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Anthelmintika jsou léky pouzivané k 1é¢bé a profylaxi infekénich onemocnéni
zptisobenych parazitickymi Gervy. V Ceské republice se pouzivaji piedeviim
ve veterindrni medicin¢. Pfi biotransformaci U¢inné latky vznikaji metabolity,
které se vylucuji spolu s parentni latkou stolici a mo¢i. Fenbendazol a dalsi podobné latky
se touto cestou mohou vsttebavat do pltidy a nasledné plisobit na necilové organismy
v prostiedi. Siroké vyuziti ma fenbendazol pii chovu hospodaiskych zvifat
a jelikoz zvifeci exkrementy jsou ¢asto dale vyuZzivany i k hnojeni, riziko obsahu lé€ivych

latek je tfeba cilené zkoumat.

Za timto ucelem bylo zapotiebi vyvinout a optimalizovat extrakéni metodu
a taktéz provést odpovidajici validaci analytické metody, jeZ budou nasledn¢ pouzitelné
pro realné vzorky v Zivotnim prostfedi. Pfedmétem samotného vyzkumu byla 1é¢iva latka
fenbendazol spolecné s metabolickymi produkty, fenbendazol sulfoxidem

a fenbendazol sulfonem.

Piida byla extrahovana pomoci metody QuUEChERS, jenz pracuje na principu
extrakce na pevné fazi. Metoda byla rozsifena o d-SPE krok. Pro detekci byla pouzita
chromatografickd metoda kombinovand s analyzatorem s hmotnostni detekci
(UHPLC- MS/MS). Tato kombinace je Siroce vyuzivand pii stanoveni stopovych

mnozstvi latek ve vzorcich zivotniho prostiedi.
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Anthelmintics are drugs used for the treatment and prophylaxis of infectious
diseases caused by parasitic worms. In the Czech Republic, they are mainly
used in veterinary medicine. During the biotransformation of the active substance,
metabolites are formed, which are excreted together with the parent substance in faeces
and urine. Fenbendazole and other similar substances can be absorbed into the soil
in this way and subsequently act on non-target organisms in the environment.
Fenbendazole is widely used in livestock farming, and since animal excrements are often
further used for fertilization, the risk of the content of medicinal substances

should be strictly monitored.

For this purpose, it was necessary to develop and optimize the extraction method
and also to carry out the corresponding validation of the analytical method, which will
subsequently be applicable to real samples in the environment. The assumption
of absorption of fenbendazole and its metabolic products, fenbendazole sulfoxide

and fenbendazole sulfone, into the soil was the subject of the research itself.

The soil was extracted using the QuEChERS method, which works
on the principle of solid-phase extraction. The QUEChERS method included d-SPE step.
For detection, a chromatographic method was used combined with a mass spectrometer
analyser (UHPLC-MS/MS). This combination is widely used in the determination of trace

amounts of substances in environmental samples.
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UuvoD

Produkty farmaceutického primyslu jsou pfitomny v kazdodennim Zzivoté témer
na kazdém rohu a anthelmintika nejsou vyjimkou. I pfes svilij nezpochybnitelny vyznam
maji tyto latky 1 svou negativni stranu. Lécivé latky, pfipadné jejich metabolity,
se nechténé dostavaji do zivotniho prostfedi a této problematice je zapotiebi vénovat
pozornost. Léciva v zivotnim prostredi predstavuji stale vétsi problém z diivodu stale
hojnéjsiho  vyuzivani. Stim souvisi nutnost vyvijet stile nové metody,
které by byly schopné stanovit jednotlivé latky, videdlnim piipadé nckolik latek
soucasn¢ vcetn¢ produktl jejich metabolismu. Stale totiz chybi uplné znalosti o osudu

1é¢iv a jejich metabolitli v environmentalnim prostredi.

Fenbendazol patfi mezi hojné¢ vyuzivand anthelmintika vyuzivand v chovu
hospodaiskych zvifat, a tedy vhodnym mistem pro zkoumdani potencidlniho ptestupu

této 1é¢ivé latky do Zivotniho prosttedi je praveé puda z farem vénujicim se tomuto chovu.

Ackoli véda a vyzkum stale nabyvaji rozmachu, k dispozici jsou pouze omezené
udaje tykajici se osudu veterinarnich 1é¢iv v zivotnim prostfedi obecné a pouze nékolik
¢lankl se zabyva konkrétn€ osudem anthelmintickych 1é¢iv v Zivotnim prosttedi.
Pidaje nepopiratelné velmi slozity systém, a tedy i samotny prikaz jednotlivych latek
vyzaduje spolehlivé Upravy. Cilem této experimentalni bakaldiské prace je vyvinout,
respektive optimalizovat metodu upravy vzorku, extrakce QuEChERS, a nasledné
dle potfeby optimalizovat UHPLC-MS/MS metodu pro zavérecnou analyzu,
ktera bude pouzitelna pro realné vzorky plidy ze dvou pilotnich farem v Orlickych

horéach.



TEORETICKA CAST

1 LECIVA V ZIVOTNIM PROSTREDI

Léciva predstavuji vyznamnou skupinu nové se objevujicich znecistujicich latek
zivotniho prostiedi (Wojstawski et al. 2019). Prestup 1é¢ivych latek, v¢éetné metabolita,
do zivotniho prostfedi je kontinudlni a masivni, proto je Ize povazovat
za kvaziperzistentni znecist'ujici latky (Syslova et al. 2019). Tyto latky mohou pochazet
jak od lécby lidi, tak 1 zvifat. Bohuzel na rozdil od 1éCiv pouzivanych u lidi,
jejichz exkrementy prochazeji Cistickami, 1éCiva pouzivana na farmach jsou vétSinou

na pastvinach ponechana svému osudu.

Pouziti 1é¢iv v chovu zvifat zpasobuje, ze se léCiva nasledné¢ dostavaji
do pidniho prostfedi v exkrementech na pastvinach, ptipadné¢ dale ve zpracovanych
hnojivech. V zavislosti na jejich chemickych vlastnostech mohou byt 1é¢iva absorbovéana
do pidy nebo vymyta destovymi srdzkami s naslednym vstupem do podzemnich vod.
V ramci sorpce se chemické latky mohou spojovat s pevnymi fazemi, jako je pida
(Wojstawski et al. 2019). Vzhledem k Sirokému vyuzivani se ocekava, Ze anthelmintika
budou mit zcela jisté dopady na suchozemské a vodni prostiedi (Boxall et al. 2004).
Pro pochopeni problematiky je nutné znat aktualni ptehled soucasné¢ho stavu znalosti
o globdlnim vyznamu a prevladajicich koncentracich 1é¢iv v Zivotnim prostredi.
Tomu se vénuje ve svém clanku Aus Der Beek (2016), kde jednozna¢né dochézi
k zdvéru, Ze ackoli si moderni medicinu jiz nedovedeme predstavit bez 1éciv,

pro Zivotni prostfedi jsou dnes jiZ globalnim problémem, ktery je tfeba fesit.

1.1 Anthelmintika a jejich soucasna problematika

Anthelmintické 1éky maji svou nezastupitelnou funkei v 1é¢bé infekci zpiisobenych
parazitickymi cervy, helminty. Mezi parazitické cervy ftadime ploché Ccervy,
motolice a tasemnice, a oblé cCervy, tj. hlistice. Helminthozy hospodaiskych zvirat
zpusobuji zna¢nou morbiditu i mortalitu, které se mohou v chovech projevit znacnymi

ekonomickymi ztratami (Bartikova et al. 2016, Horvat et al. 2012).

Anthelminticka 1é¢iva jsou d€lena do podskupin podle zplsobu piisobeni,
a predevsim podle jejich molekularni struktury. DéEli se na benzimidazoly, difenylsulfidy,

imidazothiazoly,  hexahydropyraziny, = makrocyklické laktony, salicylanilidy,
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tetrahydropyrimidiny a dalSi (Horvat et al. 2012). LécCiva, kterd v organismu rychle
metabolizuji, nebo se rychle vyluduji, nejsou vhodna pro profylaxi (Catar et al. 1991).
U¢inna antiparazitickd 16¢ba zavisi na schopnosti 1é&ivé latky dosahnout vysokych,
ucinnych a trvalych koncentraci v parazitech (Capece et al. 2009). N¢ktera anthelmintika
pusobi bezprostiedné, jind az svymi metabolity, které se vytvoii v organismu hostitele.
Utinnost do jisté miry zavisi i na zpisobu podani (Catar et al. 1991).
Lécivo mize byt podano parenterdlni cestou (lokaln€, injekéné€), ¢i enterdlni cestou.
Enteralni cesta podavani 1€Civ je obecné vyuzivanéjsi. Pii vybéru je vSak nutné zohlednit
pocCet osetfovanych zvifat, mnozstvi podavanych 1éCiv a taktéz zplsob podani,
respektive zda bude 1é¢ivo podavano individualné ¢i hromadné. Lékovych forem
pro enterdlni podéavani 1éCiv je cela fada a zahrnuje napf. tablety, kapky, enteralni pasty,
suspenze, €1 premix ve formé granuldtu nebo prasku. U perordlniho zptisobu podani latka
podléha kyselému prostiedi zaludku, a tedy je zapotiebi, aby tomu bylo 1é¢ivo

uzpusobené (Duchacek a Lamka 2014).

Anthelmintika se  podéavaji velkému mnozstvi zvifat v zemédélstvi
a akvakultufe a tvofi tak velkou ¢ast farmaceutického primyslu (Bartikova et al. 2016,
Horvat et al. 2012). Vylucovani 1éC¢iv nebo jejich metabolith moc¢i a vykaly
hospodatskych zvitat davaji moznost prestupu téchto latek do Zivotniho prostredi
(Kummerer 2010, Bartikova et al. 2016, Horvat et al. 2012). Podavéani anthelmintik
v ramci intenzivnich chovli hospodaiskych zvifat je pravdépodobné hlavnim vstupem
téchto 1é¢iv do Zivotniho prostiedi, stejné je tomu i1 v ptipadé chovu ryb. Tyto dvé odvétvi
postupné kontaminuji jak ptadu, tak vodu (Bartikova et al. 2016, Horvat et al. 2012).
V ptipadé, ze latky nejsou vazany na pidni slozky, mohou se dostat do spodni vody.

V ptipadé silnych dest’d se mohou taktéz dostat do povrchovych vod (Kummerer 2010).

Anthelmintika jsou zaroven tématem v oblasti rezistence.
Anthelminticka rezistence je definovana jako geneticky pfenaSena ztrata citlivosti
na lécivou latku (Kohler 2001). Hlavni pfi¢inou vzniku rezistence je ploSné pouZivani,
poddavkovani a opakované pouzivani 1éCiv ze stejné skupiny anthelmintik. To vSe vede
k rezistenci, ktera vazné ohroZzuje ucinnou kontrolu infekci  helminty
(Sangster et al. 1999). Tento fakt vSak netesi druhy hlavni problém, sice pfenos 1éCiva
dopidy a vody a nasledné ovliviiovani jinych organismi nejen ztad rostlin,

ale 1 zivo¢ichli konzumujicich zasaZené rostliny i vodu.
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Anthelmintické 1éky, stejné jako jina léCiva, zacinaji byt ¢im dal vice spojovany
i s ur¢itou mirou toxicity pro necilové organismy (Wagil et al. 2015). A to pfimo
prostiednictvim exkrementli obsahujicich parentni latku a metabolity ponechanych
na pastvinach nebo vystavenim kontaminovanému prostfedi vlivem hnojeni
(Jjemba 2006, Podlipna et al. 2013, Navratilova et al. 2020). Do zivotniho prostiedi
se timto zpusobem mulze dostat pifimo nezménénd parentni forma slouceniny,

stejné tak ale 1 jeji metabolity, které mohou mit zachovanou antiparazitickou aktivitu.

