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ABSTRAKT

Tématem této bakalatské préace je stanoveni 1€Civ v zizaladch hnojnich prostfednictvim metody
QUEChERS s naslednou LC-MS/MS analyzou. Teoretickd ¢ast je zaméfend na konkrétni
skupiny pouzitych 1é¢iv, jejich vlastnosti a vyuziti. Dale se zaméfuje na vyskyt 1é¢iv v Zivotnim
prostiedi od jejich vstupu az po s tim spojené negativni nasledky, v¢etné dopadu na Zizaly
hnojni. Teoreticka ¢ast také pojednava o metodé QuUEChERS a kapalinové chromatografii
s hmotnostni spektrometrii. V ramci experimentalni ¢asti byla nejdiive optimalizovana metoda
QUEChERS (konkrétné jeji parametry jako organické rozpoustédlo, slozeni vodné faze,
mnozstvi EDTA a zpusob piecisténi) pro extrakci 31 1é¢iv z zizal s analytickou koncovkou
LC-MS/MS. Tato optimalizovana a validovand metoda je nasledné pouzita na extrakci 1é¢iv
z zizal hnojnich, které byly podrobeny experimentim. Experimenty se zaméfuji na vliv
koncentrace 1éCiv v pidé a pritomnost biouhlu na piijem raznych lé¢iv zizalami.

ABSTRACT

The content of this Bachelor‘s thesis is an analysis of pharmaceuticals in earthworms using
the QUECHERS method followed by the LC-MS/MS analysis. The theoretical part focuses
on the specific groups of used drugs, their properties and applications. Furthermore, it focuses
on the occurrence of drugs in the environment from their input to the negative consequences
including the impact on earthworms. The theoretical part also discusses the QUEChERS method
and liquid chromatography with mass spectrometry. At first in the experimental part,
the QUEChERS method (concretely parameters like organic solvent, aqueous phase
composition, amount of EDTA, purification method) was optimized for the extraction
of 31 drugs from earthworms analytically completed by LC-MS/MS. This optimized
and validated method is subsequently applied to the extraction of drugs from earthworms from
the performed experiments. The experiments focus on the effect of drug concentration in soil
and the presence of biochar on the uptake of different drugs by earthworms.

Klicova slova
Léciva, zizaly, QUEChERS, kapalinova chromatografie, hmotnostni spektrometrie
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1 UVvOD

Léciva jsou jiz dlouhé desetileti béZné pouzivana pii 1é¢bé, prevenci a diagnostice velkeho
spektra onemocnéni. Jsou hojné vyuzivana jak v humanni, tak veterinarni mediciné [1, 2].
Celkova spotieba 1éCiv se neustile zvySuje [3] a stim naristd i riziko distribuce 1é¢iv
do zivotniho prostiedi a jeho kontaminace.

Léciva se do Zivotniho prostiedi dostavaji jako nemetabolizovana ¢i metabolizovana
po lidské spotfebé V odpadnich vodach, pomoci statkovych hnojiv po pouziti léciv
ve veterinarni mediciné. Prostfednictvim statkovych hnojiv a zavlazovanim odpadni vodou
se léciva dostavaji do pidy a nasledné¢ mohou kontaminovat povrchové i podzemni vodni
zdroje [1, 2]. Toto je zpisobeno zejména diky snaze recyklovat odpadni vody a vyvozu
statkovych hnojiv na pole za Gi¢elem obohaceni pudy o prospé$né Ziviny [1, 4, 12].

Uvolnovani 1é¢iv do celého Zivotniho prostiedi, zejména do vody a pidy, mize mit velmi
negativni nasledky, které se s casem zacinaji projevovat. Podili se naptiklad na vzniku
antimikrobialni rezistence, ktera mé zanasledek umrti jiz miliona lidi [1, 2]. S ohledem
na predchozi scénaie narlstu rezistence proti 1éktim u 6 patogenii je mozné, zZe imrtnost mize
narust az na 10 miliénta Zivota roéné [6]. Naptiklad na infekce dolnich cest dychacich piipadalo
v roce 2019 vice nez 1,5 milionl umrti spojenych s rezistenci, coz z nich ¢ini nejzatizengjsi
infekéni syndrom [7].

Aktivni farmaceutické latky, ktereé se vyskytuji v zivotnim prostiedi mohou mit negativni
ucinky na organismy, ale také mohou ovliviiovat produkci a kvalitu péstovanych potravin nebo
pitné vody [9]. Tyto aktivni farmaceutické latky mohou negativné ovliviiovat také zizaly hnojni
na kvalitu pudy a s tim spojenou potravinovou produkci na kterou je v dnesni dobé kladen velky
diraz. Jelikoz zizaly tvoii zaklad potravniho fetézce, hrozi zde riziko pienosu léciv az do fise
vyssich Zivocichi, kde by mohly mit negativni sekundarni nasledky [16].



2 TEORETICKA CAST
2.1 Léciva
Jako léciva lze oznadit latky nebo smési latek, které jsou urené lidem ¢i zviratim z divodu

prevence pred nemocemi, 1é€by nemoci, zmirnéni jejich ptiznakd, diagnostiky a ovlivnéni
fyziologickych funkci [10, 35].

Ucginné latky (1é¢ivé latky) jsou latky piirodniho ¢&i syntetického pavodu majici
farmakologicky ucinek, imunologicky uc¢inek nebo ovliviiujici metabolismus. VSechna
synteticka 1éCiva jsou slouceniny (nebo smési sloucenin), které 1ze pojmenovat systematickymi
nazvy dle IUPAC!. Tyto dlouhé nepiehledné nazvy byly v praxi nahrazeny generickymi nazvy
¢i INN?. Léciva lze také identifikovat podle obchodnich nazvii, které spole¢nosti uvadéji
z diivodu chranéni [10, 36].

Svétova zdravotnicka organizace rozdéluje 1éCivé latky podle raznych kritérii, jako je ucinek
na jednotlivé organy ¢i orgdnové soustavy, farmakologické ptisobeni nebo chemicka struktura,
do systétmu tzv. anatomicko-terapeuticko-chemické klasifikace 1é¢iv (klasifikace ATC).
Klasifikace je rozdélena do 5 urovni. Podle klasifikace se 1é¢iva rozdéluji v prvni Urovni
do ¢trnacti hlavnich skupin oznacenych velkymi pismeny. Rozdé€leni do étrnacti hlavnich
skupin zobrazuje Tabulka 1. Nasleduje druha uroven, ktera vyjadiuje terapeutickou skupinu,
zde je oznaceni dvoucislim kodem. Tteti Groven zndzornuje farmakologickou podskupinu,
ktera je znaGena jednim pismenem. Ctvrta iroven znazoriiuje chemickou podskupinu a opét
je oznacena jednim pismenem. Posledni pata Groven charakterizuje konkrétni G¢innou latku
nebo uréitou kombinaci Géinnych latek, je oznacena dvéma ¢islicemi [10, 38]. Naptiklad velmi
bézné uzivany 1ék ibuprofen nalezneme pod oznacenim MO1AEOL [37].

Tabulka 1: Ctradct hlavnich skupin anatomicko-terapeuticko-chemické klasifikace léciv [10]

Oznaceni Hlavni skupina

travici ustroji

krev a krvetvorné organy
kardiovaskularni systém

dermatologika

urogenitalni systém a pohlavni hormony
systémové hormonalni ptipravky kromé pohlavnich hormont
protiinfek¢éni 1€Civa pro systémové pouziti
antineoplastika a imunomodulujici 1é¢iva
muskuloskeletéalni systém

nervova soustava

antiparazitika, insekticidy, repelenty
dychaci ustroji

smyslové organy

razné

< vV ZZIrr«IOQUOm®>
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2.1.1 Makrolidova antibiotika

Makrolidova antibiotika neboli makrolidy jsou pfirozené se vyskytujici slouceniny tvotrené
laktonovym kruhem s pfipojenymi deoxy cukry. Nekteré makrolidy maji antibiotické nebo
antimykotické vlastnosti a pouzivaji se ve farmaceutické antimikrobialni terapii. Mezi
nejbéznéji pouzivana makrolidova antibiotika se fadi azithromycin, clarithromycin,
erythromycin [62], roxithromycin [89], spiramycin [90] a fidaxomicin [69]. Tucné
zvyraznéna léCiva jsou pouzita v experimentalni ¢asti (viz Tabulka 10).

Je to skupina 1ékd pouzivanych k 1é¢bé riznych bakterialnich infekci. Azithromycin,
clarithromycin a erythromycin se bézn¢ pouzivaji k 1é¢b¢ infekci, jako je zapal plic, sinusitida,
faryngitida a angina. Pouzivaji se také u nekomplikovanych koznich infekci a zanétu stiedniho
ucha u détskych pacienti. Makrolidy se také bézné pouzivaji k 1é¢bé sexualné pienosnych
infekci, jako jsou gonokokové a chlamydiové infekce [63-65]. Makrolidy jsou také jednim
Z hlavnich 1€kt pouzivanych k 1é€b¢ atypickych pneumonii, obvykle zplisobenych organismy
jako Mycoplasma pneumoniae, Legionella a Chlamydia pneumoniae [61].

Makrolidy inhibuji syntézu bakterialnich proteinti. Mechanismus G¢inku makrolidd spociva
V jejich schopnosti vazat bakteridlni ribozomalni podjednotku 50S, coz zpisobuje zastaveni
zejména azithromycinu, se pfipisuji interakcim s fosfolipidy a transkripénimi faktory AP-1,
NF-kappaB a dalSimi zanétlivymi cytokiny. Pozdéj$i zmény pozorované u makrofagi, které
interaguji s makrolidy, zahrnuji inhibici bunéné funkce, bunécného transportu a regulaci
exprese povrchovych receptorti. VSechny tyto ucinky vrcholi imunomodula¢nimi ucinky
makrolida v organismu [63]. Vlastnosti nékterych vybranych makrolidovych antibiotik
zobrazuje Tabulka 2.

Tabulka 2: Viastnosti nékterych léciv patiicich mezi makrolidova antibiotika

Rozpustnost
ATC Nazev Sumérnivzorec Mr[-] pKa[-] logP[-] vevodé Zdroj
[mg/L]

. . 8,50 a
JO1FA10 Azithromycin C3sH72N2012 749,0 8.74 0 2,370 [86]
JOLFAQ9 Clarithromycin ~ C3sHsoNO13 748,0 8,99 3,2 0,330 [87]
JO1FAO1  Erythromycin C37He7NO1s 7339 8,88 2,7 4,200 [88]
JO1FAQ06 Roxithromycin ~ CaiH7NO1s 837,0 9,27 1,7 0,0189 [89]

: . 7,88 a
JO1IFAQO2  Spiramycin Ca3H74aNO14 843,1 9.98 2,1 - [90]
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2.1.2 Nesteroidni protizanétliva léciva

rrrrr

Nesteroidni protizanétliva 1é¢iva jsou skupinou chemicky rtznorodych latek s podobnymi
terapeutickymi a nezddoucimi ucinky. VSechny léky této skupiny plisobi na snizeni zanétu,
bolesti a horecky prostiednictvim inhibice enzymut syntézy endoperoxidii, znamych jako
enzymy cyklooxygenézy (COX). Oba izozymy cyklooxygenazy, COX-1 a COX-2, pfeméfiuji
kyselinu arachidonovou na jeji endoperoxidové metabolity, mezi néz patii prostacyklin,
prostaglandiny a tromboxan. Tyto latky maji riznou biologickou aktivitu, od zanétu, pies tonus
hladkého svalstva az po tromb6zu [68].

rrrrr

Mezi nesteroidni protizanétliva 1é¢iva patii  fenoprofen, flurbiprofen, ibuprofen,
indomethacin, ketoprofen, ketorolac, mefenamova kyselina, meloxicam, nabumeton,
naproxen, oxaprozin, piroxicam, sulindac, tolmetin, celecoxib, rofecoxib, valdecoxib a dalsi

-----

zobrazuje Tabulka 3.

Tabulka 3: Viastnosti nékterych léciv patiicich mezi nesteroidni protizanétliva léciva

Rozpustnost
ATC Nazev Sumarnivzorec Mr[-] pak[-] logP[-] vevodé Zdroj
[mg/L]
MO1AEO1 Ibuprofen C13H1802 206,28 4,45 3,5 21,0 [91]
MO1AEO3 Ketoprofen C16H1403 254,28 3,98 3,1 51,0 [92]
Mefanamova

MO1AGO1 kyselina CisH1sNO2 241,28 4,20 51 36,2 93]
MO1AC06 Meloxicam  CisH13N3OsS: 351,40 4442 3,0 48,7

’ 7,78 ' ’ [93]
MO1AEO2 Naproxen C14H1403 230,26 4,15 33 15,9 [95]
MO1AHO1 Celecoxib  Ci7H14FsN3O2S 381,40 11,10 3,4 4,3 [96]
MO1ACO01 Piroxicam CisH13N3O4S 331,30 6,30 3,1 49,7 [97]
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2.1.3 Beta-blokatory

Beta-blokatory se jako skupina 1€kt pouzivaji predevSim k 1écbé kardiovaskularnich
onemocnéni a dalSich stavii [71], konkrétné pro lécbu tachykardie, hypertenze, infarktu
myokardu, méstnavého srde¢niho selhani, srde¢nich arytmii, ischemické srde¢ni choroby,
hypertyredzy, esencialniho tiesu, disekce aorty, portalni hypertenze, glaukomu, profylaxe
migrény a dalSich stavii. Pouzivaji se také k 1é€bé méné obvyklych stavii, jako je syndrom
dlouhého QT intervalu a hypertroficka obstrukéni kardiomyopatie. Beta-blokatory jsou
k dispozici k podani ve trech zakladnich formach: peroralni, intravendzni a oftalmologické,
pficemz zpusob podani casto zdvisi na akutnosti onemocnéni, typu a chronicité
onemocnéni [72].

Beta-blokatory se 1i8i svou specifi¢nosti vii¢i riznym receptorim, a proto vyvolané uc¢inky
zavisi natypu blokovaného receptoru a také na pfislusném organovém systému. Neékteré
beta-blokéatory se do uréité miry vazou také na alfa receptory, coz jim umoziiuje vyvolat odlisny
klinicky vysledek pfi pouziti ve specifickych podminkach. Jakmile se beta-blokatory navazi
nareceptory Bl a B2, inhibuji tyto U¢inky. Proto dochédzi k inhibici chronotropnich
a inotropnich u¢inkt na srdce a v disledku toho se srde¢ni frekvence zpomaluje. Beta-blokatory
také snizuji krevni tlak prostiednictvim nékolika mechanismi, véetné snizeni reninu a snizeni
srde¢niho vydeje. Negativni chronotropni a inotropni u¢inky vedou ke snizeni potieby kysliku,
a tak se po uzivani betablokatord zlepSuje angina pectoris. Tyto léky také prodluzuji refrakterni
periody sini a maji silny antiarytmicky ucinek [73, 74].

Mezi pouzivané beta-blokatory se fadi acebutolol hydrochlorid, atenolol, betaxolol
hydrochloride, bisoprolol fumarate, carteolol hydrochlorid, esmolol hydrochlorid, metoprolol,

penbutolol sulfate, nadolol, nebivolol, pindolol, propranolol, timolol maleate, sotalo
hydrochlorid [75]. Vlastnosti vybranych 1é¢iv patiici mezi beta-blokatory zobrazuje Tabulka 4.

Tabulka 4: Viastnosti nékterych léciv patiicich mezi beta-blokatory

Sumarni Rozpustnost
ATC Nazev Mr[-] pKa[-] logP [-] ve vodé Zdroj
vzorec
[mg/L]
9,52 a

CO7AB04 Acebutolol CisH2s N20s4 336,43 9.67 1,7 259,0 [98]
CO7AB03 Atenolol  CiaH22N20s 266.34 9,58 0,2 40,0 [99]
CO7ABO7 Bisoprolol ~ CigHs1 NO2 3254 9,50 1,9 2240,0 [100]
CO07AB02 Metoprolol  Cis HsNOs 267,36 9,56 1,9 >1000,0 [101]
CO07AA12 Nadolol Ci7H22NOs4  309,4 9,69 0,7 46,4 [102]
CO7AA03 Pindolol  Cia H2oN202 248,32 9,25 18 37,2 [103]
CO7AA05 Propranolol  CisH21NO2 259,34 9,45 3,0 61,7 [104]
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2.1.4 Chinolony a fluorochinolony

Chinolony 1ze pouzit k 1écbé Siroké Skaly bakterialnich infekci [76]. Tyto latky pisobi
prostiednictvim inhibice DNA gyrazy, ¢imz naruSuji  supercoiling bakteridlniho
chromozomalniho materilu. V dusledku toho jsou tyto latky rychle baktericidni predevsim
vaci gramnegativnim bakteriim, mykoplazmé a nékterym grampozitivnim bakteriim [131].
Jejich Kklinickd vyuzitelnost je omezend, zejména v ambulantnim prostiedi, kvuli jejich
potencialu zavaznych nezadoucich ucinkd. Pokud jsou k dispozici jina antibiotika s mensim
potencialem zdvaznych nezadoucich G¢inkd, nejsou Gfadem FAD? doporucovany jako léky
prvni volby [76].

Pouzivaji se na 1écbu infekci mocovych cest, pyelonefritidy, sexuédlné ptenosnych infekci,
prostatitidy, gastrointestindlnich a intraabdominalnich infekci, infekci ktize a mékkych tkani,
komunitni a nozokomialni pneumonie a infekci kosti a kloubti. Kromé toho se chinolony, jako
je moxifloxacin, gatifloxacin a levofloxacin, stale Castéji pouzivaji mimo ptedpis pii 1écbé
tuberkuldzy rezistentni na 1éky nebo v ptipadech nesnasenlivosti jinych antituberkulotik [76].

Ve veterinarni mediciné jsou fluorochinolony schvaleny pro nemoci, jako jsou infekce
mocovych cest a infekce mékkych tkani u pst a kocek a také kolibacilozy u dribeZe.
O schvaleni pro respiratni onemocnéni skotu ve Spojenych statech se usiluje. Mezi dalsi
nemaoci, pro které byly fluorochinolony pouzity ve veterinarni medicing, patii hluboké infekce,
prostatitida a dalsi bakterialni infekce rezistentni na standardni antimikrobialni lécbu [131].

