade odliSnych interakcii prebiehajicich na SF a MF.
Separacia dvoch analyzovanych latok A, B zo vzorky pomocou LC je znazornena
na Obr. 8 [57, 58].

Eltcia jednotlivych zloziek zmesi sa moZe uskutocnit’ za pouzitia izokratickej elticie
(rovnaka elucna sila), alebo gradientovej elucie, ¢o znamena, Ze zloZzenie MF sa behom
elicie meni v prospech silnejSej elucnej zlozky. Detekcia separovanych latok
vychéadzajucich z analytickej kolony sa detekuje vo vhodnom detekénom systéme
a namerany signal je prevedeny do podoby chromatografického
zaznamu — chromatogramu, ktory je charakteristicky elu¢nymi krivkami gaussovského

tvaru — piky [57, 58].
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Obr. 8. Separacia dvoch analyzovanych latok A, B zo vzorky v chromatografickom systéme upravené
podla /57].

NajcastejSim usporiadanim LC je vysokoucinnd kvapalinova chromatografia (,,high

performance liquid chromatography*, HPLC), ktora sa sklada z nasledujucich casti: [57]

e Zasobniky MF.

e Degasér (odplynovac) - jeho ulohou je odstranit’ rozpustené plyny
nachadzajuce sa v MF, ktoré by mohli tzv. zavzdusnit’ vysokotlakové pumpy
a spdsobit’ tak kolisanie tlaku v systéme.

e Vysokotlakové cerpadlo —umoziuje prenos MF do chromatografického
systému za urcitého tlaku.

e Davkovac vzorky (autosampler) — nadavkuje mnozstvo vzorky.

e Chromatografickd kolona na ktorej prebieha samotna separicia latok,
umiestnend v termostate.

e Detektor.

e Pocita¢ a vyhodnocovaci software.

Analyza cielovych farmaceutik v ziskanych extraktoch sa zvycajne uskutocniuje
pomocou HPLC, ktord je preferovand pred plynovou chromatografiou
(,,gas chromatography*, GC), pretoze mnoho z lieCiv je termolabilnych. Separacia
hl'adanych lieCiv sa vo vicSine pripadov vykonava na SF - C18 sreverznou fazou
s pouzitim rdoznych typov MF [39]. V stcasnej dobe vSak vyvoj chromatografickych

technik smeruje k rychlejSim separacidm so zachovanim alebo zlepSenim ich ucinnosti,
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rozliSenia alebo citlivosti daného merania. Pre ziskanie takejto separacie sa pracovalo
na zmensovani ¢astic chromatografického sorbentu, ¢o vSak so sebou prinasalo spétné
zvySovanie tlaku v systéme a preto sa v roku 2004 vyvinula nova inStrumentélna metoda
akou je ultra-vysokoucinna kvapalinova chromatografia (,,ultra-high performance liquid
chromatography“, UHPLC). Této separacnd metdda vyuziva pre zvySenie u¢innosti
separacie a skratenie C¢asu analyzy analytické kolony s ¢asticami mens$imi nez 2 um.
V porovnani s HPLC sa velkost’ ¢astic pohybuje od 2,5 — 5 pm. Kvdli vysokym spatnym
tlakom v UHPLC systéme musi pristroj pracovat’ s tlakom vyssim ako 100 MPa, ¢i 1000
bar, na rozdiel od HPLC, kde chromatograficky pristroj pracuje s tlakom okolo 40 MPa,
¢14000 bar. Z dovodu vyssich tlakov v UHPLC systéme sa kladie doraz na ¢astii vymenu
komponentov pristroja, ¢o je ekonomicky narocné. Vyhodou UHPLC, ktord na druhe;j
strane prispieva k niz§im nakladom na separaciu patri mensia spotreba MF a to z dévodu

jej nizsieho prietoku [57, 59, 60].

3.1. Kvalitativne a kvantitativnhe hodnotenie

Medzi charakteristické veli¢iny pre kazdd separovanu latku patri eluény (retencny)
¢as - tr, a elu¢ny (retencny) objem - Vr.. Elu¢ny cas separovanej latky je doba, ktora
prejde od nastreku analyzovanej vzorky na analyticki koldénu, az po dosiahnutie

maximalnej elu¢nej krivky (vrcholu piku) [57, 61].
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Obr. 9. Kvantitativne a kvalitativne hodnotenie separovanych latok. tr - eluny Cas separovanej latky, to—
elu¢ny Cas nezadrzovanej zlozky (mftvy elu¢ny ¢as), A — plocha piku, h — vyska piku. Na osi y je
znazornend odozva UV detektoru v jednotkdch mAU. Obrazok bol prevzaty od [/57].
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Elu¢ny objem je objem MF, ktord za tento Cas preteCie analytickou kolénou. Mftvy
elucny cas - to je Cas nezadrzovanej zlozky (inertnej latky) na analytickej kolone, ktora
sa pohybuje rovnakou rychlostou ako MF. Spomenuté elu¢né casy, plocha pod pikom

(A) a vyska piku (h) st zndzornené na Obr.9 [54].

Kvalitativne hodnotenie

Na identifikaciu separovanych latok v HPLC sa pouzivaju tr a Vr. Tieto udaje
sa ziskaju integraciou piku za pomoci chromatografickych vyhodnocovacich softwarov.
Dalsou moznostou akou je mozné identifikovat’ latky v zmesi je pouzitie $pecifickych
detektorov akymi je napriklad nuklearna magnetickd rezonancia (,,nuclear magnetic
resonance‘, NMR) ¢i hmotnostny spektrometer (,,mass spectrometry®, MS).

NMR poskytuje presné, detailné tidaje o Strukture molekuly, zatial’ ¢o ziskané spektra
MS poskytuji udaje o molekulovej hmotnosti, izotopickom zastipeni, ¢i fragmentoch
molekul (MS/MS). Principom je identifikdcia spektier Standardnych latok so spektrami
nezndmych vzoriek, ktoré sa analyzovali za rovnakych chromatografickych podmienok

alebo sa porovnavaju s vytvorenou kniznicou spektier [44].

Kvantitativne hodnotenie

Kvantitativnym hodnotenim separovanej latky je vzt'ah medzi plochou pod pikom (A)
alebo vyskou piku (h) a mnozstvom eluovanej latky. Vyhodnotenie pikov prebieha
pomocou chromatografickych softwarov. Pri vyhodnocovani sa dbé na spravne urcenie
zaciatku a konca piku, urceni zakladnej linie na chromatograme a ur€eni plochy (vysky)
piku. Metdda, ktord sa pouZiva pre vyhodnotenie plochy (vysky) Standardu sa pouzije
na vyhodnotenie plochy alebo vysky stanovovanej zliceniny. Zavislost medzi
nameranou plochou (vyskou) piku a nezndmou koncentraciou sledovanej latky sa urci

za pomoci Standardov [44].

Z oblasti inStrumentélnej analyzy su pouzivané najmai klasické metody ako napriklad:
e Metoda vonkajSieho Standardu.
e Metoda pridavku Standardu.

e Metoda vnutorného Standardu s vyuzitim kalibracnej krivky [44, 62].
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Metoda vonkajsSieho Standardu

Kvantitativne hodnotenie pomocou metdédy vonkajSieho Standardu je v laboratérnej
praxi najtypickejSie, pretoze patri medzi najjednoduchSie sposoby vyhodnotenia
nezndmych latok. Pouziva sa v pripade, ak su vSetky vzorky a Standardy svojimi
vlastnostami rovnocenné o presne znamej Cistote [44, 63]. K vyhodnoteniu pouziva
kalibracnu krivku, ktoré sa zostroji za pomoci 5 az 7 kalibracnych Standardov o znamej
koncentracii. Toto meranie sa opakuje 2 az 3 krat. NajvyhodnejSie krivkou je linearna
kalibra¢na krivka, pretoze umoziuje najspolahlivejsie vysledky [44]. Nezndme mnozstvo

latky je ur¢ené pomocou vyhodnocovacej analytickej funkcie:
X; = a+ bg;

kde x; je hodnota veli¢iny X pre koncentraciu c¢;, b je smernica kalibraénej priamky, ktora

vyjadruje citlivost’ metody, a je posunutie (isek) na osi y znadzornené na Obr. 10 [44].
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30 000

b = tangens o
20 000

10000 a=nuseknaosiy

A4 1 L L L 3

0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0

¢;, koncentricia

Obr. 10. Kalibracna krivka s vyjadrenim zavislosti plochy piku na koncentracii analytu upravené podla

[44].

32



Metoda pridavku Standardu

Pouziva sa pri analyze zlozitejSich vzoriek. Porovndva analyticky signal vzorky
so ziskanym signalom po pridani znamych Standardov rovnakého druhu ako

je stanovovana latka [44].

Metoda vrutorného Standardu s vyuzitim kalibracnej krivky

Vyhodou tejto metddy kvantitativneho hodnotenia je uskutocnenie celej analyzy
v jednom néstreku vzorky na kolénu. Zndma koncentracia roztoku vnutorného standardu
(,internal standard”, IS) je pridané k analyzovanému roztoku neznamej vzorky
a analyzovanému roztoku Standardu. IS je vhodné pridat’ na zaciatku analytického
postupu z dovodu mozného ovplyvnenia stanovovanej latky alebo Standardu ré6znymi
zmenami pracovnych podmienok. V takomto pride st IS astanovovana latka

ovplyviované rovnako [44].

Vhodne zvoleny IS pre kvantitativnu analyzu by mal spifiat’ nasledujice kritéria:
e oddelit sa od vSetkych zloziek analyzovanej vzorky,
e clucia v blizkosti sledovanej latky,
e 0dli$na molekulovd hmotnost’ od molekulovej hmotnosti analytu,
e podobné fyzikdlne a chemické vlastnosti s analyzovanou latkou,

e IS by sa nemal nachadzat’ v povodnej vzorke a ovplyviiovat’ analyzu [44, 64].

Metdda IS vyuZiva metddu kalibracnej krivky, kedy sa k Standardnym roztokom
analytov prid4 konStantny objem IS o zndmej koncentracii. Rovnaky postup plati aj pri
analyze neznamych vzoriek. Zmeria sa kalibra¢na krivka, ktord zndzorfiuje zavislost’
koncentracie analytu (cx) na pomere plochy analytu (As) alIS (Ars) (vid Obr.11).

Z vytvorenej kalibra¢nej krivky sa vypocita neznama koncentracia analytu [44].
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Obr. 11. Metdda vnttorného Standardu s vyuzitim kalibra¢nej krivky upravené podla [44].