Pfi vstupu do pidniho prosttedi mohou byt dale IéCiva vystavena
biotransformacnim procesim diky spolecenstvu pudnich mikroorganismii, které mohou
léciva déle transformovat na méné bioaktivni slouceniny, popiipadé¢ kompletné
mineralizovat. Mikroorganismy tak maji kli€ovou roli pfi snizovani expozice
zivotniho prostfedi chemickymi kontaminanty. Obecné plati, Ze samotny pribéh
biotransformace kontaminantu zavisi na skupiné nékolika faktorti (Fenner et al. 2021).
Kromé schopnosti pfisluSného spole¢enstva mikroorganismt maji svij vliv i koncentrace
jednotlivych latek a jejich fyzikalné-chemické vlastnosti (Wojslawski 2019,
Horvat et al. 2012, Capece et al. 2009, Fenner et al. 2021) spolu s environmentalnim
hlediskem a klimatickymi podminkami stanovisté (Horvat et al. 2012, Fenner et al. 2021).
Vysledné mnozstvi anthelmintik vstupujicich do ekosystému bude zaviset i na systémech
zptisobu chovu a hustoté osazeni zvitat, ktera jsou danym lékem léCena. V kombinaci
s casovym hlediskem a frekvenci aplikace budou vSechny tyto faktory ovliviiovat

perzistenci anthelmintik. Ovlivnéni budou tedy 1 volné Zijici parazité (Horvat et al. 2012).

V soucasnosti se léCiva obecné stala jednim znejvice znepokojujicich
kontaminantii z divodu jejich neustdle rostouci koncentrace v Zivotnim prostiedi,
vcetné vody, pudy, rostlin a zivocichi (Syslova et al. 2019, Horvat et al. 2012).
Povédomi o pfitomnosti 1é€iv v Zivotnim prostfedi spolu s ur¢itymi dikazy o ucincich
ukazuje dilezitost zavedeni preventivnich opatfeni ke snizeni uvolnovani 1é¢iv
do zivotniho prostiedi a taktéz dulezitost propagace udrzitelné farmacie.
Léciva, stejn¢€ jako dal$i mikropolutanty, kterymi jsou napiiklad produkty osobni péce,
dezinfek¢ni prostfedky ¢i pesticidy, byla diky stale se zvySujici citlivosti analytickych
pfistroji a pouzivanych metod nalezena v nizkych koncentracich v prostiedi

(Kummerer 2010). Stejné jako je vénovana pozornost 1é¢ivym latkdm a metabolitim
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ve vodnim prostiedi ve clanku Kummerera (2010), obdobna situace se ocekava u analyzy

pudy témto 1éCivym latkam vystavené.

1.2 Benzimidazolova anthelmintika

Benzimidazolova anthelmintika jsou nejvétsi a nejhojnéji uzivanou chemickou
skupinou 1é¢iv pouzivanou k 1é¢bé endoparazitarnich onemocnéni domacich zvirat
(Horvat et al. 2012). Zavedeni benzimidazolovych anthelmintik bylo velkym pokrokem

v 1é€be gastrointestinalnich paraziti pro celou veterinarni praxi (Capece et al. 2009).

Ptitomnost benzimidazolového jadra slouzi jako podstata antiparazitika, zaroven
figuruje 1 jako centrdlni slozka antimikrobialnich latek, antivirotik, protirakovinnych
a protizanétlivych latek, antioxidantu, antihypertenziv, antikoagulancii,
imunomodulatort, hormonalnich modulatora, stimulantd CNS 1 tlumidel, modulatora
hladiny lipidt, antidiabetik atd. Zaroven si drzi stale svou roli i pti vyvoji 1é¢iv novych
(Bansal a Silakari 2012). U hemninthii benzimidazoly ptisobi selektivni vazbou s vysokou
afinitou k B podjednotce mikrotubulového proteinu (Kohler 2001). V poslednich letech
se uzivani téchto 1ékd zvySilo, coz ma zandsledek jiz zminénou
ptitomnost v zivotnim prostiedi a sni spojené mozné negativni ucinky na biotu

(Wagil et al. 2015).

1.2.1 Fenbendazol

Fenbendazol (FBZ), celym nazvem methyl N-(6-fenylsulfanyl-1H-
benzimidazol- 2-yl)karbamat, je =zastupce tfidy benzimidazolovych anthelmintik.
Jednase o bily, krystalicky prasek slabé rozpustny ve vod€. Pfi podavani
Sirokospektralniho fenbendazolu zvifatiim se parentni latka spolecné s jejimi metabolity
vyluuji hlavné stolici a moc¢i (Gokbulut et al. 2006, Baeder 1974).
Fenbendazol touto cestou muze, stejné jako jiné latky farmaceutického primyslu,
vyznamné ovliviiovat mnoho fyziologickych a metabolickych procesii nejen v rostlinach
(Syslova et al. 2019, Horvat et al. 2012). Z toho divodu by méla byt omezena

kontaminace ekosystémi hnojem obsahujicim toto anthelmintikum.
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Obr. 1 Fenbendazol

Hlavnimi metabolity jsou aktivni fenbendazol sulfoxid (FBZ-SO) a jeho neaktivni

derivat fenbendazol sulfon (FBZ-SO) (Horvat et al. 2012, Capece et al. 2009).
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Obr. 2 Fenbendazol sulfoxid Obr. 3 Fenbendazol sulfon
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2 ANALYZA V ENVIRONMENTALNICH VZORCICH

Koncentrace anthelmintik v zivotnim prostiedi se pohybuje v rozmezi ng/l—ug/l
uvzorkii vody nebo ng/g u pevnych vzorkli, v zavislosti na matricich vzorku
(Kataoka 2003). Mnozstvi pesticidii a obecné latek cizich, které se adsorbuji do pudy,
zavisi na konkrétnich vlastnostech konkrétni latky. Jednd se o vlhkost, pH,
ale 1 o mnozstvi organické hmoty, kterou ptida obsahuje, napt. pesticidy jsou
podle vyzkumu siln¢€ adsorbovany na pidach s vysokym obsahem jilu nebo organické
hmoty, ale ne tolik na piscitych pidach (Pszczolinska et al. 2016). Analyza 1éCivych latek
je komplikovanou ¢innosti, protoze matrice krom¢ farmakologicky aktivni slouceniny
obsahuje 1 dalsi slouceniny s ruznymi fyzikdlné-chemickymi vlastnostmi.
Nejcastéji jde o bilkoviny, soli, kyseliny, zasady, nebo 1 organické slouceniny
s vlastnostmi podobnymi zkoumanym analytim (Szultka et al. 2014, Kataoka 2003,
Hammad et al. 2022).

Analyty ve vzorcich je proto tfeba pfed instrumentdlni analyzou extrahovat
zptislusné matrice a koncentrovat (Kataoka 2003, Pinto et al. 2010),
idealné se souCasnym odstranénim interferujicich latek (Pinto et al. 2010).
Ptiprava vzorku je tedy prvnim a zaroven klicovym krokem, ktery ma vyznamny vliv
na kvalitu, uspésnost i rychlost analyzy komplexnich vzorkii (Hammad et al. 2022,
Szultka et al. 2014, Kataoka 2003, Pszczolinska et al. 2016). Extrakce a analyza
jednotlivych sloucenin pfitomnych v komplexnich matricich, které se vyskytuji zejména
v nizkych koncentracich, pfedstavuje vyznamnou analytickou vyzvu (Kataoka 2003).
Volba zptsobu pfipravy vzorku do zna¢né miry zavisi na typu a slozitosti matrice.
Voda je obecné méné komplikovanou matrici v porovnani se vzorky sedimentl
nebo piidy. Volba piipravy vzorku souvisi také se zvolenou metodou detekce
(Pinto et al. 2010). Pfi kvalitativnim 1 kvantitativnim stanoveni cilovych latek je tedy
rozhodujici vybér spravného postupu piipravy vzorku, jelikoz 1 navzdory pokroku
ve vyvoji analytickych pfistroji nelze pracovat piimo skomplexni matrici.
Dobfe ptipravené vzorky tak pomadhaji zlepSit citlivost a selektivitu tim,
ze kromé ochrany analytickych pfistroji zlepSuji ptipadnou chromatografickou separaci
anaslednou detekci (Hammad et al. 2022, Szultka et al. 2014, Kataoka 2003,
Gilbert- Lopez et al. 2009). V idedlnim ptipadé by techniky ptipravy vzorkid mély byt

snadno pouzitelné, rychlé, levné a zaroven kompatibilni s vice analytickymi pfistroji.
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Obecné je analyticky proces rozdélen do péti kroku, kterymi jsou vzorkovani, pfiprava

vzorku, separace, detekce a analyza dat (Kataoka 2003).

Pomérné béznou formou tpravy vzorku pred pouzitim chromatografickych technik
je extrakce. Tento krok Upravy vzorkil je nezbytny zrGznych divodl, vcéetné jiz
zminéného odstranéni potencialnich interferujicich sloucenin, zakoncentraovani
a stabilizace vSech cilovych analyti, uvedeni vzorku do kompatibilnich podminek
pro analyzu (Hammad et al. 2022, Szultka et al. 2014). Pfiprava vzorku muze trvat

az 80 % celkové doby analyzy (Szultka et al. 2014, Kataoka 2003).

Extrakce je separacni proces, pti kterém jsou v kontaktu dvé vzajemné nemisitelné
faze. Extrakce je zaloZena na rozdilech fyzikalnich a chemickych vlastnosti. Patii mezi né

rozpustnost, polarita nebo tékavost (Pszczolinska et al. 2016).

Pro extrakci je velice dillezité zvolit vhodné rozpoustédlo (extrakéni ¢inidlo),
aby béhem procesu extrakce prechazely extrahované latky do faze rozpoustédla.
Jelikoz naroky na postup pfipravy vzorku spocivaji ve vysoké opakovatelnosti
avytéznosti  cilovych analytd, doporuenou vlastnosti extrakéniho ¢inidla
je jeho dobrd selektivita, tedy moznost oddé€leni pouze potiebné slozky smési
(Mika a Neuzil 1999, Szultka et al. 2014). Vyhodou extrakce jako takové bezpochyby
zustava i nizka cena a dobra dostupnost (Mika a Neuzil 1999). Pro uspésné stanoveni
latek 1 jejich metaboliti v redlném vzorku je klicovd vhodnéd extrakéni technika.
Méla by byt takova, aby se vytéZnost bliZzila 100 % a zaroven, aby bylo ze vzorku

odstranéno co nejvice interferujicich latek (Gilbert-Lopez et al. 2009).