V soucasné dob¢ existuji ¢tyii generace chinolonii. Mezi chinolony, které jsou v soucasné
dobé schvaleny FDA pro systémové pouziti, patii moxifloxacin, ciprofloxacin, gemifloxacin,
levofloxacin, delafloxacin a ofloxacin [76]. Dalsi potom mohou byt enrofloxacin [106],
norfoxacin [108], a pefloxacin [110]. Mezi jednotlivymi chinolony existuje nékolik zasadnich
rozdili ve spektru ucinku [76]. Vlastnosti vybranych 1éCiv spadajicich mezi chinilony
a fluorochinilony zobrazuje Tabulka 5.

Tabulka 5: Viastnosti nékterych léciv patiicich mezi chinolony a fluorochinolony

Rozpustnost
ATC Nazev Sumarnivzorec Mr[-] pKa[-] log P [-] ve vodé Zdroj
[mo/L]
. . 6,09 a
JOIMAOQ2 Ciprofloxacin  Ci7H1sFN3Os 331,34 8.74 -1,1 <lmg/mL  [105]
JOLMAO6 Enrofloxacin  CigH22FN3O3 359,40 - -0,2 53,9 [106]
JO1IMA14 Moxifloxacin  Ca1H24FN3O 401,40 6,30 a 0,6 1146,0
2HHizaNs Y914 ! ! [107]
JOIMAO6 Norfloxacin  CisH1sFN3Os 319,33 6,052 -1,0 25 0000,0
' 8,80 ’ ’ [108]
JOIMAO1  Ofloxacin CisH20FN3Os 361,40 5,972 -0,4 28 300,0
' 9,28 ’ ' [109]
JOLMAO03  Pefloxacin Ci7H20FN3Os 333,36 0,3 11 400,0 [110]

3 Food and Drug Administration
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2.1.5 Sulfonamidy

Sulfonamidy patii do vyznamné skupiny syntetickych antimikrobiadlnich 1é¢iv, ktera
se farmakologicky vyuzivaji jako Sirokospektra 1é€ba bakterialnich infekci u lidi i zvitat [77].
Jsou to organické sirné slouceniny obsahujici skupinu —SO,NH, nebo —SO,NH, — a jsou
charakteristickeé existenci sulfanilamidové skupiny a vyraznych 6-ti nebo 5-ti ¢lennych
heterocyklickych kruhti. Nejsou snadno biologicky odbouratelné a maji potencial zptisobovat
rizné neptiznivé vedlejsi Gcinky veetné onemocnéni traviciho a dychaciho traktu [78]. Mezi
dosud vyvinutd sulfonamidova 1é¢iva patii sulfamethazin, sulfadiazin, sulfamethoxazol,
sulfasalazin, sulfisoxazol, sulfamerazin, sulfadimethoxin, sulfafurazol a sulfanilamid [79],
sulfacetamid [111], sulfamethoxypyridazine [112], sulfapyridin [118], sullfathiazol [119],
a Castecné také trimethoprim, ktery svoji strukturou nespada mezi sulfonamidy, ale velmi
Casto se pouziva v kombinaci se sulfamethoxazolem [121].

Sulfamethazin a sulfadiazin patii mezi derivaty skupiny sulfonamidovych antibiotik, které
obsahuji aromatickou aminovou skupinu. bézn€ se pouzivaji ve veterindrni mediciné jako
antibakterialni slouceniny k 1é¢bé onemocnéni hospodairskych zvifat, jako jsou infekce
gastrointestinalniho a respira¢niho traktu [80]. Sulfomethazin se pouzivad v krmivech nebo
krmnych piisadach na podporu rustu zvirat [81] a naopak sulfadiazin se pouziva piedevs§im
na lécbu infekce zpuisobené popaleninami [82] a v kombinaci s antimalarikem pyrimetaminem
k 1é¢bé toxoplazmdzy u saveu [83]. Konkrétni vlastnosti molekul spadajicich mezi sulfonamidy
zobrazuje Tabulka 6.

Tabulka 6: Viastnosti nékterych léciv patiicich mezi sulfonamidy

Rozpustnost
ATC Nazev Sumérnivzorec Mr[-] pKa[-] logP[-] vevodé Zdroj
[mg/L]
S01AB04 Sulfacetamid CsH10N203S 214,24 - -1,0 32,1 [111]
Sulfamethoxy-
JO1EDO5 oyridazine C11H12N4O3S  280.31 - 0,3 - [112]
JO1ECO02 Sulfadiazin Ci10H10N4O2S 250,28 6,36 -0,1 77,0 [113]
JO1EDO02  Sulfadimethoxine  Ci12H14N4OsS 310,33 - 1,6 343,0 [114]
JO1EDO7 Sulfamerazin C11H12N4O2S 264,31 - 0,1 202,0 [115]
JO1EBO3 Sulfamethazin C12H14aN4O2S 278,33 2%65551 0,3 1500,0 [116]
1,60 a
JO1IECO1  Sulfamethoxazol  CioH11N3OsS  253.28 570 0,9 610,0 [117]
JO1EBO4 Sulfapyridin CuH11N3O2S  249.29 8,43 0,0 331 [118]
JO1EBO7 Sulfathiazol CoH9N302S2 255,30 2%25 4a 0,1 373,0 [119]
JO1ECO02 Sulfadiazin Ci10H10N4O2S 250,28 6,36 -0,1 77,0 [120]
JO1EAO1 Trimethoprim C14H18N403 290,2 7,12 0,9 400,0 [121]
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2.1.6 Tetracykliny

Tetracykliny jsou antibiotika, ktera maji Siroké vyuziti v humanni i veterindrni medicing. Jsou
skupinou antibiotik, kterd inhibuji syntézu bilkovin tim, Ze brani pfipojeni aminoacyl-tRNA
k ribozomalnimu akceptorovemu mistu. Tetracykliny jsou S$irokospektralni latky, které
vykazuji aktivitu proti Sirokému spektru grampozitivnich a gramnegativnich bakterii,
atypickym organismtim, jako jsou chlamydie, mykoplazmata a rickettsie, a protozodrnim
parazitiim. Pfiznivé antimikrobidlni vlastnosti téchto latek a neptitomnost zévaznych
nezadoucich vedlejSich u¢inka vedly k jejich rozsahlému pouzivani pti 1é¢bé infekci u lidi
i zvifat. Kromé toho se v nékterych zemich, véetné Spojenych statd, tetracykliny piidavaji
Vv subterapeutickych davkach do krmiv pro zvifata, aby putsobily jako stimuldtory ruastu.
Ptestoze si tetracykliny zachovavaji diilezitou roli v huménni i veterinarni medicing, vznik
antimikrobialni rezistence omezil jejich Gi¢innost [84, 85].

Mezi pouzivana tetracyklinova 1é¢iva se fadi chlortetracycline, oxytetracyclin tetracyclin,
demethylchlortetracyclin, rolitetracyclin, limecyclin, clomocyclin, methacyclin, doxycyclin,
minocyclin, tertiary-butylglycylamidominocyclin  [84]. Vlastnosti nékterych vybranych
tetracyklini zobrazuje Tabulka 7.

Tabulka 7: Viastnosti nékterych léciv patificich mezi tetracykliny

Rozpustnost
ATC Nazev Sumarni vzorec Mr[-] pKal-] logP[-] vevodé Zdroj
[mg/L]
JO1AAQ02  Doxycyklin C22H24N20s 444 4 3,09 -0,70 50 [122]
JO1AAQ3 Chlortetracyklin  C22H23CIN20s  478,9 7,435 -0,62 - [123]
. . 2,80a5,00a
JO1AAO08  Minocyklin C23H27N3O7 457,5 7.80 29,30 -0,60 52 000 [124]
JO1AA06 Oxytetracyklin C22H24N209 460,4 3,27 a9,50 -1,60 47 [125]
JO1AAQ7  Tetracyklin C22H24N20s 4444 3,30a7,68 -20 231 [126]
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2.1.7 Spotieba veterinarnich antimikrobik v Evropé

Produkce antibiotik stale roste a jejich celkova ro¢ni spotfeba doséhla celosvétové 100 000
az 200 000 tun. Mezi roky 2000 a 2015 se spoticba antibiotik v 76 zemich svéta, vyjadiena
Vv definovanych dennich davkach (DDD), zvysila o 65 % a v roce 2015 dosahla 42 miliard
DDD. Piedpoklada se, ze v roce 2030 bude celosvétova spotieba antibiotik o 200 % vyssi
nez V roce 2015, pficemz nejveétsi narast bude pochazet ze zemi s nizkymi a sttednimi piijmy.
Nejvice predepisovanymi tiidami antibiotik v USA a EU jsou peniciliny, makrolidy,
cefalosporiny a fluorochinolony [11]. Evropska lékova agentura uvedla, ze v roce 2021 bylo
ve 31 zemi Evropy (Belgie, Bulharsko, Ceska republika, Dansko, Estonsko, Finsko, Francie,
Chorvatsko, Irsko, Island, Itdlie, Kypr, Litva, LotySsko, Lucembursko, Mad’arsko, Malta,
Némecko, Nizozemsko, Norsko, Polsko, Portugalsko, Rakousko, Rumunsko, Recko
Slovensko, Slovinsko, gpanélsko, Svédsko, SV}'/carsko, Velka Britanie) prodano 5 219,5 tun
antibiotik pouzivanych ve veterinarni medicin€. Tyto antibiotika byla pouzita u zvitat
chovanych za G¢elem produkce potravin [44].

2.1.8 Spotieba antimikrobik u hospodaiskych zviFat v Ceské republice

S ohledem na shromazdéna data Ustavem pro statni kontrolu veterinarnich biopreparati a 1é¢iv
celkova spotieba antimikrobik z let 2006-2018 nese znaky poklesu. Detailni data tykajici
se celkové spotieby vSech pouzitych antimikrobidlnich 1é¢iv u hospodaiskych zvifat jsou
uvedena v grafu (Obréazek 1). Obréazek 2 zobrazuje celkovou spotiebu 3 konkrétnich skupin
antimikrobik od roku 2010 do roku 2018. Z grafu (Obrazek 2) lze vy¢ist, Ze nejvice
se v minulosti vyuzivaly tetracykliny, s nartstem let vSak jejich spotieba znaéné klesa.
U sulfonamidi se také spotieba zacala mirn€ snizovat, zatimco u makrolidovych IéCiv
se spotieba v ¢ase vyrazn¢ neméni [43].
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Obréazek 1: Graf celkové spotieby veterindrnich antimikrobik v CR v letech 2006-2018 [43]
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Obréazek 2: Graf spotieby vybranych antibiotik V CR v letech 2010-2018 [43]

2.2 Léciva v Zivotnim prostiredi

Spotieba 1éCiv se jiz né€kolik desetileti zvySuje, coz je dano rostouci potfebou Iéka u lidi
na 1é€bu chronickych onemocnéni a onemocnéni souvisejicich s vékem a zménami v klinické
praxi [3]. Také antibiotika jsou $iroce piedepisovana k 1é¢b¢ infekénich onemocnéni. Kromé
toho se pouzivaji u hospodaiskych zvifat ke zvySeni produkce masa tak, ze zabranuji infekcim
nebo propuknuti nemoci a podporuji rist. V Evropé je zakazano pouzivat antibiotika jako
stimulatory ristu od roku 2006 [148], ale neni tomu tak v nékterych rozvojovych zemich svéta.

S nérlistem spotfeby humannich a veterindrnich 1é¢iv roste také jejich uvoliiovani a distribuce
do zivotniho prostredi. Léciva se do zivotniho prostiedi dostavaji mnoha zptisoby jako je unik
lé¢iv beéhem vyrobnich procest nebo likvidace nepouzitych a proslych ptipravki [1, 2].
A protoze v¢EtSi Cast antibiotik neni schopna se v lidském nebo zvifecim organismu zcela
metabolizovat, je velké procento podavanych 1é¢iv vypusténo do vody a piady pomoci
komunalni odpadni vody, organickych statkovych hnojiv nebo ¢istirenskych kala [11]. Uvadi
se, ze 75-80, 50-90, resp. 60 % davek tetracyklind, erytromycini a linkomycini se vylucuje
moc¢i a vykaly [130]. Néktera lé¢iva se mohou vylucovat taktéz v aktivni metabolizované
podobé. Tyto aktivni metabolity se také mohou nasledné vyskytovat ve statkovych
hnojivech a odpadni vodé od hospodaiskych zvifat, v mensi mife také v odpadni vodé
z lidskych zdroji [1, 2]. Tyto formy odpadt jsou pouZivany zejména jako statkovad hnojiva
a jejich aplikace na zeméd¢lské pady je podporovana Evropskou unii v zdjmu cirkularni
ekonomiky [11, 149].

V poslednich letech se pouzivani statkovych hnojiv na zemédélskou pudu stalo opét hojné
vyuzivanou metodou. Je to velmi dobry zplsob vyuziti odpadu a zaroven jednoduchd cesta,
jak obohatit zem o velmi prospésné ziviny. Napiiklad dribezi podestylka obsahuje prospésné
mikro a makroziviny. ZlepSuje vlastnosti pudy jako jeji pH, schopnost zadrzovat vodu
a organicke latky.

Mnoho [éCiv se také dostane do pfirodniho ekosystému prostiednictvim upravenych kald
z Cistiren odpadnich vod a zavlazovani odpadni vodou. Opétovné vyuziti odpadnich vod snizuje
odbér ptirodnich povrchovych a podzemnich vod. Diky dirazu na cirkulaci vody, vyrazné
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klesla spotieba zejména pitné vody, nese to s sebou ovSem i jista rizika. Vyuziti odpadni vody
muze mit negativni dopady zejména v rozvojovych zemich, kde se na zavlazovani Casto
vyuzivaji Spatné CiSténé nebo necisténé odpadni vody. S odpadni vodou, kterou jsou
zavlazovana pole piedevsim v suchych oblastech Zemé, se do pidy dostavaji i kontaminanty.
A naptiklad v Evropé neprochéazi ¢isténim piiblizné tfetina odpadnich vod zachycenych
kanaliza¢nimi systémy. Zemé¢, které nejvice vyuzivaji odpadni vodu k zavlazovani jsou
naptiklad Cina, Egypt, Indie, Mexiko, Pakistan nebo Jizni Afrika. Odhad z roku 2001 ukazuje,
ze se celosvétoveé zavlazuje 20 miliont ha pliidy nefedénou nebo castecné fedénou odpadni
vodou. Kvili komplikacim s definici a nedostatku idaji je ovSem obtizné dospét k piesnym
udajim o celosvétovém opétovném vyuziti odpadnich vod pro zavlazovani. Diky tomu vSemu
ptedstavuje jistou hrozbu degradace zemédélské pidy a kontaminace vodonosnych vrstev
a podpovrchovych vod [4].

2.2.1 Nasledek vyskytu 1éCiv v Zivotnim prostiedi

Mnozstvi 1éCiv a bioaktivnich metabolitti uvoliujicich se do Zivotniho prostfedi je momentalné
pravdépodobné nizké. Ovsem stalym uvoliovanim mize dochazet k akumulaci a vyskytu
dlouhodobé vysoke koncentrace téchto latek, coz mulze mit negativni vliv na vodni
i suchozemské organismy. Nasledky se mohou dlouhodobé akumulovat a muze dochazet
k nezjistitelnym pomalym zménam, které se nasledné stanou nevratnymi [2]. Jiz bylo
prokazano, ze aktivni farmaceutické latky ptedstavuji nejen riziko pro vodni organismy
prostiednictvim rtiznych specifickych a nespecifickych uc¢inkt, ale také ovliviuji kvalitu
potravindiskych plodin a pitné vody prostiednictvim zavlaZzovani, respektive dopliovani
podzemnich vod [9].

Antimikrobialni rezistence bakterii

Nejvice diskutovana v dnesni dob¢ je rozsifujici se rezistence bakterii vac¢i antimikrobialnim
latkam [2]. Antimikrobidlni rezistence bakterii je definovana jako schopnost bakterii branit
se pusobeni jednoho nebo vice antibiotik [14]. Tato rezistence je nasledkem hojného pouzivani
antibiotik v chovu zvitat a ryb, respektive pfidavanim statkovych hnojiv z téchto chovii na pole
a taktéz znovu pouzivani Cistirenskych kalt [2]. Antibiotika se stavaji stale méné U¢inna,
formy antibiotik, coz pfinasi dalsi problém, jelikoZ v dnesni dobé se tomu tak nedéje. Firmy
opustily od vyvoje novych antibiotik zejména z ekonomickych divoda. Pokud vsak lidé
nezméni pristup k nynéj§imu pouzivani antibiotik, je pravdépodobné, Ze i nové vyvinuta
antibiotika stihne v budoucnosti stejny osud a stanou se neuc¢inna [8, 13].

Na nésledky antimikrobidlni rezistence zemie ro¢né nespocet lidi. S tim, jak se snizuje
ucinnost antibiotik, kterd mame k dispozici, se zvySuje riziko mnoha lé¢ebnych postupti, které
jsou na antibiotikach zavislé. To bude postupné¢ podkopavat zivotaschopnost zakrokd, které
si mnozi s antibiotiky moznd ptimo nespojuji. Chemoterapie rakoviny nebo transplantace
organu jsou jen dva piiklady Iékafskych zdkrokt, pfi nichZ je pacient velmi zranitelny vici
bakterialnim infekcim [5]. Bylo odhadnuto, Zze v roce 2014 na kmeny béznych bakterialnich
infekci, HIV, tuberkuldézu a malérii odolné vaci 1ékim zemielo celkem asi 700 000 lidi. Toto
Cislo je pravdépodobné podhodnocené vzhledem k nedostatecnému hlaseni a dohledu. Témét
200 000 lidi rocné zemfelo jen na multirezistentni a extrémné rezistentni tuberkulozu.
Na zaklad¢ ptredchozich scénarti narlsti rezistence vuci 1éktim u 6 patogenii se odhaduje,
Ze bez ptijmu opatieni mize imrtnost nartst az na 10 miliont zivotd ro¢né [6]. Dalsi studie
odhaduje to, Ze v roce 2019 doslo k 4,95 milioniim umrti spojenych s antimikrobialni rezistenci.
Na regiondlni urovni se odhaduje, Ze mira amrti ve vSech vékovych kategoriich pficitatelna
rezistenci je nejvyssi v zapadni subsaharské Africe, a to 27,3 umrti na 100 000 obyvatel
anejnizs$i v Australasii, konkrétné 6,5 umrti na 100 000 obyvatel. Na infekce dolnich cest
dychacich ptipadalo v roce 2019 vice nez 1,5 miliont tmrti spojenych s rezistenci, coz z nich
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2.3 Zizaly
2.3.1 Charakteristika Zzizal

Zizaly, jako je Zizala obecna (Lumbricus terrestris) nebo Zizala hnojni (Eisenia fetida), jsou
fazeny do fadu malostétinatcti. Vyskytuji se po celém svéte, vyjimku tvoii mista s extrémnimi
podminkami jako pousté nebo trvale zmrzl¢ oblasti. Ziji jak v piirozenych lesich,
tak na pastvinach ¢i agroekosystémech [134].