Dobre zavedend a interpretovana kalibracné krivka je nevyhnutnd pre spravnu kvalitu
ziskanych udajov. Dva najbeznejSie pouzivané regresné modely pre kalibra¢né krivky
st linearne a kvadratické regresie pomocou nevazeného a vazeného regresného algoritmu
najmensSich S$tvorcov. Spravne zvoleny véhovy faktor je urCeny vztahom medzi
Standardnou odchylkou reakcii pristroja a koncentraciami (x). Moze sa tak zvolit’ vdhovy
faktor 1, 1/x alebo 1/x?, ktory vyrovna nepresnosti medzi bodmi kalibracnej krivky.
Vyznamna odchylka od linearity o jeden najvyssi bod kalibracnej krivky moze
dominovat’ vSetkym ostatnym bodom vo vypoctoch. Pre kvantitativne bioanalytické
analyzy je vhodné pouzit’ vahovy faktor 1/x%, pretoZze medzi koncentraciou a odchylkou

reakcii pristroja existuje linearny vztah [65].

3.1.1. Vybrany interny Standard

Na zéklade spominanych kritérii bol pre tento experiment ako IS zvoleny mebendazol
(MEB), ktory podobne ako ABZ patri do skupiny benzimidazolovych antihelmintik.
Ma vel'mi podobné fyzikalno - chemické vlastnosti ako parentnd latka a nie je zlozkou
nachadzajucou sa v analyzovanej matrici. MEB s tr — 7,426 min. eluuje v blizkosti ABZ

s tr — 7,224 min. Chemicka Struktara MEB je zndzornena na Obr. 12 [66, 44].
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Obr. 12.Chemicka §truktira MEB upravena v Chemdraw podla [/66].

4. Kvantifikacia latok pomocou LC-MS

Analyza sledovanych latok pomocou LC-MS prindsa mnohé vyhody akymi
su napriklad vysoka citlivost’ analyzy, selektivita, rychlost’, spol'ahlivost’ ¢i moznost’
automatizacie. Principom MS je prevedenie sledovanych molektl na idny pomocou
ionového zdroja, rozdelenie vzniknutych iénov podla ich pomeru hmotnosti a naboja
(m/z) pomocou vhodného analyzatora a nakoniec meranie ich mnozstva prostrednictvom
detektoru [67, 44, 68].

KItcovou sucastou MS je analyzator, v ktorom dochadza v prostredi vakua
k separacii i6nov. Najviac rozsirenym vdaka svojej cenovej dostupnosti, vysokej
citlivosti, robustnosti a Specificite je trojity kvadrupoélovy analyzator (QqQ). Jeho
uplatnenie je prevazne pri analyze pesticidov alebo v rutinnej kvantitativnej analyze
diagnostickych biochemickych markerov. QqQ pracuje v Styroch rezimoch akymi
su sken produktovych i6nov, sken prekurzorovych idénov, sken neutralnych strat

a sledovanie rozpadu i6nov [44, 69, 67].

Sken produktovych ionov

Qi Q2 - collision cell Q3

ions

o

to detector
from ion source

» o S

Obr. 13. Sken produktovych iénov. Obrazok prevzaty od [67].

Skenovanim sa ziskavaju kompletné informdécie o fragmenticii vybraného i6nu.

Vyuziva sa pre identifikaciu latok alebo na ur¢enie vhodnych prechodov pre kvantifikaciu
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v monitorovani vybranej reakcie (,,selected reaction monitoring”, SRM). Princip
skenovania produktovych i6nov je zobrazeny na Obr. 13, kedy QI vyberd ion
s definovanou hodnotou m/z, ktory sa fragmentuje v koliznej cele Q2 a nasledne pracuje

v rezime skenovania Q3 v definovanom rozsahu m/z [67, 44].

Sken prekurzorovych ionov

@El@gi'@g;’

lons & to detector
from ion source..

@@E)@E

Obr. 14. Sken prekurzorovych i6nov. Obrazok prevzaty od [67].

Jeho pouzitie spociva v sledovani molekul s rovnakou funkénou skupinou s typickou
fragmentaciou i6nov. V porovnani so skenovanim produktovych idénov, pracuje QI
v rezime skenovania i6nov s urcitym m/z, ¢im do koliznej cely Q2 postupne prepusta
16ny so zvySujicou sa hodnotou m/z, ktoré st nasledne fragmentované. Q3 prepusti len
Specificky fragment i6nu, ktory je nasledne detekovany (vid Obr.14) [67].
Pre kvantifikacné experimenty je vyber spravneho prekurzorového a produktového ionu
podstatny. Zvolené iény by mali mat’ v spektre vysoku intenzitu. Dalej by mali vznikat
len ionizéciou prislu§ného analytu, tak aby bola zaistena dostatocna Specifita analyzy [44,

70, 68]

Sken neutralnych strat

ions to detector

B
from ion source

Obr. 15. Sken neutrdlnych strat. Obrazok prevzaty od [67].

Aj v tomto rezime sa sleduji molekuly s rovnakou Struktirou. Skenovanie neutralnych
strat sa vyuZziva v pripade derivatizacie, kedy naviazané funkéné skupiny latok zvySuju

ionizaciu a pri fragmentacii poskytuju neutralny fragment. Q1 a Q3 skenuji iény stiCasne
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s konStantnou diferenciou m/z, ktora predstavuje neutrdlny fragment, ktory vznikol

v koliznej cele (vid’ Obr. 15) [67, 68].

Sledovanie rozpadu ionov

ions
. to detector
> — >

from ion source

Obr. 16. Monitorovanie vybranej reakcie - SRM. Obrazok prevzaty od /67].

Na Obr. 16. je znazornené ako Q1 vybera prekurzorovy i6n, ktory sa v koliznej cele
Q2 fragmentuje za optimalnych podmienok koliznej energie na najintenzivnejsi produkt,
ktory je vybrany pomocou Q3 a nésledne detekovany. SRM patri medzi vel'mi citlivy,
Specificky a vysoko selektivny mod vyuzivany pri kvantifikacii analyzovanych latok.
Dokaze kvantifikovat vopred zname alebo ocakdvané zlu¢eniny ato s pomocou
vhodného nastavenia SRM prechodu. Hmotnostny prechod urcuje kvalitu analyzy
a je definovany dvoma hodnotami m/z, ktoré zodpovedaju prekurzoru a produktu.
Vyhodami SRM je vysoka rychlost merania jedného bodu prislusného hmotnostného
prechodu, ¢o znamend, Ze v jednej analyze pomocou SRM sa dokaZe zmerat’ stovka
analytov, €o sa oznacuje aj ako monitorovanie viacerych reakcii (,,multiple reaction

monitoring*“, MRM) [44, 67, 68].

Pre kvantifikaciu s pomocou LC-MS sa najcastejSie vyuziva metdda IS, ktory sluzi
ako korekény faktor metddy ale aj moznej straty vzorky pocas jej upravy [44, 70].
Pred uskuto¢nenim kvantifikacie sledovanych latok v zlozitych matriciach je potrebné

vykonat’ validaciu metddy, aby sa zaistila jej presnost’, spravnost’ a spol'ahlivost’ [44, 64].
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5. Ciele prace

Zamerom tejto diplomovej prace bolo monitorovanie Sirenie ABZ a jeho vybranych

TP - ABZSO a ABZSO> z vykalov oviec (osetrenych ABZ) v pol'nohospodarskej pdde.

Ciel'om bolo:
1. Sledovanie do akej vzdialenosti (10, 25, 30, 40, 60, 75 cm) a do akej hibky
od ov¢ieho trusu (v dvoch roznych gramézach 35 ga 105 g) na pol'nohospodérsku

pddu, sa rozsiri parentna latka a jej TP v priebehu 13 tyzdnov od aplikacie trusu.

2. Kvantifikdcia vybranych TP aparentnej latky v polnohospodarskej pode
s pomocou LC-MS.
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EXPERIMENTALNA CAST

6. Pouzité chemikalie, pristrojové vybavenie a pracovné pomocky

Dostupnost’ materialu pre tento experiment bola zaistena katedrou biochemickych vied

Farmaceutickej fakulty Univerzity Karlovej v Hradci Kralové.

6.1. Chemikalie

Aldifal — Mikrochem s.r.o0. Pezinok, SR

Albendazol - Sigma-Aldrich Praha, CR

Albendazol sulfoxid - Sigma-Aldrich Praha, CR

Albendazol sulfon - Sigma-Aldrich Praha, CR

Mebendazol — Sigma-Aldrich Praha, CR

Acetonitril — v UHPLC-MS kvalite od VWR International s.r.o. Praha, CR

Kyselina mravéia — LC-MS LiChropur ™, 97,5 - 98,5 % od Sigma-Aldrich Praha, CR

Amoniak — Penta, Praha, CR

Etanol - Penta, Praha, CR

Ultracistda voda — pripravend z deionizovanej vody systémom Milli-Q, Millipore,
Bedford, MA, USA

Citronan sodny dihydrat p.a. — Lach:ner, Praha, CR

Siran hore¢naty bezvody ¢. — Lach:ner, Penta, Praha, CR

Citronan sodny seskvihydrat — ROTH, Praha, CR

Chlorid sodny p.a. — Penta, Praha, CR

6.2. Pristrojové vybavenie

Analytické vahy — Sartorius CP225D
Laboratorne vahy — Kern 440-43N
Trepacka — Heidolph Multi Reax
Vortex - V-1 PLUS, BIOSAN

Roler — Dlab MX-T6-S

Centrifuga — Eppendorf 5810 R
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Viékuovy koncentrator — Concentrator 5301, Eppendorf

Systém c¢istenia vody — Millipore, Milli Q

Ultrazvukovy kupel — K10, Kraintek, SR

Hlbokomraziaci box (-20 °C) - Liebherr

Kvapalinovy chromatograf — UHPLC Shimadzu Nexera, Japonsko
Hmotnostny spektrometer — Shimadzu 8030 Triple Quadrupole, Japonsko

6.3. Pracovné pomocky

V experimentalnej Casti boli pouzité: stojany na skimavky a mikroskimavky,
laboratérne sklo (odmerny valec, fl'ase so zavitom (¢ire, hnedé sklo, kadicka), keramicka
miska s ti¢ikom, sito s velkostou oka 2 mm, obojstranna chemické lyZi¢ka, manuélny
davkovac s nastavitelnym objemom, skiimavky Eppendorf (5 ml, 15 ml, 50 ml),
nesterilné pipetovacie Spicky Eppendorf, nitrilové rukavice, sklenené vialky, inzerty,
jednorazové filtre (LUT Syringe Filters PTFE, 4 mm, 0,22 pm, pk/1000
Labstore/European Laboratory Footprint), jednorazové sterilné trojdielne striekacky 1ml

(Medilab CR), automatické pipety (Research Plus, Eppendorf).

6.4. Priprava mobilnej faze, priprava Standardov, organického

rozpust’adla, extrakénej zmesi, kalibracnych kriviek a ich rozsah.

6.4.1. Priprava mobilnej faze

MF bola pripravend z chemikalii s vyhovujicou analytickou kvalitou a Cistotou pre
pouzitie na analyzu pomocou LC-MS. Pre tento experiment bola pouzita gradientova
elicia MF skladajuca sa z dvoch zloziek (A) a (B).