Mezi nejrozSifenéj$i Upravy vzorku patii: pifima extrakce do rozpoustédla,
sraZeni proteinli  (ang. Protein precipitation, PP), extrakce kapalina-kapalina
(ang. Liquid- Liquid extraction, LLE) a extrakce na pevnou fazi
(ang. Solid- Phase extraction, SPE) (Szultka et al. 2014, Novakovéa et al. 2021Db).
Volbametody je dana kromé fyzikalnich a chemickych vlastnosti analyta
1 typem matrice, tedy zda se jedna o biologické vzorky, vodu, nebo ptidu. Sviij vliv mé
1jiZ zminovana metoda analyzy (Szultka et al. 2014). Extrakéni techniky LLE a SPE,

véetné jejich rozdila, budou dale piiblizeny.

Pomérné hojné€ se pouzivaji 1 automatizované systémy piipravy vzorkl ve spojeni

s jednou z téchto technik nebo jejich kombinaci (Kataoka 2003).
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2.1.1 Extrakce z kapaliny do kapaliny

Extrakce z kapaliny-kapaliny (LLE) patfi mezi Siroce pouzivané techniky piipravy
vzorkli. Tato tradi¢ni extrakce vSak celi 1 nékolika omezenim, zejména v oblasti
vhodného vybéru rozpoustédla, které je nemisitelné se vzorkem. Obtize mohou nastat
také pii extrakci polarnich a iontovych sloucenin z vody, a to kvili hydrofobni povaze
organickych rozpoustédel pouzivanych jako extrakéni Cinidla. Dal$i omezeni spociva
v potiebé¢ pomérné¢ velkych objeml jiz zminéného organického rozpoustédla,
kterym byva nejcastéji chloroform, ethylacetat, nebo ether, coz vede k vyslednému

ziedéni extraktu (Kataoka 2003, Hammad et al. 2022).

2.1.2 Extrakce na pevnou fazi

Extrakce kapalina-pevna faze (SPE) je =zaloZzena na rozdéleni sloucenin
mezi kapalnou (vzorkovou) fazi a pevnou (extrak¢ni) fazi. Mezi témito dvéma fazemi
ovliviuji retenci a eluci jednotlivé mezimolekularni sily. SPE nabizi oproti LLE vyhody
v podobé¢ ucinngjsi koncentrace, mensiho mnozstvi pouzitych organickych rozpoustédel,
zarovenn nedochazi k problémim s moznym pénénim ¢i tvorbou emulzi. SPE vétSinou
vyzaduje 1 kratS$i dobu pfipravy vzorku a poskytuje snazSi provoz i moznost zapojeni
do automatizovaného procesu. V soucasnosti je dostupna Siroka Skala sorbenti SPE

pro ptizplsobeni se jednotlivym interakcim (Kataoka 2003).

2.1.2.1 QuEChERS

Tato metoda, jenZ nese nazev QUEChERS, byla vyvinuta za uc¢elem zjednoduseni
pomérné¢ komplikovaného a casov€é ndroného postupu pii Upravach vzorki.
Nazev QUEChERS odrazi hlavni vyhody této metody, tedy provedeni rychlé, snadné,
levneé, efektivni, robustni a bezpecné (,,Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged
and Safe”). Metoda QuEChERS byla zavedena Anastassiadesem et al. (2003)
jako novy pfistup k extrakci Siroké Skaly pesticidi z riznych potravinovych matric
s vysokym obsahem vody. Tato metoda, ptivodn¢ vyvinuta praveé pro stanoveni pesticidii
v ovoci azelenin€, je principidlné zalozena na extrakci acetonitrilem (ACN)
a pufrovacimi  solemi, po niz nasleduje krok disperzni SPE (d-SPE)
(Anastassiades et al. 2003, Pinto et al. 2010). Metoda jednak vynechava nebo nahrazuje
ncékteré ze sloZitych analytickych krokd pouZivanych v tradi€nich metodach,

jednak poskytuje vysoce kvalitni vysledky, vyzaduje nizkou spotiebu rozpoustédel
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a je spojena i s relativné nizkymi naklady na analyzu vzorku (Pszczolinska et al. 2016).
Cilem této pomérné¢ mladé metody je umoznit rychlou analyzu i pfi vy$$im poctu vzork,
a to s pouzitim mensiho mnozstvi organického rozpoustédla, kterym je nejcastéji ACN

(Anastassiades et al. 2003).

Postupné byla metoda upravovdna a ukdzala se jako ucinnd i pro analyzu
chemickych sloucenin v ptde¢ (Pinto et al. 2010, Pszczolinska et al. 2016) a to v€etné typti
pud sriznymi fyzikdlnimi a chemickymi vlastnostmi (Pszczolinska et al. 2016).
Vzorky pudy se, na rozdil od ovoce a zeleniny, li§i v mnoha aspektech. Nemaji naptiklad
tak vysoky obsah sloucenin lipidové povahy, nebo obsah vody (Pinto et al. 2010).
V QuEChERS jde pfevazné o extrakce polarnich a zasaditych tékavych, piipadné
polotékavych sloucenin (Pinto et al. 2010, Gonzalez-Curbelo et al. 2015). Své uplatnéni
metoda nasla i1 vanalyze polycyklickych aromatickych uhlovodikli, mykotoxinil
a pesticidit (Gonzalez- urbelo et al. 2015). Slouceniny, jako jsou lé¢iva na principu
B- laktamovych antibiotik nebo veterinarni 1é¢iva, byly jiz taktéz stanovovany pomoci
QuEChERS. Na zéklad¢ téchto poznatkli a zkuSenosti je velky zijem o vyvoj
novych aplikaci a modifikaci této metody (Pinto et al. 2010).

K prvotnim kroku se vyuziva ACN, a to diky svym vyhodam, kterymi jsou snadné
oddé€lovani od vody v ptfitomnosti bezvodého MgSO4, ktery odstraiiuje zbytkovou vodu
zbyvajici v organické fazi a zaroven je prakticky nerozpustny v ACN. Po pocatecni
jednofazové extrakci s ACN se ke vzorku pfidaji soli za ucelem oddéleni jednotlivych
fazi (Pszczolinska et al. 2016). Soli MgSO4 a NacCl tvoii zaklad pro pivodni metodu,

ktera zajistuje vysokou vytéznost spiSe polarnich latek (Gonzalez-Curbelo et al. 2015).

Postupné zacala byt ptivodni metoda QUEChERS upravovana, jelikoZ cilem je opé&t
metodu optimalizovat, aby se zlepSila stabilita analytu a kvalita extraktu
(Pszczolinska et al. 2016, Pinto et al. 2010, Gonzélez-Curbelo et al. 2015). Byly zavedeny
mimo jiné modifikace pouzZitim riznych pufrovacich roztoki pro zajisténi ucinné
extrakce sloucenin zavislych na pH bez hrozby degradace nékterych latek
(Pinto et al. 2010, Pszczolinska et al. 2016) nebo pfidanim vody do vzorkl
s jejim nizkym obsahem (Pinto et al. 2010). Dvé upravené verze puvodni metody
byly ptijaty autoritami jako jsou AOAC INTERNATIONAL (Association of Official
Analytical Chemists), dale jen AOAC, a Evropského vyboru pro normalizaci (European

Committee for Standardization), dale jen EN. Modifikované QuECHERS zlepsily
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vytéznost, snizily hrozbu degradace a snizily i ovlivnéni pfipadnymi matricovymi efekty

(Pszczolinska et al. 2016).

Po extrakci ACN a pfislusSnymi solemi nasleduje jiz zminénad extrakce
kapalina- pevnd faze, nazyvanad disperzni SPE, zkracen¢ d-SPE. D-SPE je v metod¢
QuEChERS jednoduchy pfistup k ¢isténi pro odstranéni dalSich zbyvajicich interferenci
matrice (Anastassiades et al. 2003, Diez et al. 2006, Lehotay et al. 2010).
D- SPE je zaloZzeno na puvodni metodice SPE s rozdilem, Ze sorbent se ptfidava ptfimo
do extraktu (Pszczolinska et al. 2016, Diez et al. 2006, Lehotay et al. 2010). Pro d-SPE
jsou tfinejpouzivangj$i pevné sorbenty, primarni-sekundarni amin (PSA),
oktyldecylsilan (C18) a grafitizovany uhlik (GCB) (Pszczolinska et al. 2016,
Pinto et al. 2010). Nejcastéji vyuzZivany je PSA v kombinaci s bezvodym MgSO4,
ktery mé stejné jako u kroku extrakce pomocnou funkci (Anastassiades et al. 2003,
Diez et al. 2006, Lehotay et al. 2010). PSA G¢inné odstraituje mastné kyseliny, cukry
a n¢které dal$i matricové koextrakce, které tvoii vodikové vazby (Diez et al. 2006,

Lehotay et al. 2010).

Adsorpcni kapacita pid, a tedy naslednd ucinnost extrakce, by mohla byt
dle predpokladti  silné¢ ovlivnéna typem puady, respektive obsahem pisku,
jilu a organické hmoty =~ (Pintoetal. = 2010,  Pszczolinska et al.  2016).
Proto se Pinto et al. (2010) této domnénce ve svém vyzkumu intenzivné vénoval,
aby ziskané vysledky mohly byt vztaZzeny na vétSinu pid. Jako zavér svého vyzkumu
uvadi, Zze pokud jde o dva raznéslozité vzorky pldy, extrakéni U¢innost
je i ptes tuto skute¢nost velmi podobna avytéznost zjisténd uobou typt pud
nevykazovala Z4dné vyznamné rozdily. Toto zjist€éné chovani posiluje myslenku,
ze vazba slouCenin na pudu, respektive obsah organické hmoty, neni urcujicim

parametrem v procesu extrakce (Pinto et al. 2010).

2.2 Kvalitativni a kvantitativni hodnoceni zvolenych analytii

Problémy pfi ziskavani spolehlivych kvantitativnich a kvalitativnich Gdaja zavisi
jako jsou enviromentalni nebo biologické matrice, které obsahuji vysoké mnoZstvi
potencidlné interferujicich komponent, je metodou prvni volby spojeni separacni techniky

a specifického detektoru (Novakovd et al. 2021a). Hojn€ vyuZivanym spojenim
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je vysokou¢inna  kapalinovd  chromatografie = (HPLC) sdetekci  pomoci
hmotnostni spektrometrie (MS) (Novakova et al. 2021a, Loos et al. 2016). Toto spojeni
se obecné pouziva dale v kombinaci s ionizaci elektrosprejem a s trojitym kvadrupdlovym
hmotnostnim  spektrometrem (Mano a Goto 2003, Loos et al. 2016).
Pouze hmotnostni analyzator mize provést potvrzeni identity zkoumané slouceniny
na zéklad¢ jeji molekulové hmotnosti a strukturné specifickych fragmenti.
Hmotnostni analyzator zaroven poskytuje vysoce citlivé kvantitativni stanoveni
(Novakova et al. 2021a, Mano a Goto 2003) a to za pomoci internich standardii (IS),
které jsou pro toto stanoveni idealni volbou (Novakova et al. 2021a). [zotopicky zna¢ené

standardy slouzi ke korekci chyb pfistrojového i lidského charakteru.