Jsou to dvoustrané symetrické velmi Clenéné organismy se stejné vnitiné rozdélenymi
segmenty. Nemaji kostru, jejich kutikula je slabé zabarvena se $tétinami na vSech segmentech
kromé prvnich dvou. Maji vngjsi vrstvu kruhovych svald, vnitini vrstva je slozena z podélnych
svali. Zizaly jsou hermafrodité. V dobé zralosti produkuji kokony, do kterych se ukladaji
vajicka, po jejichz oplozeni se uvniti vajicek vyvijeji mlad’ata bez larvalniho stadia. Nové¢
vylihli jedinci se podobaji dospélym Zzizalam. Zizaly maji rozsihlou coelomovou dutinu
obsahujici coelo-mycety, uzavieny cévni systém s hibetnimi a bfisnimi cévami. Traveni
zajist'uje travici trubice, kterd prochéazi celym télem a je zakoncena fitnim otvorem. Vylucovani
Skodlivych latek zajist'uji také metanefridie. Dychani probiha ptes celou pokozku téla [133].

2.3.2 Role zizal v piidnim ekosystému

Obecné jsou zizaly jednim z klicovych organismu zijicich v ptd¢. Jsou nejvice se vyskytujicim
organismem z bezobratlych zivo€ichti v pudni biomase. Vyskytuji se témét ve vSech
padach [24].

Dvé nejditlezitéjsi ¢innosti zizal, které ovlivituji plidni vlastnosti jsou:

e Porziti pudy, kdy dochéazi k ¢asteénému rozlozeni organické hmoty, dikladnému
promichani a nasledné vyvrzeni v povrchovych nebo podpovrchovych ¢astech pudy,
pritom recyklaci Zivin pomahaji vytvaret irodné prostiedi [24, 133].

e Prohrabavani pidy za icelem piremisténi podpovrchovych ¢asti pidy s niz$im obsahem
humusu do povrchove vrstvy.

Diky témto procestim je zajisténo dikladné promichani pidy, vytvoreni agregatl stalych
ve vodnim prostiedi, zvy$eni makroporéznosti pudy, provzdusnéni pudy a zlepseni schopnosti
pudy zadrzovat vodu [133]. Vzhledem k jejich citlivosti na zneCist'ujici latky se zizaly,
jako napriklad Lumbricus terrestris, vyuzivaji k bioindikaci kontaminantl v zivotnim
prosttedi [24]. Zizaly jsou také zakladem potravinového fetézce, kde predstavuji potravu
pro ptaky, n¢které malé savce, kterymi jsou napiiklad jezci, jezevci a krtci [1].

2.3.3 Zizaly a padni kontaminanty

Zizaly ptedstavuji Zivocichy, které jsou v kontaktu shornim povrchem pady. Vzhledem
k vysoké aktivit¢ Zizal v padnim ekosystému, schopnosti bioakumulovat perzistentni
slouceniny a snadnému odebirani vzorkl jsou dobrym organismem pro méfeni organickych
kapacitu na ukladani kontaminantd. K absorpci sloucenin rozpustnych ve vodé dochazi
prostiednictvim difuze ptes jejich pokozku. Biologickd dostupnost polutantii rozpustnych
ve vod¢ se odlisuje v zavislosti na hodnoté pH, obsahu organickeé hmoty a jilu [15].

Zizaly mohou byt pouzity jako referenéni vzorek pro méfeni akumulace a G¢inku latek
vyskytujicich se v pudé. Vyuziti zizaly jako nahradniho testovaciho druhu mize byt aplikovano
zejména pokud nelze métit potiebné parametry vzhledem k etickym diivodim (napf. u ¢lovéka)
nebo z ekologickych diivodu (napt. pti velkém mnozstvi druhti, které by bylo tieba testovat).
Vzhledem k vnitrodruhovym a mezidruhovym rozdilim musi byt vysledné zméfené parametry
extrapolovany na konkrétni druh. Zizaly mohou byt vyuZity zejména za Gi¢elem ochrany rostlin
nebo pudnich bezobratlych [22].
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Pfijem a kumulace kontaminantl pfedstavuje riziko pro samotné Zizaly a také hrozi pfenosu
kontaminantd ptes potravni fetézec az k vrcholnym predatorum, jako jsou ptaci. Vyskyt 1é¢iv
v zizalach mize byt nebezpecny i pro malé savce, u kterych jsou zizaly nedilnou soucasti
potravy. Diky tomuto pienosu ptes potravni fetézec se zde vyskytuje riziko sekundérni otravy
vyssich zivocichu [16].

2.4 Analyza léciv

S ¢im dal vétsim vyskytem 1éCiv v Zivotnim prostiedi, se zacal brat ohled na vysi jejich
koncentrace v riznych matricich, naptiklad Evropska komise a Utad pro kontrolu potravin
a lé¢iv vydali normy pro maximalni limity latek pro veterinarni téely v potravinach [34]. Tyto
maximalni hodnoty jsou vztazeny na jednotlivé organy zvifat a jejich primérna hodnota
se pohybuje ve stovkach pg/kg [42]. S ohledem na tyto normy je potieba vyvinout spolehlive,
citlivé analytické metody pro stanoveni rezidui 1é¢iv Vv riznych matricich pro posouzeni
environmentalniho i zdravotniho rizika [31].

Bylo vyvinuto nékolik analytickych metod pro extrakci, izolaci, zakoncentrovani a ¢isténi.
Konkrétné byly vyvinuty metody jako je extrakce kapalina-kapalina, extrakce na pevné fazi
(SPE), mikroextrakce na pevné fazi, extrakce pomoci mikrovin nebo extrakce tlakovou
kapalinou [48]. Tyto techniky vSak mohou v nékterych pfipadech vyzadovat specifickou
manipulaci nebo osetieni. Velmi vyuzivanou metodou pro zakoncentrovani a piecisténi je SPE.
Z této techniky byla také vyvinuta metoda disperzni extrakce na pevné fazi (dSPE),
kde se sorbent ptidava pifimo do extraktu obsahujici analyt a je disperzné zprostfedkovan
kontakt sorbentu s analytem. Po dispergaci je sorbent od analytu oddélen mechanicky
za pomoci odstiedéni nebo filtrace. Dnes je tato disperzni extrakce na pevneé fazi znama jako
QUEChERS. Velikou vyhodou pii dSPE je kratka doba provedeni a tim moznost analyzy vice
vzorkl za kratSi ¢as. Oproti ostatnim technikam je vhodnou i vétsi ptizptisobivost a snadna
manipulace. Od vynalezeni byla technika vyuzita jiz pfi extrakci, izolaci a Cisténi nekolika
sloucenin ve slozitych matricich, a to zejména veterinarnich 1é¢iv piitomnych v zivo¢isnych
tkanich, potravinach, mlé¢nych produktech nebo vod¢ [31]. Co se tyCe napiiklad pudy,
s ohledem na jeji slozitost byla také vyuzita metoda QUEChERS [15].

Pii stanoveni napiiklad veterinarnich 1éCiv byla metoda dSPE pouzita s mnoha
instrumentalnimi technikami. Pfi stanoveni rezidui 1é¢iv v potravinach byla vyuzita kapilarni
elektroforéza spojena s DAD (diode array detector), UV detekci nebo hmotnostni
spektrometrii; kapalinova chromatografie spojend s UV, fluorescenéni nebo DAD detekci
¢i hmotnostni spektrometrii [31].

Pii pouziti fluorescen¢niho detektoru je nevyhodou dlouha piiprava derivati 1éCiv s ionty
dvojmocnych kovi, které by vykazovaly fluorescenci, proto tato metody nenalezla moc velké
uplatnéni v laboratorni praxi [67]. Optické detektory jako je UV/VIS DAD detektor
a fluorescencni detektor maji mensi citlivost, nez v ptipad¢ pouziti hmotnostniho spektrometru
Hmotnostni spektrometr nese vyhody zejména diky rychlosti analyzy, jeji selektivity
a citlivosti, ktera je potfebna vzhledem ke slozitosti riznych environmentalnich a biologickych
matric [40, 41].
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2.5 Metoda QUEChERS

S ohledem na to, jak hojné¢ je vyuzivana analyza pesticidi v laboratofich jak statni,
tak soukromé sféry po celém svété, a také na nové pravni predpisy, celkovy pokrok v oblasti
zemédelstvi a vyvoje novych technologii, bylo potieba zlepsit celkovou kvalitu a efektivitu
ptipravy vzorkl. Nejefektivn€jsim piistupem byly vzdy metody, kterymi bylo mozné ptipravit
vzorek, ze kterého je mozné analyzovat vice tfid a celkové vice rezidui. Diiraz zacal byt také
kladen na velikost vzorku. Pii nadmérné velkych vzorcich rostou objemy spotifebovanych
rozpoustédel a velikost pouzitého naddobi, to vSe ndsledné vede k vetsi produkci odpadu, potiebé
vétsich skladovacich a pracovnéach prostor, rozsahlejSim bezpecnostnim problémiim, ¢asoveé
typy metod a extrakéni postupy a tim védci vyvinulivté dobé novou metodu zvanou
QUECHhERS. QuEChERS jako nova metodika pfipravy vzorkt pro viceslozkovou analyzu
pesticidu, byla vyvinuta v letech 2000-2002 a poprvé uvedena v roce 2003 [44].

Metoda QUEChERS neboli rychla, jednoducha, levna, ucinna, robustni a bezpe¢na metoda,
jejiz zkratka pochazi z anglického piekladu Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe.
Metoda, pivodné popsana jako jednofazova extrakéni technika kapalina-kapalina, se primarné
vyuziva K extrakci nepolarnich a polopolarnich organickych latek, konkrétné k vyextrahovani
pesticidl, polycyklickych aromatickych uhlovodikl, nékterych polychlorovanych bifenyla
a lé¢iv z puadniho ekosystému, zpracovanych potravin, ovoce nebo zeleniny. Dalsi pouziti
zobrazuje Tabulka 9. Tato metoda se zacala pouzivat za Gcelem zlepSeni vytéznosti a snizeni
nakladu pottebnych pro jeji provedeni. Jeden ¢lovék muze touto metodou piipravit 6-12 vzorkl
do ptl hodiny. Dalsi vyhodou je schopnost extrahovat $irsi Skalu sloucenin. Je velmi vyuzivana
jako metoda ptipravy vzorku pied GC/MS (plynova chromatografie s hmotnostni detekci) nebo
LC/MS (kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci) [48, 50, 127, 146].

Metoda se sklada ze dvou hlavnich fazi, a to extrakcni faze a faze precisténi. Cely postup
metody spoc¢iva v nékolika krocich, které znazorniuje Obrazek 3 [132].

U metody QUEChERS je mozno nastavit mnoho parametrd, které ovliviiuji samotnou
vytéznost extrakce a hledani optimalnich podminek muze byt v nékterych piipadech velmi
naro¢né. Pti hledani spravnych parametrii je potieba délat kompromisy, aby metoda spliiovala
svoji  jednoduchost, cCasovou nendroCnost, Sirokou pouzitelnost, vysokou vytéznost
a pfimétenou selektivitu. Jednotlivé kroky mohou byt ovlivnény faktory jako je [44]:

e SloZeni a s nim spojené vlastnosti vzorku (napt. pH, zastoupeni vody, lipidd, cukri)
Typ extrakéniho rozpoustédla nebo smési rozpoustédel

Pomér roztoku a vzorku

Mechanismus extrakce (michani, tfepani), Cas extrakce

Teplota extrakce

Metody rozdéleni fazi (pfitomnost nepolarnich rozpoustédel nebo ptidavek soli)
Sorbenty pouzité k piecisténi
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Nejprve je vzorek patii¢né homogenizovan,
v neékterych ptipadech homogenizaci pfedchazi
lyofilizace, ktera umozni stanovit analyzované latky
ﬂ na jednotku suché hmotnosti. Nasledné je navazeno
—»> potfebné mnozstvi do 50 mL zkumavky. Navazka se
voli podle povahy vzorku, o¢ekavaného mnozstvi
analytu nebo mnozstvi rozpoustédel, které chceme na
samotnou extrakci pouZit.

-G B

g o-d-0-0

I.  EXTRAKCNI FAZE

Ke vzorku jsou pfidana rozpoustédla,
vzorek je zamichan pomoci vortexu
nebo ru¢né protiepan. Nasledné jsou
piidany separacni soli, smés je opét
promichéna a odstfedéna.

II. FAZE PRECISTENI

Supernatant je pfemistén do 15 mL
zkumavky s dSPE sorbenty. Smés je
protfepana a nasledné oddé€lena
pomoci centrifugy. Supernatant je
odebran a pfipraven k analyze.

Obrazek 3: Postup metody QUEChERS (prrevzato a piepracovdno [19, 132])
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2.5.1 Extrak¢ni faze

Extrakéni faze je zalozena predev§im na pfidani smési rozpoustédel a mechanismu extrakce.
Smés se sklada z organického malo polarniho rozpoustédla a vodné Casti, kterd je tvofena
predevsim pufrem o pozadovaném pH [19].

Organicka rozpoustédla

Zvoleni spravného rozpoustédla nebo smési rozpoustédel je jednim z nejdalezitéjSich
rozhodnuti pfi optimalizaci metody. Zvolené rozpoustédlo musi pokryt pozadované analytické
spektrum, tedy umoznit extrakci latek nepolarnich az po ty vice polarni. Mélo by zajiStovat
dostateénou separaci od vody. Zvolené rozpoustédlo nebo smés rozpoustédel by mély byt
ptistupné chromatografickym technikam jako je napt. SPE, GC, LC, GPC. Dtiraz je také kladen
na bezpecnostni a ekologické aspekty ¢i aspekty manipulace (napt. snadnost odpafovani,
prenosy objemu) [44].

Jako organickd rozpoustédla je nejcastéji pouzivan acetonitril, methanol, ethyl acetét,
piipadné aceton. Muze se také pouzivat smés organickych rozpoustédel. Rozpoustédla se voli
v zavislosti na matrici a analytech [19]. U acetonu ov§em muiZe délat problém velka misitelnost
svodou, kdy k dobré separaci fazi je potieba ptidat nepolarni rozpoustédlo. U ostatnich
rozpoustédel k dostatecné separaci fazi staci pouzit separacnich soli, a tak se vyhnout spotiebé
nadbyte¢ného mnozstvi nepolarnich rozpoustédel [44]. Pokud srovname acetonitril a aceton,
acetonitril neextrahuje tolik lipofilnich latek, jako jsou vosky, tuky a lipofilni pigmenty [46].
Acetonitril tvofi odlisné rozdé€lovaci faze s nepolarnimi rozpoustédly, jako je hexan,
a to poskytuje moznost dal§iho kroku pfecisténi, které vede k odstranéni koextrahovanych
lipofilnich slozek [47]. Z acetonitrilu oproti acetonu Ize Iépe odstranit zbytkovou vodu pomoci
susicich ¢inidel jako je MgSO, [46]. Acetonitril je také velmi kompaktni s GC aplikacemi
a diky své nizké viskozité a stfedni polarité je G€inny pii pouziti LC s reverzni fazi ¢i SPE
aplikacich. Ethyl acetat a aceton se neprokazaly jako nejvhodné&jsi rozpoustédla pii pouziti LC.
V ptipadé ethyl acetatu muze také dochazet k hromadéni kyseliny octové pii dlouhodobém
skladovani [44].

Pufry

Pufry jsou nedilnou soucasti extrakéni smési rozpoustédel, piredevSim protoze umoznuji
extrakci pesticidil a rezidui zavislych na pH. Pufry snizuji polarni interferenci a tim zlepSuji
extrakci. Velmi Casto se pouZzivaji acetatové a citratové pufry [17]. Pouziti acetatového pufru
se jiz stalo oficialni analytickou metodou [52] a citratovy pufr hojné pouzivany v Evropé nese
status evropské normy [60, 50].

Separacni soli

Separacni soli se v metodé pouzivaji zejména za ucelem odstranéni vody a navozeni
dvoufazové separace mezi vodou a nepolarnim rozpoustédlem. Jako separacni soli se nejcastéji
pouzivaji bezvodé soli jako jsou MgSO,, Na,SO, a NaCl vriznych smésich
a pomérech [5, 19].
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2.5.2 Faze precisténi
dSPE sorbenty

Diky komplexité matrice je velmi obtizné zbavit se latek, které interferuji s analyty, diive bylo
potieba vice kroku a riznych postupt, k tomu, aby tyto interferujici latky koextrahované
Z matrice byly odstranény. Jejich odstranénim se zvysila nejenom uc¢innost extrakce, ale také
jeji naklady. Za ucelem snizit naklady, urychlit ptipravu vzorkl byla vyvinuta pravé metoda
disperzni extrakce na pevné fazi [19]. Nazev dSPE extrakce pochazi z anglického piekladu
dispersive solid-phase extraction [132].

Tato metoda odstranuje necistoty, kterymi mohou byt cukry, lipidy, organické kyseliny,
steroly, proteiny, pigmenty, piebyte¢nou vodu a dalsi interferujici latky. Pravé podle typu
matrice Ize zvolit dPSE sorbenty, které jsou schopny podle svych specifickych strukturnich
vlastnosti odstranit rizné latky, které byly extrahovany s nasimi analyty.