Zlozka (A) sa pripravila pridanim 0,1 % kyseliny mravcej k objemu ultracistej vody.

Zlozka (B) sa pripravila pridanim 0,1 % kyseliny mravcéej k ACN.
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6.4.2. Priprava zasobnych roztokov Standardov

Zasobné¢ standardné roztoky ABZ (0,2653 mg/ml), ABZSO (0,2813 mg/ml), ABZSO>
(0,2973 mg/ml) a MEB (0,2953 mg/ml) boli pripravené rozpustenim kazdej zluceniny
v dimetylsulfoxide (DMSO). Takto pripravené Standardné roztoky sa skladovali pri 4 °C.

6.4.3. Priprava pracovnych roztokov Sstandardov

Pracovné roztoky boli pripravené nariedenim zasobnych roztokov Standardov 10-krat

a 100-krat v ACN pre konstrukciu kalibra¢nych kriviek.

6.4.4. Priprava organického rozpust’adla

Na pripravu 500 ml organického rozpustadla (ACN s pridavkom 1 % amoniaku)
pouzitého pri QuEChERS extrakcii sa do odmerného valca pridalo 495 ml ACN.
Nésledne sa v digestore dopitetoval objem 5 ml amoniaku. Vzniknuty roztok organického

rozpustadla sa uchovéaval na tmavom a suchom mieste.

6.4.5. Priprava extrakénej zmesi

Extrak¢énd zmes sa pripravila navaZenim:
e 136 g siranu hore¢natého bezvodého,
e 34 g chloridu sodného,
e 34 g citronanu sodného dihydratu,
e 17 g citronanu sodného seskvihydratu.

Takto navdzena zmes sa dobre premiesala a uskladnovala v uzavretej tmavej sklenenej
nadobe na suchom mieste. Na extrakciu jednej vzorky pody pomocou modifikovanej
QuEChERS metody bolo pouZitych 6,5 g extrakénej zmesi. Preto sa z vytvorenej zmesi
do 15 ml eppendorfiek navazilo po 6,5 g extrakénej zmesi. Takymto spdsobom vzniklo

presne 34 extrakénych zmesi, ktoré boli pouzité pre jednotlivé extrakcie pody.
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6.4.6. Priprava kalibra¢nych kriviek a ich rozsah

Pripravil sa celkom 8 kalibraénych roztokov v triplikdte o danej koncentracii
sledovanych analytov (ABZ, ABZSO, ABZSO; a MEB), kde koncentracia IS - MEB bola
v kazdom bode kalibra¢nej krivky rovnaka (vid’. Tab. 3). Kalibra¢né krivky sa zostrojili

ako v MF tak aj pre slepti maticu, aby sa zabranilo uc¢inkom matice.

Tab. 3. Jednotlivé body kalibra¢nej krivky a ich koncentracie sledovanych analytov.

Analyt
Bod kalibracnej | ABZSO | ABZSO: ABZ MEB
krivky (ng/ml) | (png/ml) | (ng/ml) | (ng/ml)
1. 0,002813 | 0,002973 | 0,002653 | 1.47650
O 0,014065 | 0,014865 | 0,013265 | 1.47650
3. 0,022504 | 0,023784 | 0,021224 | 1.47650
4. 0,028130 | 0,029730 | 0,026530 | 1.47650
5. 0,140650 | 0,148650 | 0,132650 | 1.47650
6. 0,281300 | 0,297300 | 0,265300 | 1.47650
7. 0,703250 | 0,743250 | 0,663250 | 1.47650
8. 1,406500 | 1,486500 | 1,326500 | 1.47650

7. Priebeh experimentu

Podny experiment prebiehal za prirodzenych podmienok na pol'nohospodarskom

druzZstve v Bysti (Zemé&delska akciova spolecnost Byst, 533 22 Byst' 169).

Ked’ze experiment prebiehal v prirodzenom prostredi, bol sledovany aj mesacny tthrn

zrazok, ktory by mohol mat’ vplyv na namerané koncentracie sledovanych latok.
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Pol'nohospodarske druzstvo v Bysti sa nachddza na tGzemi Pardubického kraja,
kde za rok 2020 napadlo 898 mm zrazok. Podl'a dat z Ceského hydrometeorologického
ustavu napadli zrazky v Pardubickom kraji prevazne vo februari, letnych mesiacoch
(jan, august) a septembri. Experiment prebiehal v ¢asovom rozmedzi od marca do konca

maja 2020 a zrazky napadané v tychto mesiacoch st zvyraznené v Tab. 4. [71].

Tab. 4. Uzemné zrazky v roku 2020 upravené podla /71].

UZEMNE ZRAZKY V ROKU 2020
KRAJ Uhrn zre(i\i/c;li ria)l mesiac = Uhrn z(iléii)ll; )za rok
januér 19
februar 96
marec 39
april 17
maj 67
jun 216
Pardubicky 898
jul 63
august 128
september 89
oktober 108
november 28
december 26

7.1. Podanie albendazolu a odber vzoriek trusu

Ov¢i trus pouzity v tomto experimente ma charakter zmesi a pochddza od 10 ovci
domécich, ktorym bola podavand suspenzia ABZ (Aldifal) v preventivne; davke
10 mg/kg Zivej hmotnosti. V tomto experimente boli ABZ lieceni samci do 1 roku.
Ovce boli samostatne ustajnené a trus im bol zbierany po dobu 24 hodin od podania

z dovodu kinetiky lieciva. Celkova hmotnost’ nazbieraného trusu presahovala 5 kg.
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Pomocou metddy kvartacie bola zvolend reprezentativna vzorka trusu 1500 g z ktore;j
prevazna Cast’ bola aplikovana na experimentalne pole. Zbytok ov¢ieho trusu bol pouzity
pre kvantitativnu a kvalitativnu analyzu obsahu sledovanych latok pre neskorSie

porovnavanie vysledkov.

7.2.Aplikacia trusu na experimentalne pole

Podl'a vyskumného tstavu rastlinnej vyroby je vhodné hnojit’ pol'nohospodarsku podu
mastalnym hnojivom na jar pred vegetacnym obdobim, a preto bol zaciatok pol'ného
experimentu smerovany na zaciatok marca 2019. Experiment bol zopakovany na jar o rok
neskodr za rovnakych podmienok.

Reprezentativne vzorky zbieraného ovcieho trusu boli aplikované na povrch
pol'nohospodarskej pody, rozdelenej na dve Casti v tesnej blizkosti 16 hlavnych rastlin.
Z tychto rastlin bolo pohnojenych 8 rastliniek d’ateliny la¢nej (7rifolium pratense), ktoré
sa oznacili Cervenou vlajkou a 8 rastliniek lucerny siatej (Medicago sativa) oznacenych
zltou vlajkou (vid’ Obr. 17). Obe z tychto zvolenych rastlin patria medzi bezné¢ krmoviny
pasucich sa zvierat [40].

Monitorovanim koncentréacii vybranych TP v rastlink4ch sa zaobera d’al$ia diplomova

praca na Katedre biochemickych vied v Hradci Kralové.

Obr. 17. Aplikacia ovcieho trusu na experimentalne pole.
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Ov¢i trus bol aplikovany v blizkosti rastlin v mnozstve 35 g a 105 g. Tieto gramaze

aplikovaného trusu boli zapisané na bielu znacku, ktora bola zapichnutd v mieste

pohnojenej pddy. Styri rastliny dateliny luénej sa pohnojili 35 g ovéieho trusu a zvy$né

Styri sa pohnojili 105 g ovcieho trusu lieCenych zvierat. Rovnaky postup hnojenia

bol pouzity aj pre hnojenie lucerny siate;.

Tymto sposobom hnojenia tak vznikli 4 skupiny :

1. Styri rastliny d’ateliny li¢nej pohnojenej 35 g ovéieho trusu.

> » D

Styri rastliny d’ateliny li¢nej pohnojenej 105 g ovéieho trusu.
Styri rastliny lucerny siatej pohnojenej 35 g ové&ieho trusu.

Styri rastliny lucerny siatej pohnojenej 105 g ovéieho trusu.

Mnozstvo ABZ, ABZSO a ABZSO: nachadzajicich sa v ovéom truse, ktory

bol aplikovany na experimentalne pole je vyjadrené v Tab 5. Jednotlivé miesta hnojenia

rastlin boli vybrané na zaklade budiceho odberu vzoriek pody tak, aby kdpky ovcieho

trusu boli od seba dostato¢ne vzdialené.

Tab. 5. Mnozstvo TP nachadzajucich sa v jednotlivych gramoch trusu aplikovanych na

experimentalne pole.

Pohnojend | Hmotnost | Koncentracia | Koncentracia | Koncentracia
rastlina trusu (g) ABZ (ng) | ABZSO (ng) | ABZSO: (pg)
W Jaclina 35 14 499 )
lucna
2 ckupina| d2clina 105 40 1496 126
lucna
[y uccma 35 14 499 42
Siata
BRe  ucoma 105 40 1496 126
siata
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7.3. Odber vzoriek pody

Odber vzoriek pddy prebiehal v ¢asovych rozostupoch ato 2, 3, 5, 8 a 13 tyzdnov
od aplikacie ovc€ieho trusu lieCenych zvierat na pol'nohospodarsku podu. Od pohnojenych
rastlin bol vymedzeny radius 75 cm, v ktorom sa odoberali jednotlivé vzorky pody
vo vzdialenostiach 10, 25, 30, 40, 60, 75 cm znazornenych na Obr. 18. Smer odberu

vzoriek pddy bol vykondvany v smere hodinovych ruciciek.

@ miesto odberu vzorky pédy

O primarna rastlina

@ ovéitrus

- 10 cm
25cm
= 30 cm

= 40 cm
60 cm

= 75cm

Obr. 18. Grafické znazornenie odberu vzoriek pddy z jednotlivych vzdialenosti od aplikécie ovcieho
trusu k primarnej rastline.

Zarovei bola odobrana vzorka pddy v dvoch rozdielnych hibkach 0-1 cm a 1-5 cm
ako je zndzornené na Obr. ¢.19., ato pomocou Specialnej odberovej supravy urcenej
pre zeminu. Z dovodu nenahraditelnosti miesta daného podneho profilu bol odber
vzoriek vykonavany z jednotlivych polomerov za sebou.

V urceny den odberu (napr. 2. tyzden od aplikdcie trusu) sa vykonali odbery pody
vo vzdialenosti 10 cm od primarnej rastliny v prvej a druhej hibke, d’alej vo vzdialenosti
25 cm v prvej a druhej hibke a takto sa pokradovalo v odberoch zo vietkych uréenych

vzdialenosti od primarne;j rastliny.
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Obr. 19. Jednotlivé hibky odberu vzoriek polnohospodarskej pody a cirkulacia parentnej latky, jej
metabolitov vytvorenych rastlinou alebo ovcou domacou z trusu lieCenych zvierat.