2.2.1 UHPLC-MS/MS

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) ve spojeni
s hmotnostnim spektrometrem mé dnes Siroké uplatnéni (Klapkova et al. 2011),

vvvvvv

matrice (Trufelli et al. 2010, Mano a Goto 2003).

Na zdkladé¢ HPLC byla vyvinuta inovativni technika ultra-vysokouc¢inné
kapalinové chromatografie (UHPLC) zalozend na pouZiti naplni stacionarni faze
s menSimi Casticemi (mens$imi nez 2 pm) a technologickym systémem umoZiujicim
zvladat vySS$i zpétny tlak generovany pifi pouziti takovychto staciondrnich fazi.
Diky zmenSeni Castic 1ze dosahnout vysSiho rozliSeni a citlivosti, kratS$i doby analyzy
avys$tho poméru signdlu k Sumu (Gosetti et al. 2010, Fekete et al. 2014,
Borovcova et al. 2019). UHPLC v kombinaci s tandemovou hmotnostni spektrometrii
je vynikajicim analytickym ndastrojem pro vicerezidualni stanoveni 1é¢iv, toxinl
a pesticidii v environmentalnich vzorcich (Gosetti et al. 2010). Vhodnymi mobilnimi
fazemi jsou pro toto spojeni t€kava rozpoustédla, zejména ACN a methanol (MeOH),
ke kterym lze pfipadné¢ ptidat 1 tékavd aditiva, kterymi mohou byt
napt. kyselina mravenc¢i, kyselina octova ¢i pufry octanu a mravencanu amonného

(Novakova et al. 2021a).

Ionty vytvofené v iontovém zdroji jsou urychlovany pfidanim energie a nasledné
jsou transportovany do  hmotnostniho analyzatoru (Mano a Goto 2003).

Hmotnostni spektrometrie (MS) jako takovd umoZiuje urcit molekulovou hmotnost
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molekul a jejich ¢asti po pfevedeni na ionty ionizaci. Nasledné¢ dochazi k rozliSeni
jednotlivych iontd na zdkladé poméru hmotnosti a naboje (Novakova et al. 2021a,
Klapkova et al. 2011, HolCapek 2001). Kvantitativni farmaceuticka analyza je dnes Casto
provadéna praveé pomoci MS (Loos et al. 2016). Existuji obecné dva piistupy k dosazeni
vyssi citlivosti v analyze MS. Prvnim z nich je zvySit mnozstvi iontl zlepSenim ionizace,
druhym je zdokonalit rozliSeni signdlu od Sumu. Zejména tento druhy uvedeny zpusob
je vyznamny pro vyvoj metod kvantitativniho stanoveni v komplexnich vzorcich

(Mano a Goto 2003).

Vysledkem analyzy je hmotnostni spektrum reprezentujici zaznam
relativnich intenzit jednotlivych iont, které informuje o molekulové hmotnosti
1 o struktuie latek (Novakova et al. 2021a, Klapkova et al. 2011). Hmotnostni spektra
se vSiak mohou zaurCitych okolnosti vyrazné liSit, konkrétné¢ podle pouzité
ioniza¢niho zdroje,  typemanalyzy i  typu  hmotnostniho spektrometru
(Novakova et al. 2021a). Pro porovnavani hmotnostnich spekter existuje nékolik
knihoven spekter a databazi, které se rozliSuji podle typu pouzité ionizacni techniky.
Mezi nejpouzivangj$i knihovny se ftadi knihovny Nérodniho institutu standardi
a technologie (National Institute of Standards and Technology, NIST), kterd v minulosti
slouzila pouze pro GC-MS spektra. V poslednich letech do svého portfolia zaradila
1 LC- MS spektra. V ramci soucasné verze NIST 20 obsahuje knihovna 350 643 latek
pro GC-MS a 30 999 latek pro LC-MS (https://www.nist.gov/).

2.2.2 Hmotnostni analyzator

Na zaklad¢ parametrii a praktickych pozadavk pro hmotnostni spektrometr
je Casto zvoleno spojeni vice analyzatorii v sérii. Takové uspofadani je oznaCovano
jako tandemova hmotnostni spektrometrie a vyZzaduje specifické analyzatory stejného
typu. Pokud se jednd o spojeni analyzatord odlisSnych, jednd se potom o vysledny

analyzator hybridni (Novakova et al. 2021a).

Velice uznavanym tandemovym uspotfadanim pro techniku separace kapalin,
jako je HPLC, se stal trojity kvadrupdl. V kvadrupolovém uspotadani se ionty
produkované viontovém zdroji pohybuji mezi Ctyfmi vodivymi  ty¢emi

s elektrickym polem, kde se vyskytuje jak stejnosmérny, tak stfidavy proud
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(Hol¢apek 2001, Mano a Goto2003, Griffiths et al. 2001). Instrument ma relativné malou

velikost a nizkou cenu, proto je hojné vyuzivany (Mano a Goto 2003).

Pti pouziti trojitého kvadrupoélu pro identifikaci latek, pro které nemame dostupné
standardy, je proveden nejprve tzv. MS sken, kdy dochazi ke sbéru dat v celém rozsahu
o¢ekavanych m/z. V dalSich krocich nasleduje sken produktovych ionti,
sken prekurzorovych iontli a sken neutrdlnich ztrat. DalSimi moznymi typy zdznami
jsou selektivni zaznam jedné (SRM) ¢i vice reakci (MRM) (Novakova et al. 2021a).
V prvnim kvadrupélu je vybran prekurzorovy iont, ktery je fokusovan do druhého
kvadrupdlu, ktery slouzi jako kolizni cela, kde dochdzi ke kolizni aktivaci pomoci
kolizniho plynu a nasledné fragmentaci. Vlastni analyza probiha ve tfetim z kvadrupdlu
(Mano a Goto 2003, Griffiths et al. 2001). MRM bylo taktéZ vyuzivano

v experimentalni ¢asti této bakalatské prace.

2.2.3 Zpusob ionizace

Aby mohla byt cilova molekula analyzovana pomoci hmotnostniho spektrometru,
musi byt pfedem ionizovadna. Podle pouzité techniky ionizace se nédsledné 1i8i i samotna
analyza napfiklad v ohledu na matricové efekty. Téma matricovych efekt

vSak bude rozebrano v samostatné kapitole.

Pro 1onizaci analytd Ize vyuzit Sirokou nabidku ioniza¢nich technik. Jelikoz zadna
znich neni univerzalni, zvoleni konkrétni ioniza¢ni techniky je odvozeno
jak od fyzikalné- chemickych vlastnosti latky, tak i od cili méfeni (Mano a Goto 2003,
Novakova et al. 2021a). Mezi nejpouzivangj$i ionizaéni techniky ve spojeni s HPLC patii
mekka ionizacni technika nazyvana ionizace za atmosférického tlaku (API). U mékkych
1onizacnich technik obecné nedochézi k tak rozsahlé fragmentaci ve zdroji, jako je tomu
u tvrdych ioniza¢nich technik, mezi které patii elektronové ionizace (EI). API zahrnuje
chemickou ionizaci za atmosférického tlaku (APCI), fotoionizaci za atmosférického tlaku
(APPI) ataktéz ionizaci elektrosprejem (ESI), ktera zaroven patii mezi nejSetrnéjsi

(Novékova et al. 2021a).

ESI vyuziva tzv. elektrosprej a umoznuje pfed MS analyzou pfenos iontl z roztoku
do plynné faze, a to s pouzitim elektrického napéti. Na kovovou kapilaru s proudici
kapalinou (vzorkem) je vlozeno vysoké napéti (3-5 kV) za tvorby aerosolu na vystupu

z hrotu elektrospreje (Scalf et al. 2000, Mano a Goto 2003, Holcapek 2001,
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Griffiths et al. 2001). Obvykly prutok vodného roztoku, jakozto mobilni faze,
se pohybuje od 1 pl/min do 1 ml/min (Novakova et al. 2021a). Podle volby polarity

vkladaného napéti se tvoii zdporné nebo kladné ionty. Polaritu volime podle typu latky.

Postupné diky Coulombické explozi se naboj z vysoce nabitych kapek pienese
na molekuly analytu v plynné fazi (Mano a Goto 2003). K vypafovani iontl dochazi
i vlivem odpudivé sily stejn¢ nabitych Castic, kterd stoupd se zmenSovanim rozméra
kapicek a tim i kumulaci naboje (Holcapek 2001), odpafovani podporuje i privedeny

proud ohtatého plynu, nejcastéji dusiku (Scalf et al. 2000, Mano a Goto 2003).

Soucasné regulacni pozadavky vsSak spojuji tuto metodu s potiebou posouzeni
a eliminace matricového efektu, ke kterému je vzhledem ke své konstrukei metoda citliva

(Trufelli et al. 2011, Panuwet et al. 2015).

2.2.4 Matricové efekty

Matricové efekty (ME) lze definovat jako zménu ucinnosti ionizace
stanovovaného analytu zptisobenou pfitomnosti dalSich latek z matrice, které doputuji
do iontového zdroje soucasné jako latka analyzovand a mohou tak ovlivnit intenzitu
signalu v ,,soutézi“ o dostupné naboje (Trufelli et al. 2011, Matuszewski et al. 2003,
Panuwet et al. 2015, Gosetti et al. 2010). To vede u zkoumaného analytu ke snizené tvorbé
pozadovanych iontd (potlaceni ionizace) nebo naopak ke tvorbé zvysSené
(zesileni ionizace), tim je ovlivnéna citlivost analyzy (Klapkova et al. 2011,

Panuwet et al. 2015, Matuszewski et al. 2003, Trufelli et al. 2011, Hol€apek 2001).

Vyslednym projevem v praxi je rozdil odezvy hmotnostniho analyzatoru pro analyt
ve standardnim roztoku ve srovnani s odezvou pro stejny analyt pii stejné koncentraci
ve zkoumané matrici, coz nasledné vede k nespravnym vysledkiim (Klapkové et al. 2011,
Panuwet et al. 2015, Hol¢apek 2001). Tento fenomén byl popsan ve vSech typech bézné
analyzovanych matric, jako jsou plazma, sérum, moc¢ tkané ¢i vzorky vody a pudy

(Trufelli et al. 2011).

Uroveii zmény signalu velmi zavisi na koncentraci, na hydrofobicité analytu
a také na afinité ke stacionarni fazi (retencnim faktoru, Kp) (Gosetti et al. 2010).
Funkci supresorii.  mohou zastat  latky endogenniho 1 exogenniho pivodu.
Skupinu tzv. endogennich  supresori  tvoii latky pfimo pfitomné v matrici,

kterymi mohou byt soli, vysoce poldrni slouceniny, povrchové aktivni latky a rGzné
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organické molekuly, jako jsou sacharidy, aminy, mocovina, lipidy, peptidy a obecné
slouceniny nebo metabolity s chemickou strukturou podobnou cilovému analytu
(Panuwet et al. 2015, Gosetti et al. 2010). Tzv. exogenni supresory, jakozto druhy zdroj
ME, ptedstavuji interferujici slouceniny, které nebyly ptivodné pfitomny v matrici vzorku
a pochdzeji z procesu pripravy a detekce (Trufelli et al. 2011, Panuwet et al. 2015).
Obecné¢ jde o =zbytky plasti ¢i polymert, ftalaty (Panuwet et al. 2015),
dale organické kyseliny, pufry, kalibracni produkty (Trufelli et al. 2011) nebo materialy
uvoliiované pii extrak¢nim procesu (Trufelli et al. 2011, Gosetti et al. 2010) ¢i Cinidla
ptfidana do mobilni faze pro zlepSeni tvaru pikd na chromatogramu (ion-parova €inidla)
(Gosetti et al. 2010, Panuwet et al. 2015). Vzhledem k tomu, Ze ME mohou mit negativni
dopad na jednotlivé validacni parametry metody, musi byt ME testovany
(Trufelli et al. 2011, Panuwet et al. 2015, Gosetti et al. 2010). Latky obsazené v matrici
mohou mit sviij vliv ina vykon pfistroje, proto je nutna Castd preventivni udrzba

(Panuwet et al. 2015).