Koextrahované latky mohou zapficinit tzv. matriéni efekt, kterym ovliviyji citlivost
a presnost analyzy [53]. Konkrétné u kapalinové chromatografie spojené s hmotnostni
spektrometrii jsou u¢inky matrice disledkem koeluce zbytkovych slozek matrice a pfi pouziti
ESI jako iontového zdroje dochazi k ovlivnéni G¢innosti ionizace cilovych analytt, konkrétné
k potlateni nebo zvySeni ionizace [55,56]. Stejny analyt muze davat rtzné odezvy
hmotnostniho spektromentru v riznych matricich a stejna matrice miize ovliviiovat riizné cilové
analyty riznym zptisobem. A t0 muze ovlivnit robustnost metody, pfesnost a dal§i parametry,
jako je linearita, meze kvantifikace a detekce [57]. U&innou metodou, jak kompenzovat
matriéni efekty je metoda standardniho pfidavku, kdy se pfidava standard urcitého analytu
ptimo k realnému vzorku a nasledné se analyzuje. Dal§i metoda pro snizeni vlivu matri¢nich
efektli je metoda pouziti matri¢ni kalibrace, kde se jako roztok pro piipravu matri¢ni kalibrace
pouziva extrakt z matrice nekontaminované pozadovanymi analyty. Dal§imi zpUsoby
kompenzace matri¢nich efekti muze byt pouziti vnitinich standarda [39, 55]. Koextrahované
latky mohou také prispivat ke zne€iSténi samotné instrumentace dané analytické metody [53].

Neékteré dSPE sorbenty mohou mit ¢asteéné negativni efekt, kdy sorbenty mohou na sviyj
povrch sorbovat nékteré z cilovych analytt. Napiiklad pti pouziti sorbentu PSA (primarni
sekundarni amin) muze dochazet k ¢asteéné sorpci kyselych slouc¢enin, protoze PSA sorbent
podle studii vykazuje alkalicky charakter [58]. GCB sorbent (grafitizovany uhlik) muze
zpusobit ztratu pesticidd s nizkou polaritou nebo planarni strukturou. MnozZstvi nezadouci
sorpce cilovych analytl zavisi také na mnozstvi pouzitych sorbenti [59].

Nejvice pouzivané sorbenty a jejich funkce nam ukazuje Tabulka 8. Ke zminénym sorbentt
se také Casto pridavaji bezvodé soli jako MgSO, nebo Na,SO,, které slouzi k odstranéni
zbytkové vody z organické faze [54]. Kromé pevnych sorbentl se jako zptisob piecisténi miize
pouzivat tzv. vymrazovani. Kdy je vzorek zmrazen na ur¢itou teplotu dochazi k vysrazeni latek,
které jsou malo rozpustné v pouzitém rozpoustédle. Napiiklad pfi pouziti acetonitrilu, jako
extrakéniho rozpoustédla, jsou pomoci vymrazovani vysrazeny latky jako lipidy, vosky nebo
cukry [48].
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Tabulka 8: dSPE sorbenty (prrevzato z [17-21, 23, 51, 132])

ZKkratka Sloucenina Funkce Typ vzorku Struktura
Odstranéni volnych N
Polvmerné VAzan mastnych kyselin, Si
PSA | eth Iendiar?ﬂn-N- roovlova fize organickych kyselin, Ovoce a zelenina P4 \x
ylendl propylova faze, kyselych koextrahovanych | obecné (jablka, NH
ktgra obsah,UJe, prirmarn latek, polarnich a hrusky) \\
| sekundarni aminy antokyanovych pigmenti NH,
nebo cukra
. . Odstranéni tukd, steroli a | Ovoce a zelenina |
DSC-18 | polymerné V.?.Zkany IO ktadecyl jinych nepolarnich obsahujici tuky — Si —(CH2)7—CH,
na stlikagell interferujicich slouéenin a vosky |
Odstranéni pigmentt a
GCB Grafitizovany uhlik sterolti (napt. chlorofyl, Pigmentované
y karotenoidy), nevhodnée ovoce a zelenina
pro planarni pesticidy
O Atom uhlik
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2.5.3 Vyuziti metody QuEChERS

Tabulka 9: Priklady pouziti metody QuEChERS

trisodného

. Mnozstvi Extrakéni Mechanismus . , .
Matrice Analyty vzorku rozpoustédia extrakee Soli Sorbenty | Analyza | Zdroj
patrony
... Vortex, ruéni Qasis LC-
Zizaly Valsartan 05¢g voda, ACN tFepani MgSO,, NaCl PRIME MS/MS [24]
HLB
PCB, PAH, Vortex, ruéni SPE GC-
Losos pBDE, PCOD/Fs | 09 voda, EA trepén Na,S0,, NaCl kolonky | HRMs | %!
., PAH, PCB, PBT, Ultrazvuk, MgSO0,,
Jeseter (jatra) PBDE 509 ACN vortex MgSO,, NaCl PSA. C18 GC-MS [26]
Roztok EDTA, Vortex, ruéni MgS0, ,NaCl, dihydrat citratu sodného, MgSO0,, LC-
Kal B-laktamy 059 ACN tfepani sekvihydrat hydrogencitratu sodného PSA, C18 | MS/MS [27]
GC-El-
. - voda, ACN, MgSO0,,
Puda pesticidy 5094 1% kys. octova Vortex MgS0,, NaOAc PSA. C18 Q [29]
Orbitrap
. N Mechanické MgSO0, ,Na(_:l,,seskwh),/drat hydrogen MgS0,, LC-
Spenat Pesticidy 10,0 ¢ Voda, ACN L citratu sodného, [30]
tiepacka . o . , PSA MS/MS
dihydrét citronanu trisodneho
o MgS0, ,NaCl, seskvihydrat hydrogen
. - Mechanicka . ) . s MgSO0,, LC-
Ryze Pesticidy 500 Voda, ACN trepacka citratu sodneh'o, dlhydrat citronanu PSA MS/MS [30]
trisodného
. MgSO0, ,NaCl, seskvihydrat hydrogen
. . Mechanicka - ) . - MgSO0,, LC-
Mandarinky Pesticidy 10,0 ¢ Voda, ACN tepatka citratu sodného, dihydrat citronanu PSA MS/MS [30]
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2.6 Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie (LC, liquid chromatography) je metoda, ktera se pouziva k separaci
aanalyze latek ve vzorku, které jsou unaseny v chromatografické koloné pomoci kapalné mobilni
faze. Vzorek je unaSen tokem mobilni faze a zaroven interaguje nejen s fazi stacionarni,
ale i s fazi mobilni. Slozky vzorku mohou byt zpomalovany pomoci stacionarni faze na zakladé
riznych retenénich mechanismi. Vzdjemné interakce mobilni faze, stacionarni faze a slozek
vzorku jsou zaloZeny na slabych mezimolekularnich interakcich jako jsou van der Waalsovy sily
mezi dvéma dip6ly, mezi dipolem a indukovanym dip6lem, vodikové interakce nebo m —
interakce mezi aromatickymi jadry [128].

Podle umisténi staciondrni faze se chromatografie rozdé€luje na tenkovrstvou (planarni)
a kolonovou. Analyzovany vzorek je kapalina nebo roztok. Vysokoucinna kapalinova
chromatografie (HPLC, high performance liquid chromatography) a ultra vysokoucinna
kapalinova chromatografie (UHPLC, ultra high performance liquid chromatography) jsou jedny
Z nejrozsirengjSich metod.

2.6.1 Instrumentace techniky HPLC

Ptistrojové zatizeni techniky HPLC se sklada z 5 zakladnich casti, kde kazdy zajistuje svoji
funkci.

Transport a uchovani mobilni fdze — zasobniky mobilni faze a vysokotlaké ¢erpadlo
Davkovani vzorku — automatické nebo manualni davkovace

Separace analyti — chromatograficka kolona a termostat

Detekce analytt — detektor

Zaznam dat s jejich vyhodnocenim — pocitac a software

Jednotlivé komponenty a fazeni zobrazuje Obréazek 4.
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Obrazek 4: Instrumentace HPLC (prevzato [32])

1-zasobnik mobilni faze; 2-odplyriovac; 3-vysokotlaké cerpadio, A-ddvkovad vzorku, 5-chromatografickd kolona; 6-detektor; 7-
sbérac frakcei (odpadu); 8-sber dat [32]
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Na zéklad¢ rGznorodych potfeb pro konkrétni analyzy lze jednotlivé komponenty vyfadit,
obménit ¢i ptidat nové.
Mobilni faze

V ptipadé pouziti normalni faze v kapalinové chromatografii (NP-HPLC), ktera se dnes vyuziva
pomérné v malé mifte, je stacionarni faze polarni a mobilni faze je nepolarni. Jako mobilni faze
se vyuzivaji nepolarni nevodna rozpoustédla, jako je napiiklad n-hexan, n-heptan ve smési
s mirné polarn&j$im rozpoustédlem jako je isopropanol, chloroform, dichlormethan, diethyléther,
tetrahydrofuran nebo ethylacetat [142].

Druhy systém uspofadani mobilni a stacionarni faze je HPLC s reverzni fazi (RP-HPLC). Toto
uspofddani se v dneSni dobé vyuzivd mnohem vice nez NP-HPLC. V tomto usporadani
je mobilni faze vice polarni nez stacionarni faze. Eluent pouzivany v RP-HPLC se obvykle
sklada ze smési vody a misitelnych organickych rozpoustédel, obvykle acetonitrilu, methanolu,
nebo tetrahydrofuranu. Nékdy se také pridavaji pufry, kyseliny nebo zasady ke zvysSeni ionizace
slouenin nebo ktizeni stupn€ ionizace volnych nezreagovanych silanolovych skupin,
aby se snizil chvost piki a zlepsila chromatograficka separace [142].

Transport mobilni faze

Pokud se jedna o isokratickou eluci, kde se slozeni mobilni faze po dobu analyzy neméni,
je mobilni faze vedena ze zasobniku do vysokotlakého éerpadla.

Naopak pokud se jedna o gradientovou eluci, kdy se v pribéhu analyzy méni slozeni mobilni
faze a tim se zvysuje elucni sila, jsou jednotlivé slozky mobilni faze ptivedeny ze dvou zasobnika
a miseny za pouziti dvou vysokotlakych Cerpadel dle gradientového programu ve sméSovaci
za vysokotlakym ¢erpadlem, smiseni mobilni faze tedy probihd za vysokého tlaku. Takovy
systém se oznacuje jako binarni pumpa. Slozky mobilni faze pfi gradientové eluci mohou byt
také smiseny ve sméSovaci piediazenému vysokotlakému Cerpadlu a miseni fazi tak probiha
za nizkého tlaku. Tento systém se oznacuje jako kvartérni pumpa [32, 141]. K odplynéni mobilni
faze dochazi v odplynovaci neboli degaseru.

Degaser slouzi k odstranéni rozpusténého vzduchu v pouzivanych rozpoustédlech. Vzduch
v rozpoustédlech mize zpusobit kolisani prutoku, a to ma za nasledek problémy s retenc¢nim
¢asem, v krajnim piipadé miuze ¢erpadlo piestat s dodavanim mobilni faze. Za pouziti detektort
jako je UV-detektor, fluorescenéni detektor, detektor indexu lomu, mize vzduch rozptylovat
svétlo prochazejici prutokovou kyvetou, coz zptsobuje Sumové $pi¢ky v chromatogramu nebo
signal mimo stupnici [143].

Davkovani vzorku

Mobilni faze je déale vedena do zafizeni na davkovani vzorku. Pii davkovani je kladen duraz
nato, aby byl kapalny vzorek vpraven v malém mnozstvi z podminek atmosférického tlaku
do vysokotlakého systému. Je zde kladen diraz na velkou spravnost, pfesnost a minimalni
rozmyti zon vzorku. Samotné naneseni ovlivituje G¢innost separace. Pokud je vzorek davkovan
nevhodné, miZe dochazet k rozmyvani pik vlivem mimokolonového ptispévku davkovaciho
zatizeni. Faktory ovliviiujici davkovani a tvar chromatografického piku jsou: Objem
a koncentrace davkovaného vzorku, rozpoustédlo vzorku, typ davkovacde, vnitini objem
chromatografického systému a parametry chromatografické kolony. V dnesni dobé jsou hojné
vyuzivané automatické davkovace neboli autosamplery [32].

Obecné se doporucuje, aby objem nastiikovaného vzorku nebyl vétsi néz 1-2 % celkového
objemu kolony (pfi uvazované koncentraci 1 pg/puL). Pokud mame napiiklad kolonu s primérem
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4,6 mm a délkou 50 az 250 mm, idealni vstfikovany objem mezi 5,8 az 58 pL nebo kolonu
0 praméru 3 mm a délkou 50 az 150 mm je idealni vstiikovany objem mezi 2,5 az 14,8 pL [145].

Chromatograficke kolony

Kolony se 1i8i velikosti a materidlem a na trhu je k dispozici Siroka $kala rGznych stacionarnich
fazi. Podle nabidky vyrobct si mizZe uzivatel zvolit druh sorbentu, velikost ¢astic sorbentu nebo
délku a prumér kolony [32].

Nejoblibenéjsi stacionarni fazi pro HPLC s reverzni fazi je silikagel, jehoZ silanové skupiny
jsou modifikované oktadecyly (C18), ktery poskytuje spolehlivou retenci Siroké Skaly
hydrofobnich molekul. Kolony se dodavaji naplnény ¢asticemi s riznou velikosti a s riznou
velikosti pord, sférickych nebo nepravidelnych tvarti a mize byt plné porézni nebo mit pevné
jadro a porézni povrch, coz se nazyva core-shell neboli povrchoveé porézni. Mensi velikosti Castic
zlepsi rozliSeni, ale zptisobuji vyssi tlak a mohou vést ke vzniku protitlaku, ale mensi velikost
port u povrchove poréznich ¢astic mize pomoci dosahnout vyssiho rozliSeni i pfi nizsich tlacich.
Mensi velikost port také zajisti vétsi povrch a lepsi rozliSeni, ale nejsou vhodné pro vétsi
molekuly, jako jsou proteiny. Pokud pozadujete kratsi reten¢ni Cas, mizete zvolit silikagel
S kratS§im uhlikatym fetézcem nez C18, napiiklad C8, k dispozici jsou 1 dal§i typy
modifikovaného silikagelu, které nabizeji alternativni selektivitu pro specifické aplikace,
napiiklad kyanopropylsilanové vazané a aminopropylsilanové vazané kolony, které lze pouzit
Vv hydrofilni interakéni chromatografii [141].

Délka, primér a material kolony maji rovnéz vliv na analyticky proces. Pouziti kratsich kolon
zkréti dobu analyzy, ale poskytne nizsi rozliseni nez delsi kolony. Kolony o priméru mensim
nez 4,6 mm poskytnou vyssi citlivost a nejlépe se kombinuji s hmotnostni spektrometrii (MS),
zatimco kolony vétsi nez 4,6 mm, az stovky milimetri, se obvykle pouzivaji pouze
pro preparativni HPLC. VétSina kolon je vyrobena z nerezové oceli, aby snesla vysoké tlaky,
ale jiné materialy mohou byt zapotiebi, pokud by chemické vlastnosti oceli narusovaly analyzu.
Mezi alternativy patii sklo a polyether ether keton [141].

Chromatografické detektory

Za chromatografickou kolonou nésleduje detektor, ktery ma za Ukol zaznamenavat rozdily
signalu mezi prichodem ¢isté mobilni faze a mobilni faze s analyty. U HPLC detektoru jsou
kladeny diirazy na nésledujici vlastnosti: Vysoka citlivost, predvidatelnd a univerzalni odezva,
selektivita, linearita, spolehlivé a snadné pouziti, nulovy piispévek k mikrokolonovému
rozmyvani eluénich zon, signal nezavisly na zméné priatoku, teplota a slozeni mobilni faze,
kvalitativni informace detekovanych pikii. Ne vSechny detektory spliiuji zminéné pozadavky,
proto je potieba vybrat vhodny detektor podle typu analyzy a analyta.

Detektory lze rozdé€lit na koncentraéni a hmotnostni nebo destruktivni a nedestruktivni.
Destruktivni detektory jsou naptiklad: CAD (Change aerosol detector), elektrochemicky, ELSD
(Evaporative light scattering detector), hmotnostni (MS), chemiluminiscen¢ni, vodivostni. Mezi
nedestruktivni detektory fadime: Fluorescenéni, infracerveny, NMR (Nuclear magnetic
resonance), radiometricky, refraktometricky, UV-VIS.

Z detektoru je signal pfeveden do pocitace s prislusSnym chromatografickym
softwarem [32, 141].
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2.6.2 UHPLC

Technika UHPLC byla zalozena za t¢elem rychlejsi chromatografické separace pii stejné nebo
vys$i kvalité a zachovani principii zelené chemie. Nastrojem pro ziskani téchto vlastnosti
separace se stalo zmenSeni ¢astic chromatografického sorbentu az na velikost, kterd je mensi
nez 2 um. TO S sebou ovSem nese dal$i naroky na instrumentaci, a piedev$im zvétSeni tlaku
v celém chromatografickem systému. U techniky UHPLC se pracuje s tlaky okolo 100 MPa
avice (u HPLC je to 30-40 MPa). Diky pouzivani takto malych ¢astic bylo dosazeno lepsi
ucinnosti, vyssiho rozliseni a byla zkracena doba analyzy. Diky ¢asticim menSich nez 2 um bylo
také mozné zkratit délku samotné chromatografické kolony. Na mensich kolonéch je tedy mozno
dosahovat velmi nizkych objemovych prutokd, coz vede k mensi spotiebé rozpoustédel [32].

2.7 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je metoda, jejiz zakladem je rozdéleni iontd v plynné fazi podle jejich
poméru hmotnosti a naboje m/z (efektivni hmotnosti) a nasledné analyze jejich mnozstvi.
Slouceniny v podob¢ iontd mohou byt jak anorganické ionty, ionizované molekuly tak jejich
fragmenty nebo asociaty.