7.4.Uprava vzoriek pody pred extrakciou

Spravne oznafené a odobraté vzorky pddy zjednotlivych casovych intervalov,
stanovenych vzdialenosti od primarnej rastliny a dvoch hibok boli pokladané na Tad.
Vsetky odobraté vzorky boli pred planovanou extrakciou susené v suSiarni pri teplote
30 °C po dobu 12 hodin, aby sa zabranilo degradécii sledovanych zltcenin.

Z troch vzoriek, ktoré sa uz d’alej nepouzivali sa stanovil obsah pddnej vlhkosti.
Tieto vzorky boli zvazené a suSené v peci pri teplote 110 °C do konStantnej hmotnosti.
Nasledne sa v tychto vzorkdch vypocital obsah pddnej vlhkosti, ktory udava, kol'ko
gramov vody sa nachadza v 100 g analyzovanej vzorky [72]. Vzorec na vypocet obsahu

vlhkosti v pdde je zndzorneny na Obr. 20.

Obr. 20. Vypocet obsahu vlhkosti v pode upravené podla [72].
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Vzorky vysusenej pody sa zomleli v keramickej miske ti¢ikom a preosiali sa cez sito
s vel'kostou oka 2 mm. Z pddy zomletej na jemny prasok sa pripravili zmesi. Zmes pddy
pre prva hibku sa pripravila navazenim priblizne 20 g vzorky pody odobratej
z miesta 1. skupiny (4 rastlinky d’ateliny li¢nej pohnojenej 35 g ovcieho trusu) s 20 g
vzorky pody z miesta 3. skupiny (4 rastlinky lucerny siatej pohnojenej 35 g ovcieho
trusu). Rovnako sa pripravila zmes pddy pre 105 g ovcieho trusu ato zmieSanim
odobratych vzoriek z 2. a 4. skupiny. Cely tento postup sa zopakoval aj pre vzorky pody
odobratej z druhej hibky. Tymto zmie$anim pddy nam vznikli 4 zakladné zmesi pody

znazornené v Tab.6.

Tab. 6. Vytvorené zmesi pody (I-1V) z dvoch odobratych hibok od primarnych pohnojenych rastlin.

Zmes pddy | Hibka Pohnojené rastliny
L 1. d’atelina (35 g) + lucerna (35 g)
II. 1. d’atelina (105 g) + lucerna (105 g)
II1. 2. d’atelina (35 g) + lucerna (35 g)
Iv. 2. d’atelina (105 g) + lucerna (105 g)

Kazda z vytvorenych zmesi pody (I-IV) bola odobratda z kazdej vzdialenosti
od primarnej rastliny pohnojenej ovéim trusom ato z 10 cm, 25 cm, 40 cm, 60 cm
a75cm. To znamend, ze kazd4d vytvorend zmes I-IV je Specificka pre odobrati
vzdialenost’ a hibku vzorky pody.

Nasledne sa z tychto vzniknutych zmesi pddy navazili pomocou analytickych vah
triplikdty s2,0g pddy do 50ml skumaviek Eppendorf skoénickym dnom,
ako je zndzornené na Obr. 21. Takto pripravené triplikaty pody sa pred extrakciou

uskladnili v mraziacom boxe pri teplote -20 °C.
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Obr. 21. Vazenie vzorky pddy na analytickych vahach.

7.5.Extrakcia sledovanych latok z pody

Hradané latky boli z pody extrahované pomocou modifikovanej metdédy QuEChERS
(EN15662 :2008).
Postup sa skladé z nasledujtcich krokov:
e extrakcia sledovanych latok s vynechanim precistovacej faze,
e zakoncentrovanie sledovanych latok,

e rekonstitucia v MF.

Pracovalo sa s vopred navazenou zmesou pody (2,0 g) oznacenou na skumavkach
ako ZMES LILIII, pretoze kazda vzorka pddy sa extrahovala v triplikate ako mdzeme
vidiet’ na Obr. 22. Pre lepSiu orientaciu pri extrakcii bola kazda zo vzoriek oznacena

arabskou Cislicou, s ktorou sa pracovalo po cely Cas extrakcie.
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Obr. 22. Navazené a oznacené vzorky pddy v triplikate.

Extrakcia sledovanych ldtok s vinechanim precistovacej faze

Do pripravenych 50 ml skimaviek s navdZenou pddou (2,0 g) sa pridalo 5 ml
ultra¢istej vody a nasledne sa napipetovalo 20 ul (0,0295 mg/ml) IS. Dalej sa pomocou
manudlneho ddvkovaca s nastavitelnym objemom pridalo 10 ml ACN s pridavkom 1 %
amoniaku. Jednotlivé roztoky sa zl'ahka krazivym pohybom premiesali. Nasledovalo
pridanie extrak¢nej zmesi (6,5 g), ktora sa do 50 ml skimaviek pridavala na dvakrat
z dovodu lepSiecho premieSania sa s poddou a pridanymi roztokmi. To znamena,
ze polovica extrakénej zmesi sa vysypala do 50 ml skimavky spddou, jemne
sa premieSala a nasledne sa dosypal zvySok extrak¢nej zmesi.

Tato zmes sa spolu s pddou aroztokmi na minitu premieSala pomocou vortexu.
Miesanim vznikla exotermickd reakcia, ktora vzorky pody zahriala na vysoku teplotu,
preto sa na par minut vlozili do nadoby s 'adovou drt'ou ako je zndzornené na Obr. 23.
Nasledovalo pretrepanie vzoriek na trepacke s casom trepania 30 min, pri vyssej rychlosti
ako je zndzornené na Obr. 24.

Po pretrepani vzoriek na trepatke nasledovala centrifugacia vzoriek pri 3000 x g
na 18 min. Scentrifugovanim sa zlozky oddelili do jednotlivych fadz znézornenych

na Obr. 25.
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Obr. 24. Pretrepanie vzoriek pody na trepacke.
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Obr. 25. Rozdelenie faz extrakcie.

Zakoncentrovanie sledovanych ldatok

Prvé mnoZstvo supernatantu (4 ml) sa opatrne odpipetovalo do 5 ml skimavky
Eppendorf. Toto mnozstvo sa dalo odparovat’ do koncentratoru na priblizne 2 — 3 hodiny
pri 30 °C (V-AL).

Po odpareni sa do skumaviek pridalo druhé mnozstvo supernatantu (4 ml) a opat’
sa za rovnakych podmienok odparilo dosucha v koncentratore. Celkovy objem
odpareného supernatantu z kazdej vzorky bol 8 ml.

Po zakoncentrovani vzoriek v koncentratore sa do 5 ml skimaviek pridalo 200 ul ACN
s pridavkom 1 % amoniaku. Nasledovalo pretrepanie na trepacke pocas 30 minit pri
vysSej rychlosti. Nésledne sa skimavky vlozili do ultrazvuku na dobu 10 — 15 minaut.
Po vytiahnuti z ultrazvuku sa eSte raz pretrepali v trepacke na priblizne 5 — 10 mintt.
Takto rozpusteny odparok sa prepipetoval do pripravenych a oznacCenych vialiek,
ako je zobrazené na Obr. 26 abez vrchnacikov sa dal odparovat do koncentratoru
pri 30 °C na 60 mindt.

Zakoncentrované vzorky pddy vo vialkdch sa pripravili na rekonstiticiu
v minimalnom objeme MF. Analyza pomocou LC sa uskutoc¢nila, az ked” boli vSetky
vzorky vyextrahované a pripravené. Preto sa pred uskladnili v hlbokomraziacom boxe

pri - 20 °C ako je znazornené na Obr.27.
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Obr. 26. Rozpusteny odparok pripraveny na zakoncentrovanie v koncentratore.

Obr. 27. Zakoncentrované vzorky pody uskladnené v hlbokomraziacom boxe pred rekonstiticiou v MF.

Rekonstitucia v MF

Vysusené extrakty pody skladované pri -20 °C v hlbokomraziacom boxe
sa rekonstituovali v minimalnom objeme MF. Do vialiek sa napipetovalo 30 pl ACN
a nasledne sa vialky vlozili na 10 minat do ultrazvuku. Po pdsobeni ultrazvuku sa vialky
umiestnili na roler, kde sa eSte cca 10 mint premieSavali, ako je zachytené na Obr.28.
Nasledovalo pridanie 70 pl ultraistej vody apostup s pdsobenim ultrazvuku
a premieSavanim na roleri sa zopakoval.

Rozpustené extrakty sa prefiltrovali cez jednorazové filtre PTFE s vel'kostou porov

0,22 um  pomocou  jednordzovych  injekénych  striekaciek  do  vialiek
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so sklenenymi inzertmi. To umoziiuje jednoduchsie nasatie vzorky a tym aj lepsi nastrek
na analyticki kolonu. Filtracia extraktov pred samotnou analyzou je zndzornena

na Obr. 29. Prefiltrovand vzorka pddy pripravend na analyzu pomocou LC-MS

je znazornena na Obr. 30.

Obr. 29. Filtracia extraktov pody pomocou jednorazovych PTFE filtrov a sterilnych striekaciek do
sklenenych vialiek.
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Obr. 30. Prefiltrovany extrakt pripraveny na analyzu pomocou LC-MS.

8. Stanovenie analytov pomocou LC/MS

Analyza vzoriek sa uskutociiovala pomocou UHPLC pristroja s pouzitim trojité¢ho
kvadrupoélového hmotnostného analyzatora. VSetky merania sa uskutocnovali v reZime
ionizaciou elektrosprejom (,,ElectroSpray lonization, ESI) v pozitivnom moéde, pretoze
tento rezim poskytoval lepSiu citlivost pre sledované =zluceniny. Hmotnostny
spektrometer bol vrezime SRM so sledovanim vybranych prechodov i6nov.
Specifické podmienky SRM sa optimalizovali priamym néastrekom §tandardnych
roztokov ABZ, ABZSO, ABZS0O; a MEB do pristroja. Pre kvantitativnu analyzu bol ako
IS pouzity MEB so sledovanim jeho relativnych ploch pikov (plocha piku hladanej
zlt€eniny / plocha piku IS) a na korekciu vzniknutych chyb v krokoch pripravy vzorky
na analyzu.

Ziskané data sa analyzovali pomocou softvéru LabSolution LC-MS ver. 5.93
(Shimadzu, Japonsko). Udaje sa uvadzali ako aritmeticky priemer + SD (n=3) z

pripravenych a analyzovanych triplikatov.
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8.1. Chromatografické podmienky

Podmienky za ktorych sa vykonavala chromatograficka analyza v tomto experimente

s zndzornené¢ v Tab. 7. Ako SF bola pouzitd analytickd koléna Zorbax vhodna

na separaciu kyslych zasaditych a inych vysoko polarnych zlacenin pomocou HPLC

s reverznou fazou. MF pozostavala z dvoch zloziek s pouzitim linearneho gradientu.