2.2.4.1 Odstranéni matricovych efekti

Kone¢nym cilem optimalizace je metoda co nejméné zatizena matricovymi efekty,
a tojak zhlediska chromatografické separace, tak ioniza¢niho procesu.
Na zakladé poznatkli z odborné literatury lze shrnout nékteré moznosti, jak toho docilit.

Moznosti zahrnuji modifikace chromatografickych a MS podminek.

I ptes to, Ze v n&kterych pripadech nemohou byt ME zcela odstranény, mohou byt
alespoil minimalizovany nebo kompenzovany pomoci kombinace riznych opatfeni
(Panuwet et al. 2015). Bé&zné pouzivanym laboratornim postupem je snaha
zlepsit preciSténi vzorkl, aby doslo k odstranéni potencialné interferujicich sloZzek smési
(Gosetti et al. 2010, Trufelli et al. 2011). Ugel ptedisténi spociva v odstranéni sloudenin,
které¢ maji odlisné hydrofobni vlastnosti ¢i odliSnou polaritu. Metody pro precisténi vSak
nejsou v nékterych piipadech schopny zachytit veSkeré slozky matrice koeluujici

s analytem, ponévadZ nékteré slouceniny zptusobujici ME maji velmi podobné vlastnosti.

Cesta zlepSenim ucinnosti separace HPLC je dal$im z pfistupil. Pfedevs§im se jedna
o zaméfeni se na analyty eluované na zaCatku analyzy, tedy latky vysoce polarni
a nezadrzované, nebo na konci eluéniho gradientu, kde nalézdme naopak slouceniny silné

zadrzované. Vzhledem k tomu, Ze jsou tyto oblasti obecné vice ovlivnény interferencemi,
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muze byt retence analytl upravena tak, aby doslo k eluci mezi témito dvéma oblastmi
(Gosetti et al. 2010, Trufelli et al. 2011). Lze taktéz pouzit rizné stacionarni faze

s vlastnostmi vhodnymi pro sledované analyty (Gosetti et al. 2010).

Nelze-li ME vyloucit vyse popsanymi metodami, musi byt pouzita vhodna
kalibracni technika ke kompenzaci zmén signdlu (Trufelli et al. 2011).
Béhem kvantifikace je vyuZzivadna metoda sestrojeni kalibracni kiivky ve vzorcich matrice
pro kompenzaci jiz zminovanych ME (Gosetti et al. 2010, Trufelli et al. 2011).
Pti této metodé je diilezité zvolit koncentraci analytu co nejblize koncentraci ocekavané
ve skutecném vzorku, ato i pfi pouziti izotopicky znaceného vnitiniho standardu (IS)
(Gosetti et al. 2010). Pouziti IS mize minimalizovat dopad matrice na kvantifikaci
(Panuwet et al. 2015, Gosetti et al. 2010), jelikoz podle IS kompenzujeme
pfi vyhodnocovéani zménu signalu (Gosetti et al. 2010, Trufelli et al. 2011). Pti pouziti IS
se ocekava, ze pripadné koeluujici slozky matrice ovlivni analyt ve srovnatelné mite

jako zvoleny IS (Gosetti et al. 2010).

2.2.4.2 Hodnoceni matricovych efektit

V praxi se ptitomnost ME hodnoti tfemi riznymi metodami, diky kterym je mozno
ziskat kvalitativni nebo kvantitativni informace. Jednd se o metodu postextrakéniho
pfidavku, metodu porovnani smérnic kalibracnich kiivek a metodu postkolonové infuze
(Svoboda 2017). Zde jsou piedstaveny prvni dvé, a to zdlvodu jejich vyuziti

v experimentalni ¢asti prace.

2.2.4.2.1 Metoda porovnani smérnic kalibracnich krivek

Pii této metod€ se porovnavaji smérnice kalibracnich kiivek, jejichz kalibranty
byly pfidany do roztoku bez matrice, tedy v mobilni fazi, anebo v slepych vzorcich
matrice ziskané pouzivanou extrakéni metodou (Klapkova et al. 2011). Slepy vzorek,
neboli také blank, je takovy vzorek, ktery obsahuje veskeré latky a pfidana cinidla

kromé latek stanovovanych.
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odezva detektoru

kalibraéni kiivka standardi
v matrici - potlateni ionizace

body kalibraéni kiivky

Obr. 4 Metoda porovndni smérnic kalibracnich krivek (prevzato od Svoboda 2017)

Pokud jsou meéfené intenzity odlisné u jednotlivych technik ptiprav vzork,
indikuje to pfitomnost interferujicich latek. V piipad€é zesileni ionizace je smérnice
kalibra¢ni kiivky vys$i nez smérnice kalibra¢ni kiivky pfipravené v rozpoustédle.

V ptipad€ potlaceni ionizace je tomu pfesné naopak (Trufelli et al. 2011).

V ptipadé, Ze hodnota vysledného ME je vyssi neZ 100 %, doSlo k zesileni ionizace
analytu. Hodnota ME rovna 100 % udava neptitomnost ME. Pokud je vysledna hodnota
ME nizsi nez 100 %, indikuje to potlaceni ionizace (Trufelli et al. 2011, Matuszewski et

al. 2003).

2.2.4.2.2 Metoda postextrakcniho pridavku analytu

Pro hodnoceni matricovych efektii slouzi porovnani signald, resp. ploch pikt
chromatogramu, a to u vzorku analytu v rozpoustéci smési (A) a signdlu analytu
pfidaného az po extrakci vybranou metodou (B) (Obr. 5) (Svoboda 2017,
Trufelli et al. 2011).

Extrakéni vytéznost (RE, recovery) porovnava odezvu MS detektoru pro standard
pfidany do matrice pted extrakénim krokem (C) a odezvu pro standard pfidany po
extrakci (B). Dal$im sledovanym parametrem mize byt celkovd ucinnost
(PE, process efficiency), ktera hodnoti metodu jako celek, jelikoZ do hodnoceni zahrnuje

matricové efekty 1 extrakéni vytéznost (Trufelli et al. 2011, Matuszewski et al. 2003).
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Obr. 5 Metoda postextrakéniho pfidavku (prevzato od Svoboda 2017)

Tento aspekt hodnoceni ME je dulezity pro vyvoj selektivnich metod
HPLC- MS/MS a podrobné srovnani vytéznosti procesu. Z tohoto diivodu jsou vzorce,

znézornéné na Obr. 5, vyuzity v experimentalni ¢asti prace.

Eliminace ME je rozhodujici pro generovani spolehlivych bioanalytickych
i farmakokinetickych dat. Pfitomnost ME pro dany analyt vSak nemusi nutné znamenat,
ze bioanalytickd metoda neni pouzitelna. Za predpokladu, ze vliv matrice je stejny pro
stanovovanou latku 1 vnitini standard ve vSech studovanych Sarzich, konecny vysledek

by nemél byt ovlivnén (Matuszewski et al. 2003).
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CILE EXPERIMENTALNI CASTI

Cilem této prace bylo optimalizovat extrakci fenbendazolu ze vzorkd pudy,

tedy nalézt vhodnou metodu pro ptipravu i analyzu zminéné 1&éCivé latky.
DosaZeni cile zahrnovalo:

- Predpfipravu vzorki ptidy zahrnujici proces suseni, mleti, navazeni

- Vyvoj a optimalizace extrakcni techniky QUEChERS

- Piipravu extrakcnich a d-SPE smési

- Stanoveni, zda je tato extrakéni technika vhodna pro FBZ

- Vyvoj a optimalizaci metody HPLC-MS

- Vyhodnoceni a zpracovani vysledkt
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EXPERIMENTALNI CAST

3 EXTRAKCE VZORKU

3.1 Chemikalie a pFistrojové vybaveni

Pro vSechny dil¢i extrakce byl veskery materidl zajistén katedrou biochemickych

veéd Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové.

3.1.1 Chemikalie

Mezi pouzité chemikalie patfily Fenbendazol (FBZ) VETRANAL® (Sigma-
Aldrich, 99,8 %), Fenbendazol sulfon (FBZ-SO,) VETRANAL®, Fenbendazol sulfoxid
(FBZ-SO) VETRANAL®, Mebendazol = VETRANAL®, Fenbendazol-D3
VETRANAL®. Déle acetonitril (> 99.9 %, HiPerSolv CHROMANORM® for LC-MS),
ddH20 (ultracistd voda — pfipravend z deionizované vody systémem Milli-Q),
siran hote¢naty bezvody p.a. (Lach-Ner, s.r.0.) octan sodny bezvody p.a. (Lach-Ner,
s.r.0.), chlorid sodny p.a., citronan sodny dihydrat p.a., primarni sekundarni amin PSA

(Agilent Technologies).

3.1.2 Pomlcky

Centrifugac¢ni zkumavky 15 ml a 30 ml (Eppendorf), mikrozkumavky 5 ml
(Eppendorf), porcelanova tieci miska s tlouckem, laboratorni 1Zi¢ka, automaticka pipeta,
stojanky na zkumavky a wvialky, wvialky 1,5 ml (Agilent Technologies),
jednorazové pipetovaci $picky, injekéni stiikatky 1 ml (MEDILAB CR, s. r. 0.),
sttikackové filtry PTFE (Labstorel European Laboratory Footprint), inserty 0.3 ml
(ThermoScientific), analyticka kolona ZORBAX RRHD Eclipse C18, 95A
(2.1 x 150 mm, 1,8 um) (Agilent Technologies), ochranné rukavice a dal$i bézné

laboratorni pomticky.