Stanovované ionty jsou charakterizovany bezrozmérnym pomérem m/z, kde m je hmotnostni
¢islo (nukleonové ¢islo) a z je nabojové ¢Cislo, které je pomérem naboje iontu a elementarniho
naboje. Schéma hmotnostniho spektrometru ukazuje Obrazek 5 [128].

atmosfaricky Hak / vakuum vysoké vakuum
I | I
vstup | | ||:|nlc:'.!'5,r | hmmnu.stm | detektor |— zpr.acu_vém
vzorku Zdro analyzator signalu

Obrazek 5: Blokové schéma hmotnostniho spektrometru pti spojeni s kapalinovou chromatografii [128]

2.7.1 lontovy zdroj

V piipadé pouziti techniky LC-MS je mozno vyuzit nékolik typa iontovych zdroju, jako
je elektrosprej (ESI), chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI), fotoionizace
za atmosférického tlaku (APPI). Nov¢jsi techniky pouzivané jako iontové zdroje jsou naptiklad
dopantem asistovana fotoionizace za atmosférického tlaku (DA-APPI) nebo laserova ionizace
za atmosférického tlaku (APLI) [139]. Tyto techniky umoziiuji snadnou fragmentaci mobilni
faze, a to i ve vysoce vodnych podminkach a pii vysokych prutocich [140].

Pro analyzu 1é¢iv se jako iontovy zdroj nejcastéji pouziva elektrosprej vétsinou v pozitivnim
rezimu, jelikoZ vétSina 1é¢iv je slaba baze, a tudiz se snadno protonizuji [139, 140].

Elektrosprej (ESI)

Elektrosprej v pravém slova smyslu neni ioniza¢ni technika, ale metoda, ktera prevadi ionty
z kapalné faze do plynné faze. Princip klasického elektrospreje zobrazuje Obrazek 6.

Vysoké napéti je vkladano na sprejovaci kapilaru, do které je ptivadén vzorek. Ten nejCastéji
ptichazi ve formé eluatu z LC, pfi pouziti LC-MS. Dochazi k vytvoreni tzv. Taylorova kuzele
v kapilafe elektrospreje pomoci piisobeni elektrostatickych sil. Z vrcholku Taylorova kuzele jsou
sprejovany nékolikanasobné nabité kapicky roztoku vzorku podle zvolené polarity elektrospreje.
Diky zvysené teploté ve sprejovacim prostoru je odpaieno rozpoustédlo a dochéazi ke zmensovani
kapi¢ek a tim se zvétSuji odpudivé sily mezi stejné¢ nabitymi molekulami vzorku. Oproti
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odpudivym silam plisobi povrchové napéti, které drzi kapicku pohromadé. Pfi Rayleighové
limitu se tyto sily vyrovnaji a po jeho piekroc¢eni dochézi k tzv. Coulombické explozi, pfi niz
se kapicka rozpada na fadu menSich kapicek. Dochazi k opakovani procesu, dokud nevznikaji
individudlni ionty v plynné fazi. Dalsi teorie vzniku iontt v plynné fazi je teorie vypuzeni iontd,
podle které intenzita elektrického pole uvnité nabité kapky dosahne kritického bodu,
kdy je kineticky a energeticky mozné, aby byly ionty na povrchu kapek vyvrzeny do plynné faze.
Vznika tak mlha vysoce nabitych kapicek se stejnou polaritou, jakou ma kapilarni napéti.
Vstup do hmotnostniho spektrometru je protielektrodou. Emitované ionty jsou vzorkovany
kuzelovym odbérem a poté jsou urychleny do hmotnostniho analyzatoru pro naslednou analyzu
m/z a méfeni intenzity iontd [128, 135].

Nejcastéji se pouziva pii spojeni HPLC-MS. Je vhodny pro ionizaci latek stfedné polarnich
az iontové povahy. Nelze jej vyuzit pro ionizaci nepolarnich slou¢enin a také se nehodi
pro nepolarni mobilni faze. Jedna se o mékkou ioniza¢ni techniku, kde obvykle nevznikaji
fragmenty. Produktem jsou kvazimolekularni ionty [M + H]* nebo [M — H]~ ¢&i pfipadné dalsi
aduktové ionty s kationtem sodiku, drasliku a dalsi.

Vstup do hmotnostniho
analyzatoru (vakuum)

rozpoustedla exploze
+
+(®)+ l
+
l T s l ¥ 53 J

+
+ 3
> g — +@+ —> " o
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* * + +
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Nabita kapicka T Nabité kapénky
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Nabita kapicka
. ) pi1 Rayleighove limitu e
Taylortiv kuzel Ionty v plynné faz

(atmosfericky tlak)
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Obrazek 6: Elektrosprej (upraveno [28])
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2.7.2 Hmotnostni analyzator — Kvadrupdl

Nejcastéji se pouziva kvadrupdlovy hmotnostni analyzator. Hlavni princip separace iont
je zalozen na pruchodu iontd magnetickym nebo elektrickym polem, kde je pohyb iontd ovlivnén
jejich pomérem m/z. V tomto systému se nachazi 4 kovové ty¢e umisténé paralelné stejné daleko
od sebe. Kazda dvojice protilehlych ty¢i je elektricky propojena. Na diagonalné umisténou
dvojici ty¢i se privadi stejné velké, ale opacné stejnosmérné napéti prekryté stiidavym napétim
o radiové frekvenci. Vysledné elektrické pole zpuisobuje, Ze ionty se pohybuji vpied ve sméru
0sy Z s oscilacnim pohybem v roviné X-Y. Amplituda oscilaci ma jedine¢ny vztah k poméru m/z
a lze ji fidit souCasnou zménou stejnosmeérného a vysokofrekvencniho napéti v predem
stanoveném pomeéru. Tato stejnosmérnd a vysokofrekvencni napéti lze nastavit tak,
aby amplitudy oscilaci pro Zadouci poméry m/z byly stabilni a ionty se pohybovaly podél osy z,
aniz by narazily na ty¢e kvadrupo6lu, a nakonec doséhly detektoru. Takovym iontim se fiké ionty
na stabilni trajektorii. Naproti tomu amplitudy oscilaci neZadoucich iontd jsou velké a nestabilni,
tyto ionty narazeji do kovovych ty¢i, neutralizuji se a nedosdhnou detektoru. Tyto ionty
se nazyvaji ionty na nestabilni trajektorii. Po kontaktu iont s detektorem jsou generovany
pouzitelné signaly, které¢ jsou zaznamendny pocitacovym systémem. Pocita¢ zobrazi signaly
graficky jako hmotnostni spektrum, které ukazuje relativni ¢etnost signalti podle jejich poméru
m/z [136]. Princip kvadrupdlu zobrazuje Obrazek 7.

b 0 )

Zdroj iont

Obrazek 7: Schéma kvadrup6lu (prevzato[136])
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Trojity kvadrupol

Jak uz napovida sam nazev, trojity kvadrupol se sklada ze 3 casti, respektive ze 3 kvadrupolu,
proto také cCasto nese oznafeni QQQ nebo QgQ. Prvni kvadrupdl Q, se nejcastéji
pouziva k vybéru prekurzoru neboli iontu, ktery ma byt studovan. Druhy kvadrupdl
Q,, se pouziva jako kolizni cela do niZ je pfivadén Kolizni plyn (nejcastéji argon, dusik nebo
helium) a v niz dochazi ke kolizné indukované disociaci (srazeni iontd s neutralnimi molekulami
tercového plynu vyvolaji fragmentaci iontll). Nésledné posledni tfeti kvadrupdl Q5 je urcen
pro skenovani produktti nebo sledovani vybraného fragmentu charakteristického pro zvolenou
slouc¢eninu. Trojity kvadrupdl tak pracuje vtzv. MRM mddu (monitorovani vicendsobnych
reakci z anglického ptekladu multiple reaction monitoring), to umoziiuje detekci a kvantifikaci
specifickych molekul v komplexni smési. Vysoka selektivita a dlouhd doba zadrZeni iontu,
kterou tato metoda umoznuje, zabezpecuje znacnou citlivost a multiplexing, neboli pfipojeni vice
LC systému k jednomu hmotnostnimu spektrometru [128, 147]. Schéma trojitého kvadrupdlu
zobrazuje Obrazek 8.

| | | | | |
—> °° o —>° o —>
» g —», o —»
. > : ° _> _>
Elektrosprej 5 °o % g0 o° —l
lontovy zdroj | ] I | | | Detektor
Q 1 Q 2 Q 3

Vybér prekurzoru Kolizni cela Analyza produktu

Obrazek 8: Schéma trojitého kvadrupdlu (prevzato [128])
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2.7.3 Detektory v hmotnostni spektrometrii

Riizné typy detektorti se pouzivaji v zavislosti na faktorech, jako je dynamicky rozsah, zadrzeni
prostorové informace, Sum a vhodnost pro hmotnostni analyzator. Mezi bézn¢ pouzivané typy
patii elektronové nasobi¢e (EM), Faradayovy nélevky (FC), dynody pro konverzi fotonasobi¢t
a maticové detektory [137].

Elektronovy ndsobi¢ (EM)

Elektronovy nasobi¢ (electron. multipiler) je nejvice vyuzivanym detektorem v MS. Podstatou
EM je sériové spojeni diskrétnich kovovych desti¢ek nazyvanych dynody, které zesiluji proud
iontl nasobkem ~108 na méfitelny proud elektronii. Kdyz do EM vstoupi jediny sekundarni iont,
je zastaven prvni konverzni dynodou. Energie nérazu se ¢astecn¢ rozptyli vyvrZzenim elektront
z materialu dynody, ¢imz vznikne elektricky naboj. Dalsi elektrony jsou vyvrzeny kaskadovym
procesem pres nasledujici dynody. V posledni dynodé se nahromadény ndboj méti jako napétovy
impuls [137, 138]. Obrazek 9 zobrazuje princip elektronového nasobice.

Proud iontu

Zesilovac

Obrazek 9: Schéma elektronového ndsobice (prevzato [137])
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie
3.1.1 Rozpoustédla

¢ Mili-Q voda

e Acetonitril - LC-MS Chromasolv® o ¢istoté > 99,9 %, VWR

e Methanol — LC-MS Chromasolv® o ¢istoté > 99,9 %, VWR

e Ethylacetat— LC-MS Chromasolv® o ¢istoté > 99,9 %, VWR
3.1.2 Kyseliny

e Kyselina mravenci Cistoty 98 %, Sigma Aldrich (Némecko)
e Kyselina citronova monohyhdrat gistoty min. 99 %, Lach-Ner (Neratovice, CR)

3.1.3 Soli

Hydrogenfosfore¢nan disodny dihydrat gistoty min. 99 % pro HPLC, Fluka (Svycarsko)
Siran sodny bezvody &istoty 99 %, Penta (Praha, CR)

Chlorid sodny ¢Cistoty min. 99 %, Sigma Aldrich (Némecko)

Chelaton ITI dihydrat istoty min 99 %, Lach-Ner (Neratovice, CR)

3.1.4 Sorbenty

e DSC-18 SPE; SUPELCO, Sigma Aldrich (Némecko)
e PSA SPE; SUPELCO, Sigma Aldrich (Némecko)

w
-
(6)]

Standardy léciv

Acebutolol o ¢istoté > 99 %, Sigma Aldrich (Némecko)
Azitromycin o Cistoté > 99 %, Sigma Aldrich (Némecko)
Ciprofloxacin o cistoté > 98 %, Sigma Aldrich (Némecko)
Claritromycin o ¢istoté > 95 %, Sigma Aldrich (Némecko)
Doxycyklin o ¢istoté > 99,5 %, Sigma Aldrich (Némecko)
Enrofloxacin o ¢istoté > 99 %, Sigma Aldrich (Némecko)
Erytromycin o ¢istoté > 99 %, Sigma Aldrich (Némecko)
Chlortetracyklin o ¢istoté > 90 %, Sigma Aldrich (Némecko)
Ibuprofen o ¢istoté > 99 %, Sigma Aldrich (Némecko)
Ketoprofen o ¢istoté > 98 %, Sigma Aldrich (Némecko)
Kyselina salicylova o ¢istoté > 99 %, Sigma Aldrich (Némecko)
Meloxicam o ¢istoté > 99 %, Sigma Aldrich (Némecko)
Moxifloxacin o ¢istoté > 99 %, Sigma Aldrich (Némecko)
Nadolol o ¢istoté > 99 %, Sigma Aldrich (Némecko)
Naproxen o ¢istoté > 99,9 %, Sigma Aldrich (Némecko)
Norfloxacin o ¢istoté > 98 %, Sigma Aldrich (Némecko)
Ofloxacin o ¢istoté > 99 %, Sigma Aldrich (Némecko)
Oxytetracyklin o ¢istoté > 95 %, Sigma Aldrich (Némecko)
Pefloxacin o ¢istoté > 99 %, Sigma Aldrich (Némecko)
Roxitromycin o ¢istoté > 90 %, Sigma Aldrich (Némecko)
Sulfacetamid o ¢istoté > 98 %, Sigma Aldrich (Némecko)
Sulfadiazin o ¢istoté > 99 %, Sigma Aldrich (Némecko)
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Sulfadimetoxin o Cistoté > 99 %, Sigma Aldrich (Némecko)
Sulfamerazin o ¢istoté > 99 %, Sigma Aldrich (Némecko)
Sulfametazin o Cistote > 99 %, Sigma Aldrich (Némecko)
Sulfametoxazol o Cistoté > 99 %, Sigma Aldrich (Némecko)
Sulfametoxypyridazin o cistoté > 99 %, Sigma Aldrich (Némecko)
Sulfapyridin o ¢istoté > 99 %, Sigma Aldrich (Némecko)
Sulfatiazol o ¢istoté > 99 %, Sigma Aldrich (Némecko)
Tetracyklin o ¢istoté > 99 %, Sigma Aldrich (Némecko)
Trimetoprim o ¢istoté > 98 %, Sigma Aldrich (Némecko)

3.2 Pouzité pristroje a pomiicky

Ptistroj pro ptipravu Milli-Q vody Milli-Q Millipore, Academic
Kapalinovy chromatograf UHPLC 1290 Infinity, Agilent Technologies (USA) Kolona
Luna® Omega Polar C18 Phenomenex, (100 x 2,1 mm; 1,6 um)
Generéator dusiku a vzduchu, Peak Scientific — Genius 3045

Hmotnostni spektrometr Bruker Evoq LC-TQ

Analyticke vahy Kern 770

Zaftizeni pro suSeni dusikem Evaterm, Labicom

Ultrazvukova lazen Teson 4, Tesla

Centrifuga NF 800, Niive

Centrifuga ROTINA 420R, Hettich Zentrifugen

Centrifuga EBA 20, Hettich Zentrifugen

Vortex

Automatické mikropipety

Mikrosttikacky

Plastové centrifuga¢ni zkumavky z PE 50 ml a 15 ml

Stiikackové nylonoveé filtry 0,22 um o praméru 13 mm, Chromservis (CZ)
Stiikacky pro filtrovani, Braun

Bézné laboratorni sklo a pomtcky

3.3 Pouzity software pro zpracovani a interpretaci dat

¢ Microsoft Office Excel 365
e Microsoft Office Word 365
e Bruker Compass HyStar version 5.1.8.1, Bruker Daltonik GmbH 2019
e Bruker Daltonics MS Workstation version 8.2.1, Bruker Daltonik GmbH 2017
e TASQ version 2.2.14 1533, Bruker Daltonik GmbH 2018
3.4 Vzorky

3.4.1 Vzorky zizal pro experimenty

Na experimenty provadéné na Zizalach byly zakoupeny zizaly hnojni zakoupené u firmy Proryby
(Jifi Tomicek).

3.4.2 Vzorky pidy pro experimenty

Puda pro experimenty se Zizalami (viz kapitoly 3.8 a 3.9) byla odebrana v Jemnici na Vysocing.
Hloubka odbéru se pohybovala od 0 do 25 cm. Jednalo se o plidni druh Fluvisol a piidni typ hlina.
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Puda obsahovala 55,05 % pisku, 32,65 % prachu a 15,30 % jilu. Dalsi paramenty pidy jsou
zobrazeny v Tabulce 16 a Tabulce 17 (viz SEZNAM PRILOH).

3.4.3 Vzorky biouhlu

Pro experiment vliv biouhlu na absorpci 1é¢iv do zizal (viz kapitola 3.8) byl pouziti biouhel
od firmy Sonnenerde GmBh, Rakousko. Parametry jsou uvedeny v Tabulce 18 (viz SEZNAM
PRILOH).

3.5 Priprava zasobnich a kalibra¢nich roztoki

3.5.1 Priprava matri¢nich kalibraci

eey

Pro ptipravu matri¢nich kalibraci byly vyuZity extrakty z ziZal zijicich v nekontaminované padé.
Extrakty byly piipraveny pomoci metody QuEChERS (viz kapitola 3.6.2). Byly piipraveny
kalibra¢ni body o koncentraci 1,0; 2,5; 5,0; 10,0; 20,0; 30,0; 50,0 a 100,0 ng/mL.

3.5.2 Priprava zasobnich roztoku standardu

Pomoci analytickych vah bylo navazeno na 4 desetinna mista 10 mg jednotlivych standardu
1éciv. Toto navazené mnoZzstvi bylo kvantitativné ptevedeno do odmérné baiiky o objemu 10 mL
a nasledné¢ doplnén po rysku 100% methanolem, 0,1% kyselinou mravenci v roztoku
acetonitlil: MiliQ voda 50: 50 (obj./ obj.), 0,1% kyselinou mraven¢i ve 100% methanolu nebo
50% methanolem v zavislosti na vybraném 1é¢ivu. Odmeérna barika byla promichana. Vysledna
koncentrace kazdého standardu byla 1 mg/mL.

Priprava smésného standardu 31 lé¢iv o koncentraci 10 ug/mL

Do odmérné banky o objemu 10 mL bylo mikrostiikackou Hamilton odméteno 100 puL kazdého
pfipraveného roztoku standardu 1é¢iv o koncentraci 1 mg/mL. Odmérna banika byla nasledné
doplnéna po rysku Mili-Q vodou. Vysledna koncentrace smésného roztoku 1é¢iv byla 10 pg/mL.