Tab. 7. Pouzité chromatografické podmienky.

CHROMATOGRAFICKE PODMIENKY

Zorbax RRHD Eclipse Plus C18 (150x2.1 mm,

Analyticka kolona 1.8 pm) - (Agilent Technologies, Waldbronn, Nemecko)
Pozostava z dvoch zloziek:
MF A —ultracistd voda s pridavkom 0,1 % kyseliny mravce;j
B — ACN s pridavkom 0,1 % kyseliny mravcej
Rychlost’ prietoku .,
MF 0,4 ml/minatu
0 minata — 15 % B,
Gradient MF 8 minuta — 40 % B,

10 minata — 95 % B.
Potom nasledovala 1 minuta izokratického vymyvania.

Nastrek na

analyticku kolonu bl
Teplota‘kolonoveho 40 °C
priestoru
Analyzator Trojity kvadrupol (QqQ)

Kalibracna krivka

Pre kvantitativne vyhodnotenie analyzovanych vzoriek bola pouzitd metdda IS

s vyuzitim kalibra¢nej krivky. Kalibra¢na krivka bola vytvorend z 8 bodov o zvySujuce;j

sa koncentracii v pg/ml sledovanych zli¢enin ako bolo zndzornené v Tab.3. v kap. 6.4.6.
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Pri zostrojeni kalibra¢nej krivky zmeranej v matrici bol pouzity vahovy faktor 1/x>.
Vzorce kalibra¢nych kriviek jednotlivych TP su uvedené v Tab. 8. Kalibracné krivky

pre jednotlivé TP st zndzornené na Obr. 31 — Obr. 33.

Tab. 8. Vzorce kalibra¢nych kriviek pre jednotlivé TP.

ANALYT | VZOREC KALIBRACNEJ KRIVKY
y = 2,54152 x + 0,00137588
ABZ "2 =0,9866462
r =0,9933007
y = 0,899239 x + 0,0006043999
ABZSO "2 =10,9983148
r=0,9991571
y = 0,366578 x + 0,000145100
ABZSO: r"2=10,9982173
r=0,9991082

M| <> Calibration CurvedSpectium Yiew

A calib Curve |} spectrum

= 2,5415% + 0,001 37588
"2 = 0,9866462 1=0.99333007

Area Ratio

0,00 0,25 0,50 075 Conc. Ratio

Obr. 31. Kalibra¢na krivka — ABZ
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B <> Calibration CurvesSpectium Yiew

A_ calib Curve b Spectrum

' = 0,899239 + 00006043599
"2 =0,9983148 1=0.9391571

Area Ratio

Bp0 025 05 075  Conc Ratio

Obr. 32. Kalibra¢na krivka — ABZSO

B <> Calibration Curve/Spectium Wiew

A calib Curve A spectrum

' = 0,366578- + 0000145100
"2 =10,9982173 1=0.9391082

Area Ratio

0,35

0,30

= =
) [
=1 LR
Lo Do b Ty

[=1
—
£n

0,10

=1
=1
o

'

000 02 050 075 Conc. Ratio

Obr. 33. Kalibra¢na krivka - ABZSO;
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Chromatogramy

Na Obr. 34 je znazorneny SRM prechod realnej vzorky pddy s tr sledovanych
latok — ABZSO, ABZSO», ABZ a IS. Na nasledujucom chromatograme (vid’ Obr. 35) st

znazornen¢ namerané piky Standardnych roztokov sledovanych zlicenin v 5. bode

kalibra¢nej krivky.

2APEEED TIC() 3:14) ABZ-502 TIC(+) 428 ez TICE)
3000042 AB| SOMIBE 30 DHENGS B5E0@) OF 15,0 3:14) ABZ-S02 298,0000>158,9000(+) CE: 36,0 426) MBZ 296,0000>263 8500(+) CH- -23,0
:-23,0 3:14) ABZ-S02 298,0000>265,9000(+) CE: -21,0 4:26) MBZ 296,1000>105,0500(+) CH: -86 .0
123 -39,0 3:14) ABZ-802 298,0000>223,8500(+) CE: -29,0 4:26) MBZ 296 ,0000>77,0000(+) CE{-48.0
275004
250004
MEB
225004
20000+
17500+
ABZSO
15000+
12500+ I
1l
10000+ ‘
1
75004 |
5000+
ABZ
25001 ABZS0, \
\\ I
0 T T T T A‘ T T T —
20 25 30 35 40 45 5.0 55 6.0 65 7.0 85 min
’ Sy
Obr. 34. SRM prechod sledovanych zlucenin a IS.
1:10) ABZ-SO TIC(+) 2:14) ABZ-S02 TIC(+) FABZTIC(+)
30000+1:10) ABZ-SO 282,1000>239.8500(}) CE: -15.0 2:14) ABZ-SO2 298,0000>158,9000(+) CE: -36,0 4:26)MBZ TIC(+)
1:10) ABZ-SO 282,1000>207,9000(}) CE: -23,0 2:14) ABZ-SO2 298,0000>265.9000(+) CE: 21,0  3:ABZ 266,1000>234,0000(+) CE: -21
1:10) ABZ-SO 282,1000>190,9000(}) CE: -39,0 2:14) ABZ-SO2 298,0000>223,8500(+) CE: 29,0  3:ABZ 266,1000>190,8500(+) CE: -33
275004 3:ABZ 266,1000>158,9000(+) CE: -39,
4:26) MBZ 296,0000>263,8500(+) CH: 3,0
4:26) MBZ 296,1000>105,0500(+) CH 0
250004 4:26) MBZ 296,0000>77,0000(+) CE:}
225007 MEB
ABZSO
20000/
17500+ 1
“| ABZ
15000 |
|
12500 ‘ |
10000 ABZSO,
7500+
5000~
\_
T T T L oy o | A \V —
20 25 3,0 35 40 45 50 55 6,0 65 7,0 85 min

Obr. 35. Chromatogram §tandardnych roztokov sledovanych zlac¢enin v 5. bode kalibracnej krivky.
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Pomocou chromatografického pristroja  UHPLC boli zmerané a vyhodnotené

chromatogramy slepych vzoriek s pouzitim IS a bez IS, ktorym bol MEB. Slepé vzorky

urcené na kontrolu boli odpocitané od vzoriek pody.

Nizke piky sledovanych zlucenin - ABZSO a ABZSO: boli namerané aj v tychto

kontrolnych

slepych vzorkach ako je zndzornené na Obr. 36 aObr. 37

na chromatografoch slepej vzorky s IS a bez IS.

0} ABZ-50 TIC[+) T8y ABZ-502 TIC () TABZ TIC[)
300007110y ABZ-50 262,1000=239,8500(+) CE:-15,0 214y ABZ-502 298,0000=158,9000¢+) CE:-36,0 4:26) MBZ TIG(+)
10) ABZ-S0 282,1000>207,3000(+) CE:-23,0 2.14) ABZ-S02 288,0000-265,000(+) CE:-21,0  2:ABZ 266,1000=234,0000(+) CE:-21,
10) ABZ-50 282,1000>190,8000(+) CE:-38.0 2'18) ABZ-502 288,0000-223 8500(+) CE:-28.0  3:ABZ 766.1000>150.8500(+) CE: -33,
275000 FABZ 266,1000=158 9000+ CE: -38,
4:36) MBZ 296,0000=263,8500(+) CE' [ 0
4:26) MBZ 296,1000=105,0500(+) CE: (.0
250007 4:26) MBZ 296,0000=77,0000(+) CE: -
23500
20000]
175009
15000
125009
100004
75004
5000
25007 \ &\
a |
i T T T T T T T T T T T T
20 25 2.0 15 4.0 45 50 55 6.0 6.5 70 75 8.0 85 min
Obr. 36. Chromatogram slepej vzorky s IS.
T0) ABZ-50 TIC(+) 778) ABZ-502 TIC(+) TARZTICH
300007110y ABZ-50 262,1000=239,8500(+) CE:-15,0 274} ABZ-502 298,0000=158,9000(+) CE: 36,0 428 MBZ TICe
10) ABZ-50 282,1000>207 8000(+) CE:-23.0 2-14) ABZ-50Z 288,0000>285,8000(+) CE: -21.0 3ABZ 266,1000>234,0000(+) CE -P1.0
10) ABZ-50 282,1000=190,8000(+) CE:-38,0 214} ABZ-507Z 288,0000-233,8500{+) CE: -28,0 3ABZ 266,1000=180,8500(+) CE -i3,0
27500 387 266,1000=158 8000(+) CE-f8,0
4:26) MBZ 295,0000>263,8500(+) ¢E: -
426 MBZ 295,1000=105,0500(+) GE: -
250007 426 MEZ 295, 00005 77,0000+ CF -4¢
225009
20000]
17500
15000
12600
100004
7500
5000
25004 \ \
ol Al
1 T T T T f T T T T f T T T T T T T T T
200 225 250 275 300 325 350 TS 400 425 450 475 500 525 550 A75 GO0 B25 650 675 min

Obr. 37. Chromatogram slepej vzorky bez IS.
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Chromatogram zobrazujuci nastrek 10 pl MF (30 %ACN) je zndzorneny na Obr. 38.

10y ABZ-SOTIC{+) 214y ABZ-S0O2 TIC(+) FABZTIC(+)
3000041 -10) ARZ-S6¢ 282, 1000=238-B500(+) CE: =150 T4y ARZ-507 798, 0000=158,9000(+) CE: 36,0~~~ 2°75) MBZ TIC(#)
10y ABZ-50 282, 1000=207 8000{+) CE:-23,0 214y ABZ-502 398,0000=265,9000(+) CE: -21,0 3:ABZ 266,1000=234, 0000(+) CE:-21,0
10) ABZ-50 2821000=190,8000(+) CE:-38,0 214y ABZ-502 298,0000=223,8500(+) CE: -29,0 3:ABZ 266,1000=190,8500(+) CE:-33 0
27500 FABZ 268,1000=158,9000(+) CE:-25,0
4:26) MBZ 206 0000-263,8500(+) CE:-23,0
4:26) MBZ 296,1000=105 D500(+) CE:-36,0
250007 4363 MBZ 208 000077 00001+ CE -45.4d
22500
20000
17500
15000
12500
10000
7500
5000+
2600
0 : ; 7 : . 7 ; ; T : — : :
20 248 3.0 358 4.0 45 50 55 B.0 6.5 7.0 ER) 8.0 8A min
Obr. 38. Chromatogram znazoriiujuci nastrek 10 ul MF (30 %ACN).
. r 1 4
8.2. Podmienky hmotnostného analyzatoru
Podmienky, ktoré¢ boli pouzité na analyzu pomocou hmotnostného analyzatoru

ako napriklad ESI +, pouzitie dusika ako susiaceho a nebuliza¢ného plynu, tr, hodnoty

m/z ibnov, €i sledovanie vybranych reakcii pomocou SRM mddu st znazornené v Tab. 9

a Tab. 10.