3.1.3 Pristrojové vybaveni
Analytické vahy — Sartorius CP225D
Centrifuga — Eppendorf 5810 R 40

Hmotnostni spektrometr — Shimadzu 8030 Triple Quadrupole
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Kapalinovy chromatograf — UHPLC Shimadzu Nexera
Laboratorni vdhy — Kern 440-43N

Systém pro ¢isténi vody — Milli Q Millipore, Bedford, MA, USA
Trepacka — Heidolph Multi Reax

Ultrazvukova lazen — K10, Kraintek, SR

Vortex - V-1 PLUS, BIOSAN

Vakuovy koncentrator — Concentrator 5301, Eppendorf

3.2 Priprava zdasobnich, pracovnich roztokit a extrakcnich
smési

3.2.1 Zasobni roztoky a pracovni roztoky

Predmétem pozornosti byla trojice latek, fenbendazol (FBZ), fenbendazol sulfoxid
(FBZ-SO>) a fenbendazol sulfon (FBZ-SO). Zasobni roztoky standarda byly pfipraveny
rozpusténim latek FBZ, FBZ-SO, FBZ-SO., FBZ-D3 v dimethylsulfoxidu (DMSO)
na vyslednou koncentraci 1 mg/ml. Naslednym fedénim zéasobnich roztokl
byly pfipraveny roztoky pracovni o niZSich koncentracich. Zasobni roztoky byly fedény
10-krat a 100-krat pomoci ACN. Z roztoki FBZ, FBZ-SO a FBZ-SO:> byl z praktického
ditvodu vytvofen zédsobni roztok o vysledné koncentraci 0,3333 mg/ml kazdé z latek,
dale nazyvany jako pracovni roztok A. Naslednym fedénim v ACN byl vytvotfen
pracovni roztok B (0,03 mg/ml) a taktéz pracovni roztok C (0,003 mg/ml). Roztok IS
FBZ-D3, jenz byl pfipraven timto zptisobem, byl v praxi vyuZivan pouze o koncentraci
¢=0,01 mg/ml. Pro zkoumani FBZ je nejvhodné&jSim latkou praveé izotopicky znaceny
FBZ-Ds (Obr. 6). Izotopicky znacené IS sdileji s analytem shodné fyzikalng- chemické
vlastnosti a 1i§i se pouze v molekulové hmotnosti, jsou tedy nejvhodné;jsi volbou v oblasti

IS. VSechny roztoky jsou skladovany pii 4 °C v lednici.

SRSEUN

Obr. 6 Fenbendazol- D3

D3
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3.2.1.1 Priprava kalibratori

Pro potieby validacniho procesu byl pouzit smésny pracovni roztok A
(0,3333 mg/ml), ktery byl déle fedén 50 % ACN. Takto byly vytvofeny 4 kalibracni
roztoky K1-K4. Vysledné koncentrace jsou uvedeny v Tab. 1.

Tab. 1 Priprava kalibratori

Pracovni R stedl Vysledna
Kalibrator roztok OZPE);]; ¢l Koncentrace
A (uD) (ng/ml)

750 250 6
K1

K3 300 500 4
K1
250 750 2
K1

3.2.2 Priprava kontrolni roztoki (QC, Quality Control)

Pro vyvoj a validaci analytické metody byly pfipraveny QC roztoky ve tiech
koncentracich (LLOQ, QCA a QCB). Dle smémice SANTE/11312/2021
(Pesticide guidelines 2021) neni pfimo specifikovano definované rozmezi.
Pro QCB roztok byl pouzit pracovni roztok B. Jako QCA roztok byl pouzit pracovni
roztok A. Popis pfipravy je uveden v kapitole 3.2.1.

3.2.3 Extrakcni a d-SPE smési

Ve vyzkumné praci optimalizace extrakce fenbendazolu z enviromentalnich vzorkt
bylo cileno na extrakéni metodu QuEChERS, respektive na jeji dva podtypy.
Pro kazdy z podtypt existuje extrakéni smés, charakteristickd pro dané pouZiti.
Jednalo se o extrakéni smés pro metodu AOAC 2007.01 (dile jen AOAC)
a metodu EN 15662:2008 (dale jen EN).

Pro ptipravu jedné smési pro EN extrakci jsou potieba 4 g bezvodého
siranu hotecnatého, 1 g chloridu sodného, 1 g dihydratu citronanu sodného a 0,5 g
citronanu sodného seskvihydratu. Pro pfipravu jedné smési pro AOAC extrakci
jsou potteba 6 g bezvodého siranu hotfecnatého a 1,5 g bezvodého octanu sodného.

Obé¢ extrakéni smési byly pfimo pfipravovany.
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Jako d-SPE smés byla zvolena smés 150 mg PSA + 900 mg MgSOs, ptipadné

7,5 mg GCB. Srovnani jednotlivych technik bude rozebrano v samostatné kapitole.

3.3 Odbeér vzorku a jejich predpriprava

Odbér vzorkt ze spravnych oblasti je klicovym aspektem pro celkové vyhodnoceni.
Vzorky z daného mista jsou odebrany ze dvou hloubek ve dvou ¢asovych intervalech.
Prvnim znich je odbér pidy jesté¢ pred samotnym zahdjenim 1écby fenbendazolem,
tedy v obdobi, kdy by se v ptdé tato 1éciva latka neméla vyskytovat, v naSem piipadée
dne 10. 10. 2021. Tento odbér plni funkci kontrolnich vzorkti. Druhou skupinu tvofi
vzorky odebrané ztéhoz mista po podani 1é¢ivého piipravku obsahujicim FBZ,
v nasem piipadé¢ dne 26. 10. 2021, tudiz se v tomto piipad¢ jednd o realné vzorky,
které nejsou predmétem této bakalaiské prace. Zvifatim bylo podavano 1écivo

Panacur 25 mg/ml ve findlni davce 20 mg/kg.

Vsechny odebrané¢ vzorky byly po transportu déale zpracovavany.
Nejprve byly suSeny pii teploté¢ 30 °C za cilem odstranéni piebytecného obsahu vody.
Odstranéni vody pomédha zabrdnit piipadné oxidaci sledovanych sloucenin.
Poté byly vzorky rozmélnény v tieci misce s tlouckem, nasledné piesety pies sito.
Takto upravena puda byla nejprve odvazena do zipovych PP sackt, které byly uskladnény
pfi-24 °C. Pro vyvoj vhodné extrakéni metody byla vyuzita piida, kterd neobsahuje nami

zkoumany FBZ.

3.4 Vyvoj extrakcéni metody

3.4.1 Optimalizace extrakcnich podminek

Béhem vybéru vhodné extrakéni metody se testovaly AOAC a EN metody
extrakce QuEChERS v kombinaci s d-SPE pomoci grafitizovaného uhliku (GCB)

a primarniho sekundérniho aminu (PSA).

3.4.2 QUEChERS extrakce pomoci AOAC a EN metody

Originadlni metody QuEChERS pracuji se vzorky obsahujicimi vodu.
Jelikoz vzorky pudy pro tuto vyzkumnou ¢innost byly zbaveny vody, aby bylo umoznéno

zamrazeni, pied samotnou extrakci bylo zapotfebi vzorky rehydratovat.
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Do 50ml centrifuga¢ni zkumavky byly navazeny 4 g pudy. Pida byla hydratovana
pfidanim 12 ml ddH>O, po kterém nasledovalo tfepani na tfepacce po dobu 20 min.
Vysledny obsah vody sepohyboval kolem 75 %. Do ptipravené pudy bylo napipetovano
3 ul pracovniho roztoku standardu A, B, nebo C, s naslednym ptidanim 10 pul IS FBZ-Ds
o koncentraci 0,01 mg/ml. Opét bylo potieba vzorky umistit na tfepacku
po dobu 30 minut. Tento krok byl zopakovan po pfidani 10 ml ACN,
tentokrat vSak zkraceno  na 5 minut.  Po téchto  krocich  nasledovalo  piidani
extrak¢ni smési pro AOAC, ptipadné EN. Vzorky se opét umistily na tfepacku po dobu
30 min a nésledn¢ byly vzorky centrifugovany 15 min pti 3220 rcf. Po odd¢€leni fazi
bylo odebrdano 6 ml z vrchni faze do5 ml centrifugacni zkumavky a vlozZeno
do vakuové odparky k odpafeni do sucha (bez d-SPE kroku) anebo lze odebrat 8 ml
do 15 ml zkumavky obsahujici d-SPE smé&s s naslednym zopakovanim kroku tfepani
isvyuzitim  centrifugy  anasledovanym odpafenim ve  vakuové  odparce.
Vzorky byly odpatovany v 5 ml centrifugacnich zkumavkach postupné z dtivodu limitace
instrumentace vakuové odparky. U obou metod (bez)d-SPE bylo celkem odpateno 6 ml

acetonitrilové faze pii 30 °C. Tento krok je nezbytny pro uskladnéni.

3.5 Priprava vzorki pied mérenim

Vzorky je vzdy zapotfebi pfipravit bezprostfedné pfed samotnym méfenim.
Do 5 ml centrifugacni zkumavky obsahujici odpafeny vzorek bylo v prvnim kroku
ptidano 100 pl ACN nasledované tfepanim (5 min) a ultrazvukovou ldzni (5 min).
Poté bylo ptidano 100 pul ddH20O a nasledny postup byl zopakovan. Takto rozpusténé
vzorky byly filtrovany pomoci stiikackového filtru z PTFE materidlu do vialek

se sklenénym inzertem. Nasledn¢ byly takto pfipravené vzorky analyzovany.

3.6 Validace

Cilem validace metody je poskytnout diikaz, Ze metoda je vhodna pro zamysleny
ucel. Ovéfovani vykonnosti metody béhem rutinni analyzy by mélo probihat pravidelné,
jelikoz nam potvrzuje mimo jiné spravnost provadéné analyzy. Validace je zéaroven

pozadavkem akreditacnich organt.

Pokud se analyza zamé&fuje na vice analytli, metoda musi byt validovana pro kazdy
znich. Pro kontrolu vytéznosti a presnosti je vyzadovano minimalné 5 opakovani.

Primeérné hodnoty vytéznosti z pocatecni validace by mély byt v rozmezi 70-120 %.
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V ptipad¢ potlaceni/zesileni signalu o vice nez 20 % je tfeba fesit vlivy matrice v kalibraci

(Pesticide guidelines 2021).

Validacni proces prob&hl dle: ANALYTICAL QUALITY CONTROL AND
METHOD VALIDATION PROCEDURES FOR PESTICIDE RESIDUES ANALYSIS
IN FOOD AND FEED SANTE 11312/2021 (Pesticide guidelines 2021).

Mezi  hodnocené parametry vradmci provadéné¢ho vyzkumu patfily
linearita (kalibrace), limit detekce, limit kvantifikace, selektivita, extrakéni vytéznost,

matricové efekty, posun retencniho Casu, preciznost a presnost.

3.6.1 Kalibrace

Kalibracni vzorky byly konstruovany bez a v pfitomnosti piislusSné matrice.
V ptipadé konstrukce kalibratorti v matrix pudy byly vyuzity slepé vzorky pfipraveny
dle EN nebo AOAC metody, do kterych byl postextrakéné ptidan piislusny kalibrator.
Kalibra¢ni roztoky KR1- KR9 (Tab. 2) byly pfipraveny postupnym fedénim kalibratoru
K1-K4 viz. Tab. 1. Kalibra¢ni vzorky byly pfipraveny ptidavkem 200 pl kalibra¢niho
roztoku (KR1- KR9) a 1,2 pl IS do ptislusné centrifugacni zkumavky s danou odpatrenou

matrici. S takto pfipravenymi vzorky se pracovalo podle kapitoly 3.5.