Piiprava smésného standardu 31 lé¢iv o koncentraci 1 ug/mL

Do odmérné baiiky o objemu 10 mL bylo mikrostfikackou Hamilton odméfeno 1 mL kazdého
ptipravené¢ho roztoku standardu 1é¢iv o koncentraci 10 pg/mL. Odmérna banka byla nasledné
doplnéna po rysku Mili-Q vodou. Vysledna koncentrace smésného roztoku 1é¢iv byla 1 ug/mL.

3.5.3 Priprava zasobnich roztoki pufri
Piiprava Mcllvainova pufru o pH 2,6

Pro piipravu Mcllvainova pufru o pH 2,6 bylo na analytickych vahach navazeno 3,91 g
dodekahydratu hydrogenfosfore¢nanu sodného a 9,36 g kyseliny citronové. Ob¢ navazky byly
kvantitativné pfevedeny do odmérné barnky 0 objemu 500 mL a odmérna banky byla doplnéna
Milli-Q vodou po rysku. Ovéfeni hodnoty pH bylo provedeno pomoci pH metru. Hodnota
pH pufru byla stanovena na 2,6 £ 0,1.

Piiprava Mcllvainova pufru o pH 4,0

Pro ptipravu Mcllvainova pufru o pH 4,0 bylo na analytickych vahach navazeno 13,82 ¢
dodekahydratu hydrogenfosfore¢nanu sodného a 6,46 g kyseliny citronové. Ob¢ navazky byly
kvantitativné prevedeny do odmérné baiiky o objemu 500 mL a odmérna banky byla doplnéna
Milli-Q vodou po rysku. Ovéfeni hodnoty pH bylo provedeno pomoci pH metru. Hodnota
pH pufru byla stanovena na 4,0 £ 0,1.
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Piiprava Mcllvainova pufru o pH 6,0

Pro ptipravu Mcllvainova pufru o pH 6,0 bylo na analytickych vahach navéazeno 23,64 g
dodekahydratu hydrogenfosforecnanu sodné¢ho a 6,46 g kyseliny citronové. Ob¢ navazky byly
kvantitativné pfevedeny do odmérné barniky o objemu 500 mL a odmérné banky byla doplnéna
Milli-Q vodou po rysku. Ovéteni hodnoty pH bylo provedeno pomoci pH metru. Hodnota
pH pufru byla stanovena na 6,0 £ 0,1.

Priiprava Mcllvainova pufru o pH 7,0

Pro ptipravu Mcllvainova pufru o pH 7,0 bylo na analytickych vahach navazeno 29,52 g
dodekahydratu hydrogenfosfore¢nanu sodného a 1,86 g kyseliny citronové. Obé navazky byly
kvantitativné pfevedeny do odmérné baniky o objemu 500 mL a odmérna banky byla doplnéna
Milli-Q vodou po rysku. Ovéteni hodnoty pH bylo provedeno pomoci pH metru. Hodnota
pH pufru byla stanovenana 7,0 £ 0,1.

Priprava Mcllvainova pufru o pH 8,0

Pro ptipravu Mcllvainova pufru o pH 8,0 bylo na analytickych vahach navazeno 34,82 g
dodekahydratu hydrogenfosfore¢nanu sodného a 0,28 g kyseliny citronové. Obé navazky byly
kvantitativné pfevedeny do odmérné banky o objemu 500 mL a odmérné banky byla doplnéna
Milli-Q vodou po rysku. Ovéteni hodnoty pH bylo provedeno pomoci pH metru. Hodnota
pH pufru byla stanovena na 8,0 £ 0,1.

3.5.4 Priprava zasobnich roztoki rozpoustédel
Priprava smési voda: methanol 1:4 (obj./obj.)

Pii piipravé zasobniho roztoku vody s methanolem v objemovém poméru 1:4 bylo do odmérné
banky napipetvano 40 Mili-Q vody a baiika byla dopIlnéna methanolem na objem 200 mL.

Priprava smési voda: acetonitril 1:4 (obj./obj.)

Pii ptipravé zasobniho roztoku vody s acetonitrilem v objemovém poméru 1:4 bylo do odmérné
banky napipetvano 40 Mili-Q vody a barika byla dopInéna acetonitrilem na objem 200 mL.

Priprava smési voda: ethyl acetat 1:4 (obj./obj.)

Pfi ptipravé zasobniho roztoku vody s ethyl acetdtem v objemovém poméru 1:4 bylo do odmérné
barky napipetvano 40 Mili-Q vody a banka byla doplnéna ethyl acetdtem na objem 200 mL.

Priprava smési voda: methanol: acetonitril 20:8:72 (obj./obj./obj.)

Pfi pfipravé zasobniho roztoku smési rozpoustédel vody, methanolu a acetonitrilu v objemovém
poméru 20:8:72 bylo do odmérné baiky napipetvano 40 Mili-Q vody a 16 mL methanolu, poté
byla banka byla dopInéna acetonitrilem na objem 200 mL.

Priprava smési pufr pH 2,6: methanol 1:4 (obj./obj.)

Pti pripravé zasobniho roztoku pufru o pH=2,6 s methanolem v objemovém poméru 1:4 bylo
do odmérné banky napipetvano 40 mL Mcllvainova pufru o pH=2,6 a doplnéno methanolem
na objem 200 mL.

Priprava smési pufr pH 4,0: methanol 1:4 (obj./obj.)

Pii pripravé zasobniho roztoku pufru o pH=4,0 s methanolem v objemovém poméru 1:4 bylo
do odmérné baiky napipetvano 40 mL Mcllvainova pufru o pH=4,0 a dopIlnéno methanolem
na objem 200 mL.
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Piiprava smési pufr pH 6,0: methanol 1:4 (obj./obj.)

Pti pripravé zasobniho roztoku pufru o pH=6,0 s methanolem v objemovém poméru 1:4 bylo
do odmérné barky napipetvano 40 mL Mcllvainova pufru o pH=6,0 a doplnéno methanolem
na objem 200 mL.

Priprava smési pufr pH 7,0: methanol 1:4 (obj./obj.)

Pii pripravé zasobniho roztoku pufru o pH=7,0 s methanolem v objemovém poméru 1:4 bylo
do odmérné baiky napipetvano 40 mL Mcllvainova pufru o pH=7,0 a doplnéno methanolem
na objem 200 mL.

Priprava smési pufr pH 8: methanol 1:4 (obj./obj.)

Pfi ptiprave zasobniho roztoku pufru o pH=8,0 s methanolem v objemovém poméru 1:4 bylo
do odmérné banky napipetvano 40 mL Mcllvainova pufru o pH=8,0 a doplnéno methanolem
na objem 200 mL.

3.6 Vybér vhodného postupu pro extrakci

Na zéaklad¢ jiz vyzkouSeného postupu metody QUEChERS na salatech byl vybran extrakéni
postup metody QuEChERS, ktery byl pouzit v ¢lanku [129]. Tento postup byl nasledné
optimalizovany pro extrakci 31 1é¢iv z zizal (viz Tabulka 10).

3.6.1 Optimalizované parametry extrakéniho postupu

Metoda QUEChERS byla optimalizovana na vytéznost 31 1é¢iv. Konkrétni 1é€iva jsou uvedena
v Tabulce 10.

Tabulka 10. Vybrana analyzovand léciva

Skupina 1é¢iv Analyty
Beta-blokatory Acetobutolol, nadolol
Chinolony a fluorochinolony Ciprofloxacin, enrofloxacin, moxifloxacin, norfloxacin, ofloxacin, pefloxacin
Makrolidova antibiotika Azithromycin, clarithromycin, erythromycin, roxithromycin
Nesteroidni protizanétliva Iéciva Ibuprofen, kyselina salicylova, ketoprofen meloxicam, naproxen

Sulfonamid
) 1 Sulfamethazin, sulfamethoxazol, sulfapyridin, sulfathiazol, trimethoprim

Sulfacetamid, sulfamethoxypyridazin, sulfadiazin, sulfadimethoxin, sulfamerazin

Tetracykliny Doxycykline, chlortetracyklin, oxytetracyklin, tetracyklin

Pii optimalizaci extrakce 1é¢iv ze Zizal byly optimalizovany tyto parametry: vhodné extrakéni
organické rozpoustédlo, slozeni vodné faze, mnozstvi a pfitomnost EDTA, vhodny zplsob
prediSténi. Seznam optimalizovanych parametri je uveden v Tabulce 11. Pfi postupu
optimalizace byl vzdy ménén 1 parametr, schématické znazornéni extrakéniho postupu
je na Obrazku 10.

Vzdy bylo navdZzeno 100 mg lyofylizovynych a zhomogenizovanych ziZal na jemny préasek
do plastové centrifugaéni zkumavky o objemu 50 mL. K navazenému mnozstvi zizal bylo
ptidano 0,5 mL smésného standardu 1é¢iv v methanolu (koncentrace 1 pg/mL). Zkumavky byly
ponechany pies noc oteviené, aby se odpatil methanol a tim doslo k navazani 1é¢iv na matrici.
Zizaly pak obsahovaly 500 ng kazdého 1é¢iva. Pro jednotlivé parametry byly vzdy piipraveny
3 opakovani. Piipravené vzorky byly analyzovany pomoci optimalizované metody na LC/MS
(viz kapitola 3.7).
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Tabulka 11: Optimalizované parametry extrakcéniho postupu

pa::srr:::tru Parametr Provedeni Oznaceni
Smés MeOH: H,0:ACN (8:20:72) 1A
1 Organické MeOH 1B
faze ACN 1C
EA 1D
MiliQ voda 2A
Pufr pH 2,6 2B
Pufr pH 4,0 2C
2 Vodna faze
Pufr pH 6,0 2D
Pufr pH 7,0 2E
Pufr pH 8,0 2F
0 mg 3A
10 mg 3B
Pritomnost
3 EDTA 20mg 3¢
30 mg 3D
40 mg 3E
225 mg Na,S0, + 12,5 mg PSA + 0 mg C18 4A
225 mg Na,S0, + 12,5 mg PSA+ 0 mg C18 4B
225 mgNa,S0, + 12,5 mg PSA + 12,5 mg C18 4C
225 mg Na,S0, + 12,5 mg PSA + 20 mg C18 4D
225 mg Na,S0, + 12,5 mg PSA + 30 mg C18 4E
dSPE 225 mg Na,S0, + 12,5 mg PSA + 40 mg C18 4F
* sorbenty kit Thermofischer scientific
900 mg MgS0,, + 45 mg GCB + 150 mg PSA 1
kit Agilent Q
4H
150 mg MgS0, + 7,5 mg GCB + 50 mg PSA + 50mg C18
225 mg Na,S0, + 12,5 mg PSA + 12,5 mg C18
pfes noc v mrazaku “
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Navazeni 100 mg lyofilizovanych Zzizal
do 50 mL zkumavky a ptidani EDTA

(parametr ¢. 1), ndsledné promichani

Ru¢ni protfepani
pomoci vortexu (1 minutu) (1 minutu)

Pridani extrak¢nich rozpoustédel

Q (parametr ¢. 2 a 3)
Lyofilizace a homogenizace zizal

B A

Ptidavek
separacnich 2

‘ Odstfedéni a  pfefiltrovani
soli . e . . -
Premisténi supernatantu do || Rucni protfepani supernatantu do 2 mL vialky
15 mL zkumavky s dSPE || (1 minutu)
Promichani vortexem (1 minutu) sorbenty (parametr ¢&. 4)
a nasledné odstfedéni pomoci centrifugy

Obrézek 10: Postup optimalizované metody QUEChERS
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Na zakladé provedeni a vyhodnoceni vSech experimentt (viz kapitola 4.1) byly stanoveny
nejvhodnéjsi parametry. Pomoci téchto parametrui byl sestaven optimalizovany postup metody
QUEChERS.

3.6.2 Vysledny optimalizovany postup extrakce pomoci metody QUEChERS

e Ke vzorku 100 mg lyofilizovanych Zizal v plastové centrifuga¢ni zkumavce
(50 mL) bylo ptidano 10 mg EDTA a keramicky kaminek

e Vzorek se vortexoval po dobu 1 minuty

e Ke vzorku bylo ptidano 5 mL smési methanolu a Mcllvainova pufru o pH 2,6
v poméru 4:1 (obj./obj.)

e Smés se rucné protiepala po dobu 1 minuty

e Do smési byly ptidany separacni soli (2 g Na,S0, + 0,5 g NaCl) a smés se znovu
vortexovala po dobu 1,5 minuty

e Nasledovalo odstiedéni pii 3500 rpm po dobu 10 minut

e Byly odebrany 2 mL organické faze a ptemistény do zkumavky (15 mL) s dSPE
sorbenty (225 mg Na,S0,4 + 12,5 mg SPE PSA + 12,5 mg C18)

e Smg¢s byla protfepana ru¢né po dobu 1 minuty
Nasledovalo odsttedéni pii 3500 rpm po dobu 10 minut
Organicka faze byla prefiltrovdna pomoci nylonového filtru (0,22 um)
a premisténa do sklenéné vialky (2 mL)

3.6.3 Priprava validace optimalizované metody

U optimalizovaneého postupu extrakéni metody QuEChERS byly vyhodnoceny nésledujici
parametry LoD (limity detekce), LoQ (limity kvantifikace) a vytéznosti na n¢kolika raznych
koncentracich (viz kapitola 4.2). A to tak, ze bylo navazeno 100 mg lyofilizovanych Zzizal
do 50 mL zkumavky a tyto zizaly byly obohaceny o smés 31 1é¢iv. Do zkumavek bylo ptidano
25, 50, 100 a 200 pL smésného roztoku 31 1é¢iv v methanolu a koncentraci 1 pg/mL jednotlivych
1é¢iv. Zkumavky byly pies noc ponechany oteviené, aby doslo k odpafeni methanolu. Zizaly tedy
obsahovaly 25, 50, 100 a 200 ng kazdého 1é¢iva. Vzorek s konkrétni koncentraci 1é¢iv byl
nachystan tiikrat. Byly také pfipraveny vzorky pro matri¢ni kalibraci. Pfipravené vzorky byly
nasledujici den extrahovany pomoci jiz optimalizované metody QUEChERS. Kalibra¢ni piimka
se skladala z 9 kalibracnich bodt a koncentracich 1,0; 2,5; 5,0; 10,0; 15,0; 20,0; 25,0; 50,0;
a100,0 ng/mL. Vzorky byly nasledné analyzovany pomoci optimalizované metody
UHPLC-ESI-TQ (viz kapitola 3.7).
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3.7 Optimalizovana LC-MS metoda pro stanoveni 1é¢iv v ZiZalach hnojnich

Pro stanoveni vybranych 1éCiv v zZizalach byla zvolena UHPLC-ESI-TQ. Pouzité pfistroje jsou
zobrazeny na Obrazku 11. Pro analyzu byla pouzita jiz optimalizovana metoda, jejichz parametry
jsou uvedeny v Tabulce 12—Tabuce 14.

Obréazek 11: Kapalinovy chromatograf Agilent 1290 Infinity a hmotnostni spektrometr Bruker EVOQ LC-TQ
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Tabulka 12: Nastavené parametry kapalinového chromatografu

Parametry UHPLC
Objem nastriku 7 ul
Pritok mobilni faze 0,5 ml'mint
Teplota kolony 35°C
Slozeni mobilni faze A:0.1% HCOOH VMQ
B: acetonitril
t [min] t [min]

0,0 0,0

Gradient mobilni faze 0 0%
13,0 13,0
13,1 13,1
15,5 15,5

posttime na ekvilibraci 2,0 minuty

kolony
Tabulka 13: Nastaveni parametrii ESI
Parametry HESI

lontovy zdroj elektrosprej (HESI)

Napéti elektrospreje 4500 V

Ioniza¢ni méd (polarita) pozitivni (ESI+)

Priitok pomocného plynu 25

Teplota pomocného plynu 500 °C

Pritok suSiciho plynu 15

Teplota suSiciho plynu 350 °C

Zmlzovaci plyn 45

Aktivni odtah ON

Rezim scanu MRM

Tlak kolizniho plynu 1,5 mTorr
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Tabulka 14: Optimalizovand metoda UPLC-ESI-TQ — parametry MRM piechodii

Parametry MRM pi‘echodii

Kvantitativni piechod

Kvalitativni pirechod

Retenéni

Analyt cas - "

y [min] Prt;rI;Lllzr]zor P[;c;;]kt L(n?alrlgri]el Pr([erI:]L/JZr]zor P[;O/ll;]kt eKnOeI:;?el

[eV] [eV]
Acebutolol 3,65 337,2 116,0 20 337,2 319,0 10
Azithromycin 4,84 375,2 591,3 10 375,2 158,0 20
Ciprofloxacin 3,35 3324 314,2 10 332,4 288,2 10
Clarithromycin 7,54 748,5 158,1 20 748,5 590,4 10
Doxycyclin 5,00 4454 428,1 10 4454 320,9 30
Enrofloxacin 3,78 360,4 316,2 10 360,4 342,2 20
Erythromycin 6,57 734,5 158,2 30 7345 576,3 10
Chlortetracyclin 4,39 479,0 462,3 10 479,0 443,7 20
Ibuprofen 10,30 161,1 119,1 10 161,0 57,2 10
Ketoprofen 8,34 255,0 209,0 10 255,0 105,0 20
Meloxicam 8,63 352,0 115,0 10 352,0 141,0 20
Moxifloxacin 4,83 402,0 358,2 20 402,0 384,2 20
Nadolol 2,50 310,2 253,8 10 310,2 200,8 20
Naproxen 8,39 231,0 185,2 10 231,0 169,0 20
Norfloxacin 3,22 320,1 276,1 10 320,1 2311 40
Ofloxacin 3,25 362,2 318,1 10 362,2 261,1 20
Oxytetracyclin 2,85 461,0 426,2 20 461,0 4432 5
Pefloxacin 3,34 334,0 317,0 10 334,0 289,0 10
Roxithromycin 8,03 837,5 679,5 20 837,5 157,9 30
Kyselina salicylova 4,06 137,0 93,0 10 137,0 65,0 20
Sulfacetamid 1,62 215,2 156,0 5 2152 108,2 10
Sulfadiazin 1,96 251,3 156,0 10 251,3 92,2 20
Sulfadimethoxin 5,48 255,0 156,0 10 255,0 92,1 15
Sulfamerazin 2,51 265,3 156,0 10 265,3 172,0 10
Sulfamethazin 3,02 279,3 186,0 10 279,3 92,0 30
Sulfamethoxazol 4,14 254,3 156,0 10 2543 108,1 20
Sulfamethoxypyridazin 3,20 281,1 156,0 10 281,1 92,2 20
Sulfapyridin 1,97 250,3 156,0 10 250,3 92,2 20
Sulfathiazol 2,27 256,0 156,0 10 256,0 92,2 20
Tetracyclin 5,00 445,0 427,2 10 445,0 428,0 10
Trimethoprim 2,68 291,2 230,1 20 291,2 261,0 20
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3.8 Vliv koncentrace 1é¢ivych latek v piidé na prijem ZiZalami hnojnimi

Do kadinky o objemu 100 mL bylo navdzeno 50 0,59 ptdy s urCitou koncentraci 1€Civ.
Koncentrace 1é¢iv byly zvoleny podobné jako v jiz publikovanych studiich [15, 24] dale také
vys$si a nizs$i hodnoty (100, 500, 750, 1000, 2 000, 5000, 10 000, 20 000 ng léciv/g pudy).
Pro kazdou koncentraci, v¢etné vzorka pro piipravu kalibrace (zizaly v pudé bez 1é¢iv), bylo
pfipraveno minimalné 5 opakovani s 1 zizalou. Primérna zizala vazila okolo 0,4 g. U zizal byla
provedena aklimatizace v Cist¢ pidé po dobu 3 dnl a nasledna depurace na navlhéeném
filtracnim papife po dobu 1 dne. Po depuraci byly zizaly zvazeny (pro zisk ekotoxikologickych
dat viz kapitola 4.6) a umistény do pidy nachystané na experiment. Délka experimentu byla
21 dnt. Cas experimentu byl zvolen podle jiz provedenych studii [15, 16, 24]. K padé bylo
ptidano 8,5 g vody, coz odpovida 40 % MHWC (maximalni kapilarni vodni kapacity pudy),
kde MHWC bylo stanoveno na 44 %. Do pidy byly také ptidany ovesné vlocky jako krmivo
pro zizaly. Nasledné se do kadinek umistily ziZaly hnojni. K&dinka byla ptikryta potravinaiskou
folii, aby se zizaly nedostaly ven. Do potravinaiské folie byly nasledné udélany malé diry,
aby mély zizaly potiebny ptisun vzduchu (viz Obrazek 12). V prubéhu trvani experimentu byla
v ptdé dopliovana voda odpovidajici 40 % MHWC a ovesné vlo¢ky jako krmivo, vSe 1x tydné.