Tab. 9. Pouzité podmienky hmotnostného analyzatoru.

PODMIENKY HMOTNOSTNEHO ANALYZATORU

Ionizacia ESI v pozitivnom moéde

Napiitie na kapilare 4,5 kV
Teplota 400 °C
Nebulizaény plyn dusik

Prietok nebuliza¢ného plynu 2,5 1/min.
Susiaci plyn dusik

Prietok suSiaceho plynu 12 1/min.
Kolizny plyn argon
ReZim SRM
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Tab. 10. Retencny ¢as, molekuldrna hmotnost’, molekularny vzorec a vybrané produktové idny analyzovanych zlucenin.

JtiEenina (i i m/zZ hodnoty ionov, molekuldrny vzorec Produktovy ién [M+H]*, m/z (kolizna
R [M-+HT y energia [eV])
ABZSO 3,259 282,10 C12H1sN30s3S 239,85 (-15), 207,90 (-23), 190,90 (-39)
ABZSO; 5,093 298,00 Ci12H15N304S 158,90 (-36), 265,90 (-21), 223,85 (-29)
ABZ 7,224 266,10 Ci12H15N30:8 234,00 (-21), 190,85 (-33), 158,90 (-39)
MEB 7,426 269,00 Ci6H13N303 263,85 (-23), 105,05 (-36), 77,00 (-49)
Tab. 11. Dalsie parametre stanovené s pomocou UHPLC - MS/MS.
Koncentracia ABZ ABZSO ABZSO,
pg/ml spravnost’ (%) | presnost (%) | spravnost (%) | presnost (%) | spravnost (%) | presnost (%)
ULOQ 1,32650 99+9 0.9 100 + 4 1.5 100+ 5 0.8
stredna QC (50 %) 0,66325 109 + 4 0.5 98 +£5 1.2 99 +3 2.5
stredna QC (30 %) 0,26530 111+£2 9.0 95+3 1.4 117+3 2.9
LLOQ 0,02653 125+3 3.0 112+4 6.0 59+7 14.0
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8.3.Validacia metody

Valida¢né parametre dolezité pre validaciu metddy zahriiujlice linearitu, smernicu
kalibracnej krivky, medzu detekcie (,,limit of detection®, LOD), medzu stanovitel'nosti
(,,limit of quantification®, LOQ) a vytaznost’ v % su zndzornené v Tab. 11. Najnizsi bod
kalibracie v kalibracnom rozmedzi kalibracnej krivky, ktorym je dolna medza
stanovitel'nosti (,,Jlower limit of quantification®, LLOQ) a najvyssi bod kalibracné¢ho
rozmedzia akym je hornd medza stanovitel'nosti (,,upper limit of quantification*, ULOQ)

pre jednotlivé TP su zndzornené v Tab. 12.

Tab. 12. Valida¢né parametre pre vzorky pddy analyzované s pomocou UHPLC - MS/MS.

ANALYT ABZ ABZSO ABZSO:
rozsah linearity 0,0026 — 1,3260 | 0,0028 — 1,4065 | 0,0029 — 1,4865
smernica 2,5415 0,8992 0,3665
prigmlsLalibtng 0,0014 0,0006 0,0001
krivky na osi y
korela¢ny koeficient (12) 0,9965 0,9996 0,9998
LOD pg/ml 0,0020 0,0020 0,0020
LOQ pg/ml 0,0026 0,0028 0,0029
vytaznost (%) 45-93 87— 112 47 - 54
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9. VYSLEDKY

Tato praca bola zamerand na monitorovanie rozS§irenia ABZ a jeho
TP - ABZSO a ABZSO> z vykalov osetrenych oviec domacich v pol'nohospodarske;j
pode. Ovce boli oSetrené doporuc¢enou davkou ABZ (10 mg/kg zivej hmotnosti).
Sledovalo sa rozsirenie ABZ a jeho TP z roznych gramazi (35 g a 105 g) ovc€ieho trusu
do pol'nohospodarskej pody v roznej vzdialenosti (10 cm aZ 75 cm) a hibke (1. a 2. hibka)
v priebehu 13 tyzdiov od aplikécie trusu.

Vo vzorkach pddy v prvych dvoch vzdialenostiach — 10 cm a 25 cm od pohnojene;j
primarnej rastlinky boli vyhodnotené vysledné koncentracie na zaklade vytvorenych
kalibra¢nych kriviek. Zo ziskanych koncentracii jednotlivych triplikdtov vzoriek bol
vypocitany aritmeticky priemer a smerodajna odchylka + SD (n=3), ktoré sa prepocitali
na pg/1 kg pody.

Vo vzorkach pddy vo vysSich vzdialenostiach, kde mnozstvo ABZ a TP bolo pod
limitom kvantifikécie, bolo vykonané semikvantitativne vyhodnotenie (plocha piku
sledovanej latky/ plocha piku IS). Namerané hodnoty ABZ sa na zaklade jeho relativnych
ploch pod pikom < LOD nevyhodnocovali.

Namerané plochy pod pikom analyzovanych vzoriek boli vyhodnotené pomocou
analytického software —u LabSolution LC-MS verzia 5.93. Aritmeticky priemer
asmerodajna odchylka ziskanych hodn6t sa vypocitala v aplikdcii Microsoft
Office — Excel. Ziskané  vysledky sa  graficky spracovali  pomocou

software - u: GraphPad Prism 8.

9.1.Kvantitativne vyhodnotenie

Namerané koncentracie TP v pg/kg v zavislosti od ¢asového intervalu odberu vzoriek
pody v priebehu 13. tyzdnoch si graficky znazornené na Obr. 39 — Obr.42 .
Po 2. tyzdnoch od aplikécie ov€ieho trusu sa uskutocnil prvy odber vzoriek pody, ktory
sa uskutocnil za¢iatkom marca. Posledny odber vzoriek pddy sa uskuto¢nil v 13. tyzdni

od aplikacie ovcieho trusu, ¢o vychédzalo na koniec méja.
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10cm - 1 hibka ABZ-S0, (35)
(

mm ABZ-SO, (105)

a 0
2 ABZ-SO (35)
g:I ' . Hoa I I mm ABZ-SO (105)

2. 3. 5. 7. 8. 13.
Tyzden

Obr. 39. Rozsirenie ABZSO a ABZSO ( pg/kg) vo vzdialenosti 10 cm od primarne;j rastlinky pohnojene;
35 ga 105 g ovéicho trusu v 1. hibke pody v rozli¢nych tyzdinoch odberu.

10cm - 2 hibka ABZ-SO, (35)

mm ABZ-SO, (105)

& &
g ABZ-SO (35)
gi h.. . I I B ABZ-SO (105)

2. 3. 5. 7. 8. 13.
Tyzde

Obr. 40. Rozsirenie ABZSO a ABZSO, ( pg/kg) Vo vzdialenosti 10 cm od primarnej rastlinky pohnojene;j
35 g a 105 g ovcieho trusu v 2. hlbke pddy v rozlicnych tyzdioch odberu.
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Namerané koncentracie ABZSO a ABZSO; v analyzovanej pode vzdialenej 10 cm
od pohnojenej primarnej rastliny v dvoch rozdielnych mnozstvach ov¢ieho trusu (35 g
a 105 g) a odobratej z 1. hibky zeminy sa pohybovali v rozmedzi od 0,031 do 78,57 ng/kg
(vid Obr. 39). Koncentracie ABZSO z pody pohnojenej 35 g trusu sa pohybovali
0d 0,1219 pg/kg v 5. tyzdni odberu az do 0,4492 pg/kg nameranych v 2. tyzdni.
Pri stanoveni ABZSO z pddy pohnojenej 105 g ov¢ieho trusu boli namerané koncentracie
vysSie ato v rozmedzi od 1,1611 ug/kg v 5. tyzdni az do 51,0671 pg/kg v 13. tyzdni
odberu. Koncentracie TP zo 105 g ovéieho trusu v 1. sledovanej hibke boli najvyssie
v poslednom meranom tyzdni.

Na Obr. 40 st znazornené¢ koncentracie ABZSO a ABZSO; namerané v 10 cm
av 2. hibke od primarnej rastliny. Podobne ako aj v 1. (vid’ Obr. 39) tak aj v 2. hibke
sa v 3. tyzdni namerali mierne zvySené koncentracie TP do < 5 pg/kg a v nasledujicom

sledovanom tyzdni namerané koncentracie TP klesli <1,5 pg/kg.

25cm - 1 hlbka ABZ-S0, (35) < LOQ
1004 mm ABZ-SO, (105)
2 ABZ-SO (35)< LOQ
gi . . i i ) B ABZ-SO (105)
o 20T
<
2 1.5
1.0
0.5
0.0-
2. 3. 5. 8. 13.
Tyzden

Obr. 41. Rozsirenie ABZSO a ABZSO, ( pg/kg) vo vzdialenosti 25 cm od primarnej rastlinky pohnojene;j
35 g a 105 g ovéieho trusu v 1. hlbke pody v rozli¢nych tyzdiioch odberu.
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25cm - 2 hibka ABZ-S0, (35) < LOQ
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0.5 Li
0.0 - -
2. 3. 5. 8. 13
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Obr. 42. Rozsirenie ABZSO a ABZSO: ( ng/kg) vo vzdialenosti25 cm od primarnej rastlinky pohnojene;j
35 g a 105 g ovcieho trusu v 2. hlbke pody v rozli¢nych tyzdinoch odberu.

Vo vzdialenosti 25 cm od primarnej rastliny pohnojenej 105 g ovcicho trusu
v1. a 2.hibke s namerané koncentracie TP v pg/kg z pody ako je znazornené na Obr.41
a Obr. 42. ABZSO sa adsorboval viac do 1. hibky, zatial’ ¢o ABZSO2 bol v 3. a 5. tyzdni
odberu v oboch sledovanych hibkach takmer nezmeneny. Koncentricie ABZSO

a ABZSO; namerané z pddy pohnojenej 35 g ovcieho trusu boli < LOQ.
9.2.Semikvantitativne vyhodnotenie

Relativne mnozstvo TP nachadzajucich sa v 1 kg pddy v zdvislosti od ¢asového
intervalu odberu vzoriek pddy v tyZdnoch su graficky zndzornené na Obr. 43 — Obr. 54.

V tejto diplomovej préci boli semikvantitativne vyhodnotené vzdialenosti 10 cm, 25 cm,

40 cm, 60 cm a 75 cm od aplikécie ov¢ieho trusu v pol'nohospodarskej pode.
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Obr. 43. Rozsirenie TP na zdklade ich relativnych ploch pod pikom prepocitané na 1 kg pody vo
vzdialenosti 10 cm od primarnej rastlinky pohnojenej 35 g a 105 g ovc¢ieho trusu v 1. hlbke pddy v
rozli¢nych tyzdnoch odberu.