Tab. 2 Kalibrace

Vysledna
koncentrace

(ng/ml)

Kalibraéni Kalibrator = Rozpoustédlo
roztok (nD) (1))

250 750 2
Kl

100 900 0.8
Kl

100 900 0.6
K2

100 900 0.4
K3

100 900 0.2
K4

10 990 0,08
K1

10 990 0,06
K2

10 990 0,04
K3

10 990 0,02
K4
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3.6.2 QC vzorky

QC wvzorky (QCA, QCB, LLOQ,) byly pfipraveny v péti replikatech.
Vzorky byly pfipraveny ptidavkem 3 pl pfislusného QC vzorku a 10 pl IS k dané
blankové matrici. Nasledn¢ byla provedena extrakce EN nebo AOAC dle kapitoly 3.4.1.

S takto pfipravenymi vzorky se nasledné pracovalo podle kapitoly 3.5.

3.6.3 Extrakcni vytéznost

Pro porovnani extrakéni vytéznosti byly vyuzivany QC vzorky (LLOQ, QCA,
QCB) po péti replikdtech. Po piislusném typu extrakce bylo do blankového
acetonitrilového  extraktu (6 ml) pfidano 3 pl pfislusného QC  vzorku.

S takto pripravenymi vzorky se pracovalo dle kapitoly 3.5.

3.6.4 Matricové efekty

Vzhledem k vyraznému vlivu matrice pii elektrosprejové ionizaci na velikosti
odezvy detekce, byl tento vliv cilené¢ zkouman. Pro testovani vlivu ME byla pouzita
metoda porovnani smérnic kalibracnich kiivek konstruovanych v pfislusné matrici
a vrozpoustédle 50 % ACN. Vyuzity byly vzorky pfipravené podle Tab. 2.
Doplnéno bylo metodou postextrakéniho ptidavku. Popis obou metod je uveden

v kapitolach 2.2.4.2.1 a2.2.4.2.2.

3.7 UHPLC-MS/MS analyza

Pro stanoveni jednotlivych analytt UHPLC metodou byla zvolena separace pomoci
analytické kolony ZORBAX RRHD Eclipse C18, 95A (2.1 x 150 mm) s velikosti ¢astic
1,8 um (Agilent Technologies). Rychlost priitoku mobilni faze (MF) byla 0,4 ml/min.
Objem nastfiku byl 1 pl pro vSechny analyzy. Teplota kolonového prostoru
byla nastavena na 40 °C. MF byla tvofena roztokem A (H>O + 0,1 % k. mravenci)
aroztokem B (ACN + 0,1 % k. mravenci). Pribéh gradientové eluce v ¢ase znazornuje

Obr. 7.
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Obr. 7 Priibéh gradientové eluce

Pro analyzu MS/MS byl pouzit trojity kvadrupdl sionizaénim zdrojem ESI

provozovanym v pozitivnim rezimu s posunem kapilary +2, pracujicim v rezimu MRM.

Napéti na sprejovaci kapilare bylo 4,5 kV a teplota tepelného bloku byla nastavena

na 400 °C. Jako nebulizacni plyn byl pouzit dusik a to s pritokem 2,5 I/min.

Dusik byl zvolen taktéz jako suSici plyn s prutokem 12 I/min. Koliznim plynem

pro MS/MS experimenty byl zvolen argon. Timto zplisobem byly ziskany informace

o jednotlivych sloucenindch uvedenych v Tab. 3.

Tab. 3 Molekulovd hmotnost a vybrané produktové ionty analyzovanych sloucenin

Prekurzorovy
. . . iont Produktovy iont [M+H]",
ELOUEERITE i o) [M+H]* m/z (kolizni energie)

267,9 (-21);159,0 (-39)

2,444 316,0 265,9 (-27); 207.1 (-30); 191,0 (-24)
3,146 332,0 300,0 (-23); 159,1 (-43)
3,805 303,4 268,1 (-21); 169,15 (-36)
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4 VYSLEDKY

4.1 Optimalizace extrakcnich podminek

Pouziti dvou metod pro stanoveni v  ME nam nésledné¢ umoZiluje urcit,

ktera z extrak¢nich technik QUEChERS je pro FBZ vhodné;jsi.

Zvolenou extrakéni metodou QuEChERS je metoda AOAC 2007.01.
Ptislusné grafy, tabulky a validaéni parametry chromatografické metody jsou uvedeny
nize. Principem optimalizace bylo piidani kroku d-SPE, které odstrani balastni latky,
atudiz umozni docilit co nejpresnéjSich nezkreslenych vysledkti. Béhem procesu
optimalizace byly provedeny testy s piecisténim pomoci GCB (7,5 mg),
avsak tato metoda se neosvédcila. Vhodnéjsim byl PSA ve spojeni s MgSOs.
PSA mé schopnost  odstraiovat mastné  kyseliny, cukry a nékteré dalsi
matricové koextrakce a i samotna manipulace byla v tomto ptipadé¢ snazsi, nez tomu bylo
v ptipadé grafitizovaného uhliku. Zvolenou a dale pouzivanou smési byla smés

150 mg PSA + 900 mg MgSOs,

4.1.1.1 QCvzorky

Analyzou QC vzorkt na tfech hladinadch (QCA, QCB LLOQ),) byla hodnocena preciznost
a presnost. Povolend odchylka pro QC vzorky dle smérnice SANTE/11312/2021
je <20 % (Pesticide guidelines 2021). Namétené hodnoty splnuji validaéni kritéria

dle valida¢ni smérnice a neptekrocily 15 % Vysledky jsou uvedeny v Tab. 4.

Tab. 4 Preciznost a pfesnost méreni v ramci QC vzorki

Namérena )
Preciznost

Standard koncentrace Piesnost [%]
[ng/ml]

[CV %]

FBZ-SO:
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4.1.1.2 Matricové efekty

ME charakterizuji zménu ucinnosti ionizace zpusobenou piitomnosti latky
vychazejici z kolony soucasné se stanovovanym analytem. Metoda porovnani smérnic
kiivek a metoda postextrakéniho ptidavku umoziuji stanovit ME. Jako prvnim krokem
pro vybér vhodné extrakéni techniky jsme zvolili pravé porovnani ME pomoci porovnani
smérnic kalibracnich ktivek, abychom hned na zacatku odhalili, zda u jedné metody
nedochdzi k potlaceni signalu na detektoru a nebudeme tedy nasledné schopni docilit
nizkych LOD a LOQ hodnot. Metoda porovnani smérnic kalibra¢nich kiivek

je znazornéna na Obr. 8-10 a taktéz v Tab. 5.

Tab. 5 Vysledky ME metodou porovndni smérnic kalibracnich kfivek

EN 15662:2008 AOAC 2007.01
[Ye] [Ye]

Sloucenina

64

65
128 109

FBZ-SO: 110 97

Pro latku FBZ-SO (Obr. 8) plati, ze vzorky upraveny EN i AOAC metodou
byly zatizeny ME. U vzorkl bylo pozorovéano zesileni ionizace vlivem ME. V ptipadé

EN metody o 28 %, u AOAC metody o0 9 %.
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Matricové efekty u FBZ-SO
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Obr. 8 Hodnoceni ME u FBZ-SO

U latky FBZ-SO; (Obr. 9) po pouziti extrakéni metody EN doslo taktéz k zesileni
ionizace vlivem ME, a to o 10 %. Naopak po pouziti metody AOAC doslo u zkoumaného

analytu k potlaceni ionizace o 3 %.

Matricové efekty u FBZ-SO2
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Obr. 9 Hodnoceni ME u FBZ-S0;

38



U latky FBZ (Obr. 10) doslo po pouziti obou metod k vyrazné snizené tvorbé
pozadovanych iontli (potlaceni ionizace). U EN metody o 36 % a u metody AOAC
0 35 %.

Matricové efekty u FBZ

30 y =19,889x + 0,3003
R? =0,9975
S 25 [ ey et [ ]
£ y=31,167x+0,418 .
;E 20 RZ2= 0,9958 '.. .......
~ | R .-
T oac | e
5 e
2 e
T e LA y =20,317x + 0,061
C T e 2_
o e R?=0,9958
D- 5 ------
Nﬁ.a-"
0
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9
ug/ml
® mobilni faze EN extrakce AOAC extrakce

Obr. 10 Hodnoceni ME u FBZ

Z graficky (Obr. 8-10) i tabulkové (Tab. 5) znazornénych vysledkt ME vyplyva,
ze ob& metody QUEChERS jsou pro extrakci FBZ pouZitelné. Znateln€ lepsich vysledka
dosahla AOAC extrakce. Pro rozsahlejsi analyzu vSak vyuzivame 1 metodu
postextrakéniho ptidavku. Hodnoty ziskané touto metodou hodnoceni ME byly pouzity

pro zavérecné stanoveni extrakéni vytéznosti, a proto jsou spole¢né uvedeny v Tab. 7.

4.1.2 Validace

Po kroku optimalizace extrak¢énich podminek byla metoda optimalizovana
podle SANTE 2021 z hlediska validace (Pesticide guidelines 2021). Jak jiz bylo zminéno
v experimentélni ¢asti, hodnocenymi parametry jsou linearita (kalibrace), limit detekce,
limit kvantifikace, selektivita, extrakéni vytéznost, matricové efekty, posun retencniho

¢asu, preciznost a presnost.

V Tab. 6 jsouznazornény jednotlivé parametry kalibracniho rozsahu metody

pro dané analyty.
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4.1.2.1 Kalibrace

Hodnoceni  kalibra¢nich  zavislosti probihalo meéfenim dvou  sérii,
kdy kazdy vzorek byl méfen v duplikdtu. Dle wvalidacnich kritérii je nutno vyuZzit
pro kalibracni zavislost minimalné 5 kalibra¢nich bodd. V hodnoceni trojice latek,
jezbyly predmétem vyzkumu, byla kalibrace 9bodova. Vyuzivany byly pfislusné
kalibracni roztoky K1-K9. Jako regresivni model byla pouzita jednoducha linearni
regrese. Zpétné vypoctend koncentrace dle rovnice piimky nepiekrocila 20 % u zadného

z kalibra¢nich bodua.