11 //.’/ (Al i-.in’niiimdnnn”\t\,\\ WM

Obrazek 12: Experiment na zZizaldch hnojnich — riizné koncentrace

Po ukonceni experimentu (po 21 dnech) byly Zizaly vytazeny z ptdy, oplachnuty destilovanou
vodou a ponechéany 24 hodin pro depuraci na navlhéeném filtraénim papite. Po 24 hodinéach byly
zizaly zvazeny, kvuli stanoveni zmény hmotnostniho rozdilu béhem experimentu (pro sbér
ekotoxikologickych dat viz kapitola 4.6) a vlozeny do mrazaku pii -80 °C. Nasledné byly Zizaly
lyofilizovany. Z jednotlivych zizal byly extrahovany léc¢iva pomoci optimalizované metody
QUEChERS (viz kapitola 3.6.2) a nasledn¢ byly 1é¢iva stanoveny pomoci UHPLC-ESI-TQ
(viz kapitola 3.7) a byly vyhodnoceny vysledky (viz kapitola 3.8).
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3.9 Vlivu biouhlu na prijem lé¢ivych latek zizalami hnojnimi s odbéry v ¢ase

Experiment byl pfipraven stejnym postupem jako v kapitole 3.8. Rozdil byl v parametrech pidy,
kde byla pouzita pida 0 koncentraci 10 000 ng 31 1é¢iv/g pudy, a ptida ktera kromé mixu 31 Ié¢iv
0 koncentraci 10 000 ng/g pidy obsahovala také 2 % biouhlu. Opét byla pfipravena i ptada
bez kontaminace 1é¢iv pro zizaly pouzité na matri¢ni kalibraci. U experimentu se také ménila
doba odbéru Zizal pro zjisténi ¢asové zavislosti piijmu, kdy se odebiraly vzorky v ¢ase po 1, 3,
7, 14 a 21 dnech. Bylo vzdy pfipraveno 9 opakovani pro jednotlivé parametry.

Po odebrani zizal bylo s zizalami nakladano jako Vv kapitole 3.8. Opét byly z zizal
vyextrahovany lé¢iva podle postupu v kapitole 3.6.2. Analyza byla provedena pomoci
UHPLC-ESI-TQ (viz kapitola 3.7) a vysledky byly vyhodnoceny (viz kapitola 4.5).
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Vysledky optimalizace metody extrakce pomoci QUEChERS

Optimalizované parametry postupu QUEChERS jsou uvedeny v Tabulce 11. Vyhodnoceni
vzorkl bylo provedeno v programu TASQ pomoci matri¢ni kalibrace, za i¢elem kompenzace
matri¢niho efektu. Vysledny optimalizovany postup je uveden v kapitole 3.6.2.

4.1.1 Optimalizace parametru organické rozpoustédlo

vvvvvv

extrakéni metody. Vhodné rozpoustédlo musi spliiovat mnoho aspektli jako naptiklad pokryti
vybraného analytického spektra od polarnich (jako je azithromycin) az po nepolarni slou¢eniny
(jako napftiklad tetracyklin). Dale je to selektivita, dostate¢na separace od vody, piistupnost
separacni technice jako je GC, GPC, SPE nebo v naSem piipadé¢ LC. Nesmime opomenout
ani naklady, bezpec¢nost, ekologie nebo dobré manipulace s rozpoustédlem [45].

Pro optimalizaci organického rozpoustédla byl pouzity ethyl acetat, methanol, acetonitril
asmés 3 rozpoustédel MeOH: H20: ACN v poméru 8:20:72 (obj./obj./obj.). Stanovené
vytéznosti pro pouzitd organicka rozpoustédla jsou vidét v grafu na Obrazku 13 (hodnoty
jednotlivych vytéznosti jsou uvedeny v Tabulce 19 (viz SEZNAM PRILOH). Pouzity objem
organické faze byl vzdy 4 mL.

Nejvétsi vytéznost u 31 extrahovanych 1éCiv byla zjisténa pro methanol. Methanol také
prokazal pokryti nejvétsi ¢asti pozadovaného analytického spektra. O néco mensi vytéznost
prokdzal také acetonitril a smés rozpoustédel. Acetonitril ovS§em nepokryl, tak velkou cast
celkoveho spektra analyti jako methanol, mala vytéznost s pouzitim acetonitrilu se objevila
zejména u skupiny chinolont a fluorochinolonti anebo také u skupiny tetracyklinti. U pouziti
smési rozpoustédel byla primérna vytéznost a selektivita pomérné vysoka, ovSem stéle
zaostavala za methanolem.

Oproti tomu u ethyl acetatu byla vytéznost primérné nejmensi a nesplioval pozadavek
na pokryti celého analytického spektra, kdy pomoci ethyl acetdtu nebylo mozné extrahovat
zejména tetracykliny. Ethyl acetat také neprokazal dostatecnou selektivitu, kdy se za jeho pouziti
vyskytovalo vetSi mnoZstvi koextrahovanych latek ve vzorku a tim se ovlivnila vytéznost
pozadovanych analytd az ke 150 %.
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4.1.2 Optimalizace parametru vodna faze

Stabilita 1é¢iv je ovlivnéna pH. Hodnota pH také ovlivituje koextrakci nezadoucich slozek
z matrice [48].

Jak se ukazalo vybrana lé¢iva jsou nejstabilnéjsi v kyselej§im pH. Vytéznosti jednotlivych
vodnych fazi pro 31 1é¢iv zobrazuje graf na Obrazku 14. Nejvétsi vytéznost mél Mcllvainav pufr
0 pH 2,6. Ostatni vodné faze mély primérnou vytéznost niz$i a navzajem se od sebe mnoho
nelisily. Hodnoty vynesené do grafu jsou zobrazeny v Tabulce 20 (viz SEZNAM PRILOH).
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4.1.3 Optimalizace parametru navazka EDTA

Nekterda 1éCiva mohou tvofit komplexy s vapenatymi a hotfeCnatymi ionty, které se hojné
vyskytuji v pudé konkrétné v jilovych ¢asticich a v mensim mnozstvi se vyskytuji v zizalach
samotnych. Diky tomu, Ze l1é¢iva mohou tvofit komplexy s témito ionty, a tak mize dochazet
k mensi desorpci 1é¢iv z matrice, a tudiz k mensi vytéznosti extrakce [156]. Aby bylo tomuto
problému zabranéno, byla Kk zizalam pred extrakei pfidana kyselina
ethylendiamintetraoctovd (EDTA) [67]. Vytéznost pti jednotlivych navazkach EDTA zobrazuje
Obrazek 15. Z namétenych vysledki bylo zjisténo, ze nejvyssi vytéznosti u 31 1é¢iv vykazovaly
extrakce bez ptitomnosti EDTA, ov§em protoZe bez piitomnosti EDTA se vytéznosti pohybovali
u vétsiny 1é¢iv nad 100 %, byla zvolena navazka 10 mg. Vyssi navazka nebyla zvolena, protoze
S pfidanim vétStho mnozstvi EDTA se vytéznosti vyrazné nemeénily, tudiz by pouziti vétsi
navazky bylo zbyte¢né. Za ptitomnosti EDTA vytvofily vdpenaté a hofec¢naté ionty komplexy
pravé s EDTA, a ne s 1é¢ivy, tim nebyly ionty vyextrahovany z matrice a nezptisobovaly zvySeni
signalu, jako pfi analyze extraktl vzorku bez pouziti EDTA. Hodnoty vynesené do grafu jsou
zobrazeny v Tabulce 21 (viz SEZNAM PRILOH).
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4.1.4 Optimalizace parametru zpiisob preciSténi

Pii pouziti dSPE je dulezité, aby sorbenty fungovaly jako ‘ ‘chemicky filtr*¢, aby tedy zachytavaly
matricové balastni slozky, a naopak nezachytavaly analyty [45]. V pfipadé extrakce 1éCiv z Zizal
byly zvoleny riizné navazky sorbentu C18, ktery pomaha odstrafiovat koextrahované lipidy [19],
které se vyskytuj v zizalach ve vyssi mife [6]. Dale byl také vyzkousen vliv zmrazeni, kdy bylo
predpokladano, Zze dojde k vysrazeni koextrahovanych lipidickych slozek [150].

Jako rtizné zpisoby piecisténi byly pouzity smési sorbenti PSA, C18, sodné siranové soli nebo
zmrazeni. Vyzkouseny byly také komer¢ni kity od firmy Agilent a Thermofisher, které se daji
zakoupit jiz pfedpfipravené. Parametry pro rtzna piecisténi jsou uvedeny v Tabulce 11.
Vysledky pro rtizné smési piecisténi jsou uvedeny v grafu na Obrazku 16. Hodnoty vynesené
do grafu zobrazuje Tabulka 22 (viz SEZNAM PRILOH).

Optimalni vytéznost okolo 100 % prokazala smés obsahujici 12,5 mg PSA, 12,5 mg C18
a 225 mg siranu sodného, kde bylo dosazeno dostate¢ného odstranéni matricovych slozek
a zaroven minimalni ztraty analyt vlivem sorpce na dSPE sorbenty. U komer¢niho kitu od firmy
Thermofisher byly vytézky casto nad 100 %, coz muze byt zpisobeno nedostateénym
odstranénim lipidickych slozek, které zpusobovaly zvySeni signalu, protoze tento kit
neobsahoval sorbent C18. Naopak u kitu od firmy Agilent se vytézky pohybovaly pod 100 %
diky tomu, Ze v tomto kitu se nachédzelo vétsi mnozstvi sorbentu C18 (konkrétné 50 mg) a 1éCiva
se mohla nadbyte¢né sorbovat na toto v&tsi mnozstvi sorbentu, a tak dochazelo k mensi
vytéznosti extrakce.
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4.2 Validace metody

Pro optimalizovany postup (viz kapitola 3.6.2) byly stanoveny LoD — limity detekce neboli

R4

Shlank
LoD = 6- ,
0 b
a LoQ — limity kvantifikace neboli nejnizsi koncentrace analytu, kterou lze spolehlivé
kvantifikovat [154,155].
Shlank
LoQ =9 -———,
oQ b

kde sp;ank je standardni odchylka rozsahu méteného slepého vzorku a b je smérnice kalibra¢ni
ptimky. Byla také stanovena vytéznost (RR, recovery rate) pro rtizné koncentrace analytl
pti koncentracich 250 ng, 500, ng, 1 000 ng a 2 000 ng na 1 g lyofilizované Zizaly. Naméfena
data byla vyhodnocena pomoci programu TASQ pomoci pfipravené matri¢ni Kalibrace.
Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 15.

Tabulka 15: Limity detekce optimalizovaného postupu QUEChERS

| LoD LoQ RR 250 ng/g zizaly | RR 500 ng/g zizaly | RR 1000 ng/g Zizaly | RR 2000 ng/g Zizaly
Anat [ng/al | [ngla] [9%] [o%] [9%] [9%]
Acebutolol 91,7 | 1375 109,9+0,8 96+ 2 89+3 83+3
Azithromycin 133,7 | 200,6 109+7 88+ 10 372 25+ 9
Ciprofloxacin 70,6 | 1059 112 £ 10 919+0,9 84+5 79+3
Clarithromycin 16,3 244 103+ 6 92,3+0,7 85+5 81+3
Doxycyclin 744 | 111,7 121+ 16 100+ 6 7315 81+12
Enrofloxacin 63,1 94,7 129 + 13 102 +2 848+1,6 77+3
Erythromycin 56,2 84,2 121 +£2 98 +3 92 +3 89+0
Chlortetracyclin 39,9 59,8 118+5 94 +2 80+5 80+8
Ibuprofen 48,1 72,2 <LoD <LoD 97 + 113 54 + 61
Ketoprofen 44,0 66,0 1259+1,7 101+4 86 + 3 82 +55
Kyselina salicylova 69,4 | 104,1 126 +5 116 +3 111+2 102 +2
Meloxicam 10,4 15,6 123+ 8 95,7+1,8 8l+4 79,4+0,9
Moxifloxacin 53,0 79,4 109 + 10 89+5 74+6 68 £ 7
Nadolol 53,4 80,1 121+ 3 101,9+0,8 88,8+1,9 88+5
Naproxen 31,8 47,7 125+ 6 976 79+6 73+£10
Norfloxacin 35,2 52,8 122+ 4 95+5 86,4+0,4 819+17
Ofloxacin 95,8 | 143,6 122,1+1,7 939+1,7 845+1,7 812+1,6
Oxytetracyclin 49,7 74,6 121 +7 96+ 7 79+ 2 79+ 3
Pefloxacin 38,6 57,9 118 +8 90,4+1,2 84+4 79,3+0,3
Roxithromycin 49,2 73,8 116 £ 8 100+ 4 87 +2 91+6
Sulfacetamid 18,2 27,3 1316 90+6 875 77+5
Sulfadiazin 50,2 75,3 114+ 9 86,1+1,8 83+2 82,3+0,8
Sulfadimethoxin 8,3 12,4 935 80+3 765 699+14
Sulfamerazin 16,4 24.6 115,7+0,8 952+14 82+3 78+ 3
Sulfamethazin 131,2 | 196,7 117,9+0,8 98 + 3 85+ 2 83+3
Sulfamethoxazol 35,0 52,5 113+ 4 941+1,1 83,5+0,2 79,2+0,9
Sulfamethoxypyridazin | 21,9 32,9 90,7+1,7 82+4 80,7+0,5 78,3+0,9
Sulfapyridin 54,9 82,4 122 +9 105 + 10 84 +6 83+4
Sulfathiazol 20,7 31,0 102 £ 2 85+ 6 70+ 4 72+3
Tetracyclin 28,0 42,0 102 £ 18 110+ 13 69 + 6 80 +21
Trimethoprin 88,1 | 132,2 122 + 14 98+5 85+ 3 84+4
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4.3 Vysledky vlivu koncentrace 1é¢ivych latek v ptidé na prijem ZiZalami hnojnimi

Optimalizovany postup (viz kapitola 3.6.2) byl pouzit pro extrakci 1éCiv z tkané Zzizal
v experimentu, kde byl sledovan vliv pocate¢ni koncentrace 1é¢iv v pudé na vysledny piijem
1é¢iv zizalami. Namétena data byla vyhodnocena pomoci programu TASQ a kvantifikovana
prostiednictvim matri¢ni kalibrace z zizal Zijicich v pudé bez kontaminace léCiv. Jednotlivé
naméfené hodnoty obsahu 1é¢iv v zizalach byly ptepocitany na 1 g suché (lyofilizované) vahy
zizaly (zivé Zizaly mély primérnou hmotnost okolo 0,4 g, coz odpovida 0,1 g primérné vahy
lyofilizované zizaly) a pro konkrétni koncentrace zpriamérovany (byly vynechany nulové
hodnoty, tedy ty, kde nebyla zjisténa Zadna koncentrace). Do grafu byly vyneseny primérné
naméfené hodnoty koncentrace 1é¢iv v Zizalach v zavislosti na pocate¢nim obsahu 1é¢iv v pudé.
Z duvodu piehlednosti byla ziskana data rozdélena do dvou graft (viz Obrazek 17 a Obrazek
18). Pro jednotlivé koncentrace byl také sledovan ekotoxikologicky vliv, ktery je shrnut
v kapitole 4.6.