Na Obr. 43 su znazornené vysledné plochy pod pikom TP namerané v rozli¢nych
tyzdioch odberu. Vysledky ukazuju, Zze hodnoty TP nameranych zo 105 g ov¢ieho trusu

v poslednom 13. tyzdni vyrazne stipli az na ABZSO - 31785 area ratio’kg, ABZSO>
18368 area ratio/kg.

10cm - 2 hibka ABZ-SO, (35)

(

40000:1 mm ABZ-SO, (105)
20000 | . ABZ-SO (35)
4000 -
o B ABZ-SO (105)
2000
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- L] -
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2. 3. 5. 8. 13.
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Obr. 44. Rozsirenie TP na zéklade ich relativnych pléch pod pikom prepocitané na 1 kg pody vo
vzdialenosti 10 cm od primarnej rastlinky pohnojenej 35 g a 105 g ov¢ieho trusu v 2. hlbke pddy v
rozli¢nych tyzdinoch odberu.
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V druhych hibkach zobrazenych na Obr. 44 sa namerané plochy pod pikom vyrazne
neodlidovali od 1. hibky. Prevladajui namerané hodnoty TP z pddy pohnojenej 105 g

ovcieho trusu.

25cm -1 hibka

ABZ-S0, (35)
400004- mm ABZ-SO, (105)
20000 ABZ-SO (35)
> 4000 )
£ S0 mm ABZ-SO (105)
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Obr. 45. Rozsirenie TP na zaklade ich relativnych ploch pod pikom prepoéitané na 1 kg pody vo
vzdialenosti 25 cm od primarnej rastlinky pohnojenej 35 g a 105 g ov¢ieho trusu v 1. hlbke pody v
rozliénych tyzdnoch odberu.

V prvej hibke a vzdialenosti 25 cm od pohnojenej rastlinky namerané hodnoty area
ratio’kg TP poklesli, kde najvyssiu plochu pod pikom mal ABZSO — 2215 area ratio/kg,
v pdde pohnojenej 105 g trusu odobratej v poslednom tyzdni odberu (vid’ Obr.45).
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Obr. 46. Rozsirenie TP na zaklade ich relativnych ploch pod pikom prepoéitané na 1 kg pody vo
vzdialenosti 25 cm od primarnej rastlinky pohnojenej 35 g a 105 g ovéieho trusu v 2. hlbke pédy v
rozliénych tyzdioch odberu.

Na rozdiel od 1. hibky sa v 2. hibke na Obr. 46, pozoruje pokles nameranych area

ratio’kg ato prevazne zpody pohnojenej 35 g trusu, kde najvyraznejSie hodnoty

pozorujeme pri ABZSO; — 521 area ratio / kg v 3. tyZdni odberu.

V d’alSich vyhodnotenych vzdialenostiach od 40 cm — 75 cm sa odbery vzoriek pody

neuskutocnili v pravidelnych ¢asovych intervaloch, ako tomu bolo v pripadoch vyssie.

Predpokladalo sa, Ze mnoZstvo TP zov¢ieho trusu sa nebude do pddy rozSirovat

do vysSich vzdialenosti v tak kratkom casovom intervale. Preto sa odbery z vysSich

vzdialenosti uskutoc¢iiovali neskor. Pre vzdialenost’ 40 cm od aplikacie trusu na pole sa

odbery zacali odbery pddy vykonavat az v 3. tyZzdni po aplikdcii trusu na pole.

Pri vzdialenostiach 60 cm a 75 cm od pohnojenej rastlinky sa prvé odbery uskuto¢nili

v 3. a 5. tyzdni od hnojenia pddy trusom.
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Vo vzdialenosti 40 cm od primarnej rastlinky pohnojenej ovéim trusom sa odobrali
vzorky pddy v pravidelnych intervaloch okrem 2. tyzdna od pohnojenia rastlin. Namerané
hodnoty na Obr. 49 zobrazujt, ze ABZSO; adsorbovany zo 105 g trusu mal namerané
vyrazne vyssie 532 area ratio/’kg v 3. tyzdni odberu ako v nasledujucich odberoch, kedy

jeho namerané hodnoty zo 105 g trusu klesli na 31 area ratio/kg.

40cm -1 hlbka ABZ-S0, (35)
600 -
4001 l mm ABZ-SO, (105)
200 ABZ-SO (35)
3123 mm ABZ-SO (105)
2 60
S 40
T 20
<

-
o g o
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Tyzden

Obr. 47. Rozsirenie TP na zaklade ich relativnych ploch pod pikom prepocitané na 1 kg pddy vo
vzdialenosti 40 cm od primarnej rastlinky pohnojenej 35 g a 105 g ovcieho trusu v 1. hlbke pody v
rozliénych tyzdnoch odberu.

Do druhej hibky ako je znazornené na Obr. 50 sa opit dostali TP prevazne zo 105 g
ovcieho trusu. V 5. a 8. tyZdni odberu sa ABZSO: nenameral. Ale zaujimavé je, Ze o par
dni neskor (13. tyzden) sa jeho hodnoty namerali a to prevazne z pody pohnojenej 35 g
ovcieho trusu, ¢o by mohlo mat’ sivis so zaznamenanymi zrazkami v danom mesiaci

a lepSou adsorpciou lieciva do pody.
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Obr. 48. Rozsirenie TP na zdklade ich relativnych ploch pod pikom prepocitané na 1 kg pody vo
vzdialenosti 40 cm od primarne;j rastlinky pohnojenej 35 g a 105 g ov¢ieho trusu v 2. hlbke pody v
rozliénych tyzdnoch odberu.

Vo vzdialenosti 60 cm od hnojenia primarnej rastlinky sa vykonali odbery vzoriek
pddy z oboch hibok okrem 2. a 3. tyzdiia, kvdli spominanému predpokladu, Ze v danych
tyzdiloch a vzdialenosti hodnoty TP nebudu S§irit’.

Na Obr. 51 je v porovnani s predchadzajicimi vzdialenost'ami vidite'ny mierny narast
ABZSO v 1 - hibke pody pohnojenej 35¢g trusu v 5., 8. al3. odberovom tyzdni

vo vzdialenosti 60 cm.
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Obr. 49. Rozsirenie TP na zaklade ich relativnych ploch pod pikom prepocitané na 1 kg pody vo
vzdialenosti 60 cm od primarnej rastlinky pohnojenej 35 g a 105 g ov¢ieho trusu v 1. hlbke pody v
rozli¢nych tyzdnoch odberu.

V druhej hibke pody odobratej vo vzdialenosti 60 cm od pohnojenej rastlinky
sav 5. tyzdni odberu TP nedetegovali. Na Obr. 52 je viditelny pokles vsetkych TP
stanovenych z pohnojenej pddy. V 8. tyzdni sa stanovené hodnoty ABZSO z 35 g trusu

nenachadzali na rozdiel od 1. hibky, ¢o znamena, Ze ostava prevazne v 1. hibkach.

60cm - 2 hibka

ABZ-SO, (35)
2881 mm ABZ-SO, (105)
200 ABZ-SO (35)

3’123 mm ABZ-SO (105)

2 60

S 40 i

e 20 L

=

Obr. 50. Rozsirenie TP na zaklade ich relativnych ploch pod pikom prepocitané na 1 kg pody vo
vzdialenosti 60 cm od primarne;j rastlinky pohnojenej 35 g a 105 g ovcieho trusu v 2. hlbke pody v
rozliénych tyzdnoch odberu.
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Obr. 51. Rozsirenie TP na zéklade ich relativnych ploch pod pikom prepocitané na 1 kg pédy vo
vzdialenosti 75 cm od primarnej rastlinky pohnojenej 35 g a 105 g ov¢ieho trusu v 1. hlbke pody v
rozliénych tyzdnoch odberu.

75cm - 2 hibka ABZ-SO, (35)
gggi mm ABZ-SO, (105)
200 ABZ-SO (35)
B ABZ-SO (105)

g
—
o
=)

area ratio/ k
N A O
[ I s B e Y e ]
(-

—
o U o
L1y

II
5

Tyzden

. 8. 13.

Obr. 52. Rozsirenie TP na zéklade ich relativnych pléch pod pikom prepocitané na 1 kg pddy vo
vzdialenosti 75 cm od primarnej rastlinky pohnojenej 35 g a 105 g ov¢ieho trusu v 2. hlbke pody v
rozli¢nych tyzdnoch odberu.
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V poslednej sledovanej vzdialenosti - 75 cm od pohnojenej primarnej rastlinky
sa odbery vzoriek pddy uskutocnililenv 5., 8. a 13. tyzdni. Na Obr. 53 je vidite'ny pokles
ABZSO nameraného v 5. tyzdni 20,67 area ratio’kg pody pohnojenej 105 g trusu
v porovnani s prvou hibkou vo vzdialenosti 60 cm od pohnojenej rastlinky ABZSO - 105
area ratio/kg pody (vid’ Obr. 51).

V druhej hibke pddy vo vzdialenosti 75 cm od pohnojenej rastlinky boli namerané
hodnoty jednotlivych TP < 32 area ratio/’kg sledovanej pddy ako je znazornené
na Obr. 54. Z vysledkov vyplyva, ze hodnoty TP s vo vzdialenosti 75 cm nizke, ale stale

detekovatelné.
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10. DISKUSIA

V poslednych rokoch narastaji obavy o zivotné prostredie, hlavne ak ide o pouZzivanie
a vypustanie toxickych latok, vratane farmaceutik, do prostredia. Farmaceutické
pripravky predstavuji vyznamnu triedu znecistujicich latok vdaka svojej vysokej
spotrebe po celom svete a vysokej u¢innosti v nizkych koncentraciach [73, 74]. Najviac
Studované latky st antibiotikd, steroidy, ¢i lieky urcené na liecbu rakoviny. MensSia
pozornost’ je venovand antihelmintikam, ktoré sa vyuzivaju na terapiu helmintéz u l'udi
ale predovSetkym zvierat [75]. Benzimidazoly a makrocyklické laktony st najviac
pouzivanou skupinou antihelmintik v boji proti parazitickym cervom. Spravanie
makrocyklickych laktonov aich efekt na Zivotné prostredie bol popisany v rozsiahlej
stadii Lumaret akol. [76] scielom zhodnotit' stfasné poznatky oich ucinkoch
na necielové organizmy zijuce v suchozemskom a vodnom prostredi. AvSak detailné
informécie o ekologickom dopade benzimidazolovych antihelmintik nie si dostato¢ne
popisané [75, 76].