Tab. 6 Parametry kalibracniho rozsahu pro FBZ, FBZ-SO, FBZ-50

Sloucenina FBZ FBZ-SO FBZ-SO:

Linearni rozsah 0,8-0,02

2-0,02 2-0,02

20,3170 4,2376 3,0057
Prusecik kalibracni 0,0610 0,0483 0,0939
krivky na ose y
Korelaéni koeficient (rZ%) 0,9958 0,9985 0,9957
LOD pg/ml 0.0098 0.01247 0.00179
LOQ pg/ml 0,02 0,02 0,02

4.1.2.2 Extrakcni vytéznost u AOAC metody

Extrakéni vytéZznost (Tab. 7) byla studovana na tfech koncentra¢nich hladinach
a to pomoci hodnot ziskanych metodou postextrakéniho ptidavku.
Kazda z koncentracnich hladin byla zaroven podrobena analyze celkem dvakrat.
Vyhodnoceni extrakéni vytéznosti je vyjadieno v procentech a jedna se o pomér mnozstvi
sledované latky ve vzorku, ktery byl obohacen pifed extrakci, a vzorku blankové
vyextrahované matrice kterd byla obohacena az po extrakci. Postup a vypocet je popsan
v kapitole 2.2.4.2.2., vyuzity byly rovnice kalibra¢nich ptimek sestrojenych pro FBZ-SO
na Obr. 8, pro FBZ-SO; na Obr. 9 a pro FBZ na Obr. 10.
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Tab. 7 Extrakéni vytéZnost a ME vyhodnoceny dle metody postexkracniho pridavku

Extrakéni
Standard vytéznost ME [%]
+ SD [%]

100 =4

QCB 85+2 68
LLQC 85+ 10 65
QCA 108 =4 92
FBZ-SO: QCB 96 = 1 102
LLQC 107 £7 103
QCA 106 = 1 110
FBZ-SO QCB 98+ 1 123
LLQC 103 = 10 91

Na vSech koncentra¢nich hladinach doSlo k ovlivnéni procesu ionizace,
coz indikuje pfitomnost interferujicich latek v matrici. Ziskané vysledky vSak ukazuji,
ze ackoli signaly ziskané z analyzy UHPLC-MS/MS jsou ovlivnény matricovymi efekty,
metoda je dostatecné optimalizovana pro poskytnuti kvalitnich vysledki.
Dle vySe zminénych validac¢nich kritérii by mély primérné hodnoty vytéZnosti
z pocatecni validace byt v rozmezi 70-120 %. Latky FBZ-SO a FBZ-SO» poskytuji velice
dobré vysledné hodnoty extrakéni vytéznosti blizké 100 %, taktéz extrakéni vytéznost
FBZ neklesla pod 85 %. Kritéria validace jsou splnéna i zhlediska hodnot
smérodatné odchylky, které nesméji prekracovat 20 %. Hodnota smérodatné odchylky

zadné ze zkoumanych koncentracnich hladin nepiekrocila 10 %.

4.1.2.3 Specificita a retencni cas

Nami nastaveny hmotnostni analyzator pracuje v MRM modu. Na piilozeném
chromatogramu (Obr. 11) je znazornén slepy vzorek pudy jen s IS, ktery znazoriuje
specifitu. Na nasledujicim chromatogramu (Obr. 12) je zndzornéna blankova matrice
obohacena standardnimi roztoky zkoumanych latek FBZ, FBZ-SO, FBZ-SO; spole¢né
sIS, kterym byl FBZ-D3;. Chromatogram pfislusi koncentraci LLOQ.
V pribehu celé analyzy opakovatelnost reten¢niho ¢asu u vSech analyti splioval

validaéni kritérium £ 0,1 min dle SANTE 2021.
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Obr. 11 Chromatogram FBZ-D3
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Obr. 12 Chromatogram QC vzorku o koncentraci LLOQ
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S DISKUZE

Lécivé latky mohou byt pro zivotni prostfedi vyznamnym zdrojem znecisténi.
Krom¢ hrozby vzniku rezistence, mohou benzimidazolova anthelmintika,
vcetné fenbendazolu, postupné prechdzet do pidy 1 podzemnich vod
(Stuchlikova et al. 2017). Cilem této prace bylo vyvinout a validovat UHPLC-MS/MS
metodu pro stanoveni 1é¢ivé latky FBZ v pudé a to véetné¢ dvou metabolitl, FBZ-SO

a FBZ-SOs.

Tyto ti1 latky jsou mimo jiné predmétem c¢lanku Gokbulut et al. (2006),
ktery se vénuje podavani anthelmintik oslim a sleduje jejich koncentraci v plasmé
a v trusu po léCeni. Podobny osud anthelmintik se o¢ekava i u hospodaiskych zvirat.
Krom¢  dulezitosti  fyzikdlné-chemickych  vlastnosti je  vSak  zapotiebi
zaméfit se na konkrétni druh zvitete, jak uvadi Capece et al. (2006) na zéklad€ rozsahl¢ho

vyzkumu, mnohdy se totiz mezi riznymi druhy 1i8i zastoupeni parentni latky i metabolita.

V soucasné dob¢ existuje jiz nekolik studii vénujicich se prestupu anthelmintik
do Zivotniho prostfedi a nasledného ovlivnéni dalSich (necilovych) zivych organismii.
Utinkem na necilové Zivoichy se zabyva i Wagil et al. (2014), ktery ve svém ¢&lanku
uvadi toxické ucinky flubendazolu a FBZ u koryst (Daphnia magna). Pomérné vyraznou
¢ast téchto prispévki tvoii studie Katedry biochemickych véd Farmaceutické fakulty
v Hradci Kréalové. Tyto studie jsou ve formé odbornych ¢lanki i zavére¢nych praci.
V souvislosti s vyzkumem tykajicim se FBZ v pid¢, jemuz se vénuji ja, byl provadén
vyzkum taktéz s léCivou latkou albendazol, ve kterém byla pfitomnost této 1éCivé latky
v prostiedi potvrzena (Vrablova 2021, Navratilova et al. 2021). Skupina také provadi
studie zamétujici se na fytotoxicitu anthelmintickych 1é€iv. V této oblasti se napiiklad
Stuchlikova et al. (2020) zamétuje na rostlinu Medicago sativa po expozici 1é¢ivé latky
albendazol. Vlivy albendazolu spole¢né s flubendazolem na rostlinu Phragmites australis
posuzuje Podlipna et al. (2013). Navratilova et al. (2020) se vénuje ucinku ivermektinu
na rostlinu Plantago lanceolata. Ze studii vyplyva, Ze rostliny jsou schopny pfijimat

a dale biotransformovat 1é€ivé latky, kterym jsou vystavené.

Hledéni optimélnich podminek pro environmentalni analyzu je néaro¢né.
Jakakoli analyza je nachylnd k chybam vznikajicim v kazdé fazi postupu od odbéru
vzorki, ptes pfipravu vzorku (extrakce a €isténi), pfistrojovou analyzu, 1 kvantifikaci.

Kazdy z analytickych kroki miZe byt ovlivnén fadou faktort, vcetné sloZeni vzorku
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(napt. pH, obsah vody, lipid, cukrii) (Anastassiades et al. 2003). VétSina studii
je provadéna in vitro s vyS$§imi koncentracemi anthelmintik, nez jaké jsou nalezeny
v zivotnim prostfedi, je tedy nésledné tieba in vitro poznatky téz testovat v realnych

podminkach.

Predmétem optimalizace ve fazi vyvoje bylo zvolit vhodny pomér zkoumané
matrice spole¢né s extrakcni a precistovaci smési a na zaklade predchozich testd zvolit
1 vhodny interni standard. Izotopicky znacené standardy se Casto pouzivaji ke korekci
pfipadného potlaceni iontd. Stejn¢ je tak tomu 1 v piipadé latky FBZ-Ds,

ktery jsme pouzili jako interni standard v naSich vzorcich.

Na zékladé porovnani ME u jednotlivych koncentra¢nich hladin latek
vrozpoustédle 1 vmatrici plidy, analyzovanych UHPLC-MS/MS systémem,
které je uvedeno vyse, byla pro extrakci FBZ z enviromentalnich vzorkl zvolena metoda
AOAC 2007.01. Optimalizace extrakéni metody QuEChERS spocivala v pfidaném
disperznim cisténi. Jako nejvhodnéjsi se projevil priméarni a sekundarni amin (PSA)
ve smési s MgSO4. Optimalizovand chromatografickd separace vyuzivala ionizaci
elekrosprejem a  hmotnostni  analyzdtor  typu  trojittho  kvadrupodlu.
Stanoveni bylo zkomplikovano slozitosti matrice pady. Matrici nebylo mozné zcela
odstranit ani pfidanim piecistovaciho kroku ve formé d-SPE u zvolené extrakéni metody,
a dochdzelo tedy ke zna¢nym interferencim. Vice ovlivnéna byla metoda EN QuEChERS
v porovnani s AOAC metodou. Pfitomnost interferenci jednoznacné ukazuje, Ze zatiZeni
zpisobené ME a s tim spojené potencialni problémy s vytéznosti a piipadnou sorpci
je tématem, kterému je potieba se i nadale vénovat. Snaha o zavadéni metod s efektivné;si
eliminaci ME ve vSech vyzkumnych oblastech by mohla do budoucna vyznamné

posunout analytické metody kuptedu.

Z vysledki této bakalarské prace vyplyva, Zze FBZ, FBZ-SO a FBZ-SO: Ize od sebe
takto optimalizovanou metodou odlisit, a tedy stanovit kvalitativni i1 kvantitativni
hledisko, 1 vpfitomnostt ME. Tato prace dopliiuje studie provadéné
na Katedie biochemickych v&d Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové a zaroven
poskytuje prostor pro dal§i navdzani, a to nejen zhlediska aplikace metody

na realné vzorky.
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ZAVER
Cilem této bakalarské prace bylo optimalizovat stanoveni 1é¢ivé latky fenbendazol

a jejich dvou metaboliti v padnich vzorcich, tedy optimalizovat UHPLC-MS/MS metodu
spolu s extrak¢ni technikou QuUEChERS.

» Extrak¢ni technikou AOAC 2007.01 a EN 15662:2008 byly provedeny extrakce
vzorkd pidy.

» Zkouman byl i vhodny sorbent pro dopliovaci piecistovaci krok pomoci d-SPE.

» Pro normalizaci kvantitativniho hlediska byl vyuzit IS FBZ-Ds.

» Probéhlo hodnoceni ME metodou porovnani kalibracnich kfivek a metodou

postextrakéniho ptidavku, nasledovalo stanoveni extrakéni vytéznosti.

» Na zaklad¢ hodnoceni ME bylo provedeno porovnani obou metod QuEChERS.

Zvolenou kombinaci pro realné vzorky se stala metoda AOAC 2007.01, doplnéna
precisténim 150 mg PSA + 900 mg MgSOs. Pro tuto kombinaci byl uskute¢nén valida¢ni
proces pro UHPLC-MS/MS analyzu.
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ACN

AOAC

API
C18
ddHO
D-SPE

EN

ESI

FBZ
FBZ-Ds
FBZ-SO
FBZ-SO>
GCB
HPLC

HPLC-MS

IS
LC-MS
LLE
ME

MeOH

acetonitril
metoda QUEChERS- metoda AOAC INTERNATIONAL

(ang. Association of Official Analytical Chemists) se spec.

extrakéni smési

ionizace za atmosférického tlaku

oktadecylsilan

redestilovana H,O

disperzni SPE

metoda QUEChERS- metoda Evropského vyboru pro normalizaci

(ang. European Committee for Standardization) se spec. extrak¢ni

smési

ionizace elektrosprejem

fenbendazol

fenbendazol-D3

fenbendazol sulfoxid

fenbendazol sulfon

grafitizovany uhlik

vysokoucinna kapalinové chromatografie

vysokoucinna kapalinovéa chromatografie ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii

interni standard

kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii
extrakce kapalina-kapalina (ang. Liquid-Liquid extraction)
matricové efekty

methanol

46



MRM
MS
NIST
PSA
QC

SPE
UHPLC

UHPLC-MS/MS

selektivni zdznam vice reakci v hmotnostni spektrometrii
hmotnostni spektrometrie

Narodni institut standardt a technologie
primarni-sekundarni amin

kontrolni vzorek (ang. Quality Control)

extrakce kapalina-pevna faze (ang. Solid-Phase.extraction)
ultra-vysokoucinna kapalinovéa chromatografie
ultra-vysokoucinnd kapalinova chromatografie spojena

s tandemovou hmotnostni spektrometrii
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