Hromadne vyuzivané Sirokospektralne benzimidazolové antihelmintikum - ABZ
sa vd’aka nizkej toxicite a vysokej i¢innosti pouziva na terapiu helmint6z po celom svete.
Jeho biotransformaciou v gastrointestindlnom trakte zvierat vznikaju dva hlavné
metabolity — ABZSO a ABZSO;, ktoré su vylucované stolicou a mocom liecenych
zvierat. Prave prostrednictvom zvieracich exkrementov sa méZe ABZ a jeho TP dostat’
do Zivotného prostredia a ovplyviovat tak menSie organizmy, predovSetkym bezstavovce
a rastliny rastiice na hnojenych pastvinach [21, 38, 5, 39]. Wang a kol. [77] sledovali
ucinok roznych koncentracii ABZ na rast, prezitie, reprodukciu a enzymové aktivity
dazdovky hnojnej. Posobenim vyssich koncentracii 10 mg/kg ! dosiahla imrtnost
dazd'oviek 53 %, ¢im bola preukézand priama toxicita ABZ pre ZivocCichy Zijice v pode
s potencionalnym ekologickym rizikom [77].

Spravanie sa antihelmintik v pode zavisi od mnohych faktorov, ktoré zahfiiaju
ich biodegradaciu, chemicku, fotochemickii a mikrobidlnu transforméciu, prchavost,
sorpciu, absorpciu rastlinami alebo organizmami ¢i transport do podzemnych vod [78].
Biodegradacia farmaceutik a ich sorpéné a desorpcné procesy su vel'mi dolezité, pretoze
moézu ovplyvnit' spradvanie chemikalii v Zivotnom prostredi. Migracia ABZ bola
Studovand Mutavdzi¢ Pavlovi¢-om a spol. [74] v rdoznych druhoch pddy a riecnych

sedimentoch na izemi Chorvatska. Tato Stidia preukazala, Ze afinita sorpcie ABZ je silne
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ovplyvilovand mnohymi faktormi akymi st fyzikdlno-chemické vlastnosti ABZ
a vlastnosti sedimentu alebo pddy. Vyrazny vplyv na sorpciu ABZ maju idénové sily a pH.
V porovnani s inymi farmaceutikami akymi su napriklad fluérchinolony a tetracykliny
preukdazal ABZ mierne silni sorpciu v pdde, ale na rozdiel od sulfonamidov je jeho
sorpcia v pode silnejsia [74].

Trus so zvySkami benzimidazolovych lieCiv sa cCastokrat pouziva ako hnojivo
a aplikuje sa na pol'nohospodarsku podu. Spravanie ABZ a fenbendazolu z trusu ovce
domaécej sledoval aj Porto aspol. [79] v dvoch réznych hibkach brazilskej pody —
pies¢itej a ilovitej pomocou metddy lahovania v pddnych stipcoch. V pieséitej pode
vykazovali sledované lie¢ivd a najmé ich poldrnejSie metabolity vySSiu pohyblivost,
&o viedlo k vylihovaniu TP — predovietkym ABZSO, az do 25 cm dizky podneho stipca.
V ilovitej pdde sa obe lie€iva zdrzali v hornych 10 cm pddy. Ich nizsia pohyblivost’ mohla
byt spdsobend vys§im obsahom ilu a organickych latok v matrici [79].

Osud benzimidazolov - flubendazolu a fenbendazolu v mastalnom hnoji
a pohnojenych poédach sktimal Kreuzig akol. [80] v laboratérnych a pol'nych
podmienkach. Vysledky ukézali, ze radioaktivne 14C znacené benzimidazoly stanovené
v testovacom hnoji mizli velmi pomaly. Po inkubacnej dobe (102 dni) obsahovali
extrakéné frakcie 72 % flubendazolu a 80 % fenbendazolu z povodnej radioaktivity.
Mobilita benzimidazolov v pohnojenej hlinitej a piescitej pdde sa odliSovala.

Z vys$ie opisanych $tadii vyplyva, Ze mnozstvo nameranych benzimidazolov sa meni
v zavislosti od ich rozpustnosti vo vode, pocasia a environmentalnych podmienok (druh
pody, teplota prostredia, miera sorpcie pddy, obsah organickych latok a podnych
minerdlov, pH pddy, i6nova sila) [78, 74, 79, 80].

Ked’Ze tento experiment prebiehal v prirodzenom prostredi na experimentalnom poli,
predpokladd sa, Ze mesacny uhrn uzemnych zraZzok, ktory bol znazorneny
v Tab. 4 v kapitole 7., by mohol mat’ vplyv na namerané koncentracie sledovanych TP.

V miji, kedy bol uhrn izemnych zraZzok 67 mm, sa uskuto¢nil odber vzoriek, ktory
zodpoveda 13. tyzdnu. V tento mesiac oproti ostatnym sledovanym mesiacom napadlo
najviac uzemnych zrazok v mm. Namerané koncentracie TP v pg/kg su v 13. tyzdni
vyrazne vysiie v prvych dvoch vzdialenostiach (10 cm a 25 cm) a 1. hibkach od aplikacie
ov€ieho trusu v porovnani snameranymi koncentrdciami TP v predchadzajicich
odberovych tyzdnoch. Napadnuté zrazky by tak mohli mat’ vplyv na lepSiu penetraciu
lie¢iva z trusu do pohnojenej pddy. Dalej sa pozoruje pokles nameranych koncentracii TP

vo vzdialenosti 10 cm a 5. tyzdni odberu, ktory bol vykonany v mesiaci april. MnoZstvo
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napadnutych zrdZzok v tomto mesiaci bolo zo vSetkych sledovanych mesiacov
najmensie — 17 mm. V porovnani scelym rokom 2020 v aprili napadlo najmene;j
uzemnych zrazok, ¢o znaci, ze bol najsuchsi mesiac.

Sledovanim rozsirenia TP do dvoch réznych hibok pody sa zistilo, Zze hodnoty TP boli
detekované aj v hibke 1-5cm (2. hibka). Podl'a ziskanych vysledkov je zrejmé, Ze
ABZSO sa najviac drzi v povrchovej vrstve pody (1. hibka).

Namerané koncentracie ABZ v ovCom truse, ktory sa aplikoval na experimentéalne
pole boli nizke (vid’ Tab. 5), preto jeho mnoZstvo v analyzovanej pdde bolo vel'mi nizke
az nedetekovatelné. Z toho dévodu sa sledovali plochy pod pikom TP. Zo ziskanych
vysledkov je zrejmé, ze TP boli namerané prevazne v pdde pohnojenej 105 g ov€ieho
trusu.

Vzhl'adom na znamu perzistenciu benzimidazolov v hnoji [80], vysledky ziskané
v tejto praci naznacuju, ze ABZSO a ABZSO> nachadzajuci sa vo vzorkach pody je
stanoveny aj v 13. tyzdni od aplikacie ovc¢iceho trusu liecenych zvierat na experimentalne
pole a preto moze byt potencialnym zdrojom dlhodobej kontaminécie pody.

Stanovenie rezidui antihelmintik v Zivotnom prostredi je dolezité a to hlavne kvoli
rizikam, ktoré pre ekosystém predstavuju [73]. Preto by bolo vhodné, aby sa v budtcnosti
uskutocnilo viac takychto experimentov, ktoré sa zaoberaju t¢inkom antihelmintik na

zivotné prostredie a objasnil sa ich mozny negativny dopad.
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11. ZAVER

Hlavnym zameranim tejto diplomovej prace bolo monitorovanie koncentracie

ABZ, ABZSO a ABZSO; v pol'nohospodarskej pode.

Zistenim bolo:

1.

Namerané koncentracie ABZSO a ABZSO> ukazovali celkovo vysSie
koncentracie v povrchovej vrstve pddy (0-1 cm) a pdde pohnojenej vACSim
mnozstvom ové&ieho trusu (105 g). Dalej vo vzdialenostiach blizsich k ovéiemu
trusu (10 — 25 cm) boli namerané koncentracie vyssie ako vo zvySnych meranych
vzdialenostiach. ABZSO a ABZSO; boli v pdde detegované aj v 13. tyZdni po

aplikacii trusu

Pomocou LC-MS metody s pouzitim IS boli vo vzorkach pddy kvantifikované
lebo semi-kvantifikované ABZSO a ABZSO,. ABZ bol pod limitom
kvantifikacie. Kvantifikacia bola moznéa vo vzorkéch zo vzdialenosti 10 a 25 cm
od aplikécie ovc€ieho trusu. Vzorky z d’alSich vzdialenosti boli vyhodnotené na

zaklade plochy pod pikom.
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Z0OZNAM SKRATIEK

ABZ
ABZSO
ABZSO;
TP

SFE

PP

LLE
SPE
SDME
DLLME
SPME
DPX
RAM
MIP
MeOH
ACN
QuEChERS

PSA
GCB
LC

SF

MF
DMSO
HPLC

CG
UHPLC

NMR
MS

Albendazol

Albendazol sulfoxid

Albendazol sulfon

Transformacné produkty

Superkriticka fluidna extrakcia (,,supercritical fluid extraction®)
Proteinova precipitacia (,,protein precipitation®)

Extrakcia z kvapaliny do kvapaliny (,,liquid-liquid extraction®)
Extrakcia na tuhu fazu (,,solid phase extraction®)
Mikroextrakcia do jednej kvapky rozpustadla

Disperzna mikroextrakcia z kvapaliny do kvapaliny
Mikroextrakcia na tuht fazu

Mikroextrakcia s vyuzitim Spiciek

Materialy s obmedzenym pristupom

Molekuldrne vtlacené polyméry

Methanol

Acetonitril

Rychla, l'ahka, lacna, efektivna, odolné a bezpecna

(,,quick, easy, cheap, effective, rugged and safe*)

Primarny sekundarny amin

Grafitizované sadze (,,graphitized carbon black*)

Kvapalinova chromatografia (,,liquid chromatography*)
Stacionarna faza

Mobilna faza

Dimetylsulfoxid

Vysokoucinna kvapalinova chromatografia

(high performance liquid chromatography“)

Plynové chromatografia (,,gas chromatography*)
Ultra-vysokou¢inna kvapalinova chromatografia

(,,ultra-high performance liquid chromatography*)

Nukledrna magneticka rezonancia (,,nuclear magnetic resonance*)

Hmotnostny spektrometer (,,mass spectrometry*)
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IS
MEB
SIM
SRM
MRM
QqQ
MS/MS
LOD
LOQ
LLOQ
ULOQ

Interny Standard (,,internal standard®, IS)

Mebendazol

Monitorovanie vybraného i6nu (,,selected ion monitoring*)
Monitorovanie vybranej reakcie (,,selected reaction monitoring*)
Monitorovanie viacerych reakcii (,,multiple reaction monitoring®)
Trojity kvadrupdl

Tandemova hmotnostna spektrometria

Medza detekcie (,,limit of detection®)

Medza stanovitel'nosti (,,limit of quantification‘)

Dolna medza stanovitel'nosti (,,Jlower limit of quantification®)

Horna medza stanovitel'nosti (,,upper limit of quantification)
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