Jednotlivé koncentrace 1é¢iv v padé byly zvoleny podle jiz publikovanych studii,
kde se koncentrace 1é¢iv pohybovaly vrozmezi 100-5000 ng 1éCiv/g pudy, 1éCivy jako
je valsartan [24], karbamazepin, diklofenak, fluoxetin [16], 1éCiva ze skupiny sulfonamidd,
makrolidovych antibiotik, beta-lactamti, steroidnich hormont a estrogenti [1]. Zji$téné
koncentrace 1é¢iv v zivotnim prostiedi se pohybuji od jednotek az po desitky ng/g pudy [157],
u vody byla zjisténa koncentrace také jednotek az desitek ng/L vody [158,159]. Obsah IéCiv
ve statkovych hnojivech se ov§em mize pohybovat az v tisicich ng/g [157]. Pro experimenty
byly zvoleny i 0 mnoho vyssi koncentrace (10 000 a 20 000 ng IéCiv/g pudy), aby byla Iépe
pozorovana mozna zavislost piijmu 1é¢iv Zizalami.

Podle namétenych hodnot 1ze obecné fict, Ze pti vyssi koncentraci 1é€iv v padé dochazelo také
k vy$§imu piijmu 1éCiv zizalami. Neplati to ovSem pro vSechna 1éCiva vyjimku muize tvofit
napiiklad erythromycin, pefloxacin nebo 1é¢iva ze skupiny sulfonamidi a tetracyklinti. Protoze
pida je velmi slozity a komplexni systém, je zde mnoho aspektd, jak mohou byt léCiva
ovlivilovana. Dlivodem nejednotné zavislosti piijmu 1éCiv Zizalami mtze byt slozitost Zizal jako
biologického systému. Protoze zizaly jsou slozity biologicky systém a v experimentu byl pouze
omezeny pocet opakovani, byly stanoveny pomérné velké smérodatné odchylky. Vysledky také
mohly ovlivnit odchylky analyz. V Gvahu se musi brat také degradace 1é¢iv vlivem mikrobialni
aktivity nebo pusobenim jinych latek vyskytujicich se v pudé. V jiz publikované studii byl
prokéazan silny vliv typu pidy, kde je dulezity zejména obsah jilu [16]. Ve studii [16] byla
pouzita pida s vétsim obsahem jilu a je zde predpokladano, ze vétSi obsah jilu zplisobuje
pomalejsi degradaci 1é¢iv (karbamazepin, diklofenak fluoxetin). Coz se v naSem provedeném
experimentu nepotvrdilo. Puida pouzita v nasich experimentech obsahovala méné¢ jilu a mnozstvi
vyextrahovanych 1é¢iv bylo vétsi nez ve zminované studii, tudiz je predpokladano, ze 1éCiva byla

lé¢iva a mensi pocatecni koncentrace 1€¢iv v ptid€ nez v nasem experimentu.

Oproti jinym studiim [1, 16], byly celkové naméfeny vy$si koncentrace. To muze byt
zpusobeno zejména pouzitim jiné pudy, ktera ma jiné fyzikalné¢ chemické vlastnosti anebo
jiz zminénymi aspekty. Nejméné byly zizalami pfijimany lé¢iva ze skupiny beta-blokatorti oproti
tomu nejvice zizaly pfijimaly chinoliny a fluorochinolony, zejména pii jejich vysSich
koncentracich v pud¢. Chinoliny a fluorochinolony patii mezi tzv. kriticky dulezita antibiotika,
vysledky tedy jen potvrzuji nutnost chranit tato 1é¢iva pro huméanni medicinu.
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4.4 Vliv vlastnosti 1é¢iv na jejich prijem Zizalami hnojnimi

Pro zjisténi vlivu vlastnosti 1é¢iv na jejich piijem zizalami hnojnimi byly sledovany tyto
parametry: Molarni hmotnost (Mr), rozdélovaci koeficient P (vyjadiujici miru lipofility dané
latky a tim i jeji schopnosti prostupovat biologickymi membréanami), naboj 1é¢iva pii daném
pH pudy (pH=6,47).

Po vyneseni zavislosti koncentrace 1é¢iv v ng/g suché vahy zizal hnojnich na molarni
hmotnosti a na hodnoté rozdélovaciho koeficientu P, nebyla zjisténa konkrétni zavislost ptijmu
léciv zizalami na téchto dvou parametrech. Nebyly tedy potvrzeny piedpoklady z jiz
publikovanych studii [16, 160]. Kde napiiklad ve studii [160], byla softwarové predikovana
zavislost ptijmu pesticidt na rozdélovacim koeficientu P a hydrofobicité. Prijem 1é¢iv zizalami
muze byt ovlivnén vice parametry soucasné nebo i celkovou strukturou samotnych 1&¢iv, jejich
funkéni skupiny a S nimi spojené fyzikalné chemické vlastnosti. Jak jiz bylo zminéno v kapitole
4.3 velky vliv budou mit parametry pudy, ve které se zizaly chovaly béhem experimentu.
Nezanedbatelny vliv méa obsah jilu a organické hmoty [16]. Svoji roli hraje také mikrobialni
aktivita, kdy mikroorganismy piitomné v pidé [151] mohou 1é¢iva degradovat podle ruznych
aspekti, a proto je naruSena konkrétni zavislost na parametrech jako je molarni hmotnost nebo
rozdelovaci koeficient P.

U jednotlivych Ié¢iv byl stanoven jejich naboj pii pH pudy, ve které byl provadén experiment.
Hodnota pH pudy byla stanovena na 6,47. Pro porovnani byly vyneseny do grafu zprimérované
hodnoty negativné nabitych, neutrdlnich a pozitivné nabitych 1é¢iv extrahovanych z zizal
z druhého experimentu (viz kapitola 3.9). Zavislost je zobrazena v grafu na Obrazku 19. V grafu
lze pozorovat, ze nejvice zizaly pfijimaji zaporné nabita 1é¢iva. Jeden z divodu, pro¢ Zizaly
pfijimaji negativné¢ nabitd 1éCiva, mize byt diky velkému obsahu kolagenu v jejich
kutikule [153], ktery ma izoelektricky bod pfi pH 7, tedy pti pH pudy 6,47 bude mirné kladné
nabity, tudiz bude ptitahovat zdporn¢ nabita 1éCiva.
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4.5 Vysledky vlivu biouhlu na p¥ijem 1é¢ivych latek Zizalami hnojnimi s odbéry
Vv Case

Pomoci optimalizovaného postupu (viz kapitola 3.6.2) byly extrahovany Zzizaly z experimentu
pro zjisténi vlivu biouhlu a ¢asu na ptijem 1é¢iv zizalami (viz kapitola 3.9). Naméifena data byla
zpracovana pomoci programu  TASQ amatricni kalibrace zzizal Zijicich v pudé
bez kontaminace 1é¢iv. Jednotlivé namétené hodnoty obsahu 1é¢iv v zizalach byly pfepocitany
na 1 g lyofilizované zizaly a pro konkrétni den odbéru a druh pidy (s biouhlem a bez biouhlu)
zprumérovany (byly vynechany nulové hodnoty, tedy ty, kde nebyla zjisténa Zadnéa koncentrace).
Do grafu byly vyneseny pramérné hodnoty koncentrace 1é¢iv v zizalach v zavislosti na dnu
odbéru a pouzité pudy. Pro piehlednost byla data rozdélena do dvou grafii (viz Obrazek 20
a Obrazek 21). Data z 21 dne byla vyuzZita pro stanoveni ekotoxikologického vlivu na Zizaly
hnojni (viz kapitola 4.6). Prolep$i posouzeni vlivu koncentrace biouhlu na piijem 1é¢iv
v zizalach byla zvolena vys$i koncentrace 1é€iv (10 000 ng/g plidy) nez se redln¢ vyskytuje
Vv zivotnim prostredi.

Z naméienych hodnot je patrné, ze biouhel snizuje piijem 1é¢iv zizalami. To mulze byt
van der Waalsovych sil, dale vodikovymi vazbami nebo iontovymi interakcemi. Sorpce take
zavisi na chemické struktute 1é¢iva, zejména typu funkénich skupin [152].

Pfi vyuziti biouhlu se také musi brat v Gvahu riziko obsahu PAH a PCB ve vyuZzivaném
biouhlu. Pfi zavedeni biouhlu s obsahem kontaminantti jako jsou PAH a PCB [161] muze dojit
k uvolnéni téchto latek do pudy, coZz opét nese negativni nasledky. Tato kontaminanty mohou
také ovliviiovat zivot zizal. Pfi pouziti vy$§iho mnozstvi biouhlu, by sice doslo k navazani vice
1é¢iv na biouhel a tim by se zamezilo distribuci 1é¢iv dal, ale hrozila by vy$si kontaminace
zneCistujicimi latkami z pouzitého biouhlu. Pti pouziti biouhlu na pole je doporucovano
naptiklad 0,5-2 tuny biouhlu/ha [162]. S ohledem na laboratorni experimenty je t¢zké prenést
stejné podminky jako v aplikacich biouhlu na redIna pole, proto je ¢asto volena koncentrace 2 %
biouhlu v pudé¢.

Dalsi negativni aspekt pii pouziti biouhlu, jako sorbentu pro vychytavani 1é¢iv z pudy je fakt,
ze sorpce 1€¢iv na biouhel mize prodluzovat polocas rozpadu 1éCiv. Ac se tedy S pouzitim biouhlu
zmirni ptijem 1éCiv zizalami, miize se zvysit perzistence (polocas rozpadu) 1é¢iv v pudé.

Z pohledu ¢asového hlediska je piijem 1éCiv zizalami nejvétsi po prvnim dni a s ¢asovym
narGstem se ptijem 1éCiv snizuje. Tato Casova zavislost se prokazala u vétSiny léciv, vyjimku
tvofi naptiklad naproxen nebo chlortetrycyklin. Jeden z divodu, pro¢ je nejvétsi piijem 1é¢iv
Zizalami v prvni dnu a potom pifjem kles, je mozna metabolizace pfijatych 1é¢iv. Zizaly mohou
1é¢iva metabolizovat na jiné aktivni latky, které maji jinou strukturu a neni mozné je detekovat
jako plvodni léCiva, kterd se vyskytovala v piidé. BohuZel nebylo mozné studovat vyskyt
metabolit 1éCiv, jelikoz je k tomu potieba vysokorozliSovaci technika HR-MS (high resolution
mass spectrometry) a potiebny software pro vyhodnoceni struktur latek, které vznikly
metabolizaci 1é¢iv Zizalami.

Dalsi mozny davod, pro¢ je obsah 1é¢iv v zizalach nejvétsi po jednom dni je, ze byly zZizaly
ponechany pied zahajenim experimentu a umisténim do pady s 1é¢ivy 1 den na depuraci, kdy jim
nebyla podavana zadna potrava (jak je bézné u ekotoxikologickych testl). Pokud by zizaly
ptijimaly 1é¢iva podobnym zpisobem, jako Zziviny z potravy, piijaly by jich tedy prvni den
nejvice, protoze byly pied experimenty depurovany (1 den) a az jim byla poskytnula potrava,
tak si ziviny rychle doplnily a tim pfijaly i 1éCiva z pudy.
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S postupem ¢asu mize také dochazet k degradaci, anebo premén¢ 1é¢iv pritomnych v pade
vlivem aktualniho piidniho prostiedi, a tim se také snizuje jejich koncentrace. Na degradaci 1éCiv
ma vliv zejména obsah organického uhliku, mikrobialni aktivita [151], typ ptdy a vlastnosti
samotného 1éciva. Osud a degradaci 1éCivych latek vyznamné ovliviiuji sorpéni vlastnosti pudy.
Bylo dokéazéano, ze néktera 1é¢iva (naptiklad naproxen) maji polo¢as rozpadu v pudé nékolik
jednotek dnti, oproti tomu tetracyklinova antibiotika maji pomaly rozklad (31,5-43,3 dnu [163],
zalezi ovsem na parametrech puidy). Dalsi vliv ma také obsah a schopnost zadrzovani vody, ktera
jednak ovliviiuje mikrobidlni aktivitu, ale také sorpéni schopnosti pidy [164].

63



vrw

Koncentrace [ng 1é¢iv/g ZiZaty]|

20,000

15,000

10,000

5,000

u 1. den 10 000 ng
m7.den10000ng+2% B

Acetobutolol
Nadolol

Beta-blokéatory

Ciprofloxacin

1.den10000ng+2% B
14. den 10 000 ng

Enrofloxacin

m 3. den 10 000 ng

Moxifloxacin
Norfloxacin

Chinolony a fluorochinolony

m14.den10000ng+2% B

Ofloxacin

m3.den10000ng+2% B
m 21. den 10 000 ng

Pefloxacin

Azithromycin

m7.den 10 000 ng

m21.den10000ng+2% B

——
—

Clarithromycin
Erythromycin |

Makrolidova antibiotika

Roxithromycin

Nazev analytu a skupina léc¢iv

64




1

g ZiZany

7w

Koncentrace [ng 1é¢iv/

40,000

35,000

30,000

25,000

20,000

15,000

10,000

5,000

1. den 10 000 ng
m7.den10000ng+2%B

Ibuprofen
Ketoprofen
Meloxicam

Kyselina salicylova

Nesteroidni protizanétliva 1é¢iva

Naproxen

1.den 10000 ng +2 % B
14. den 10 000 ng

Sulfacetamid

Sulfadiazin §

m 3. den 10 000 ng
®14.den10000Nng+2% B

- — |
@ c c S
£ N N N
x © © «©
o e < x
= [«5] = o
= E <) <
2 3 = ]
e Y= (] E
kS > = 3
(3] n =] i
Y= wn =
=] a
(2]

Sulfonamidy

m3.den10000ng+2%B
m 21. den 10 000 ng

Sulfapyridin [

Sulfathiazol

Trimethoprim

Doxycykline

m 7. den 10 000 ng
m21.den 10000 ng+2 % B

Chlortetracyklin
Oxytetracyklin
Tetracyklin

Tetracykliny

Néazev analytu a skupina lé¢iv

65



v rw

4.6 Ekotoxikologie vlivu 1é¢iv na Zizaly hnojni

Po 21 dnech expozice zizal hnojnich plidé kontaminované 1écivy, byla stanovena mortalita
a relevantni tibytek hmotnosti zizal. Vzhledem k mortalit¢ nebyl prokazan statisticky vyznam
vlivu 1é¢iv na mortalitu zizal, kdy v provedenych experimentech byla mortalita zizal nulova.
Ekotoxikologicka data hmotnostniho ubytku byla vynesena do grafu (viz Obrézek 22). Podle jiz
zminéného grafu nebyl nalezen vyznamny vliv koncentrace 1€¢iv na hmotnostni zménu zizal
hnojnich. Jedna se o pfedbézné vysledky, vzhledem k niz§imu pocétu opakovani, neZ je bézné
u ekotoxikologického testovani.
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Obréazek 22: Graf hmotnostniho ubytku biomasy Zizal hnojnich v piiddch kontaminovanymi lécivy
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5 ZAVER

Obsahem této bakalatské prace byla problematika spojena s vyskytem 1é¢iv v zivotnim prostiedi
asnim spojena rizika jako je potencialni prenos aktivnich farmakologickych latek napftic
zivocisnych systémem pomoci zizal, u kterych bylo hlavnim ucelem zjistit mozny piijem IéCiv
z kontaminované pudy.

Pro u¢innou extrakci 31 1éCiv z zizal byla nejprve optimalizovdna metoda QUEChERS.
Vysledna optimalizovana metoda byla nasledné¢ validovana, byly stanoveny LoD, LoQ a RR
pti Ctyfech riiznych koncentracich. Za ucelem zjisténi piijmu 1é¢iv zizalami byly provedeny dva
experimenty s zizalami hnojnimi a ptidou kontaminovanou 31 1é¢ivy. U prvniho experimentu
byl zkouman vliv koncentrace 1é¢iv v pidé. Druhy experiment byl zaméfen na vliv biouhlu
a ¢asovou zavislost mnozstvi piijatych lé¢iv zizalami.

Vzorky zizal byly vzdy analyzovany pomoci UHPLC-ESI-TQ pomoci jiz optimalizované
metody.

U prvniho experimentu bylo zjisténo, Ze s nartstajici koncentraci 1é¢iv v pide se zvazuje
i jejich piijem zizalami. U velmi malych koncentraci jako je 100 ng 1é¢iv/g pudy dochazi
k pomérné malému piijmu oproti tomu u vysokych koncentraci je piijem znateln¢ vyssi. Vyse
ptijmu zalezi i na povaze l1éCiva, ne u vSech 1€Civ je zavislost piijmu 1é¢iv zizalami ptimo tmeérna
rostouci koncentraci. To mtize byt zpusobeno odlisnymi fyzikalné chemickymi vlastnostmi nebo
odliSnou degradaci a distribuci 1é¢iv v ptid€. Bylo také ucelem zjistit, na ¢em zavisi piijem 1é€iv
Zizalami. Zde se neprokazala piedpokladana korelace s molekulovou hmotnostni
ani s rozdélovacim koeficientem P. Celkové Ize ovSem fict, ze zizaly pfijimaly vice negativné
nabita 1é¢iva pii pH pudy vyuzité na experimenty oproti t€m pozitivné, respektive neutralné
nabitym.

Druhy experiment ukazal, Ze biouhel méa signifikantni vliv na ptijem 1€¢iv zizalami. Biouhel
vaze 1éciva na sviij povrch a tim snizuje dostupnou frakci 1€¢iv pro piijem zizalami, a proto
je piijem 1é¢iv Zizalami men$i nez v porovnani s piijmem 1é¢iv v pudé bez biouhlu se stejnou
koncentraci 1éCiv. Z pohledu casové zavislosti se pfijem 1éCiv zizalami postupem casu snizuje.
V prvnim dnu byla koncentrace 1éCiv v zizalach nejvétsi a s narGstajicim ¢asem klesala. Jedno
z vysvétleni, pro¢ tomu tak je, miize byt metabolizace 1é¢iv zizalami, kde zizaly mohou
metabolizovat 1é¢iva na jiné aktivni latky, které nejsme schopni detekovat, jelikoz
nevime, na jaké latky jsou lé¢iva pfimo metabolizovana.

Ptijem léCiv Zizalami je pomérné¢ malo prozkoumana oblast. V budoucnu se Ize zaméfit
na mnoho aspekti, které mohou ovliviiovat ptijem lé¢iv zizalami, jako je obsah organické hmoty,
typ a druh pudy, velikost ¢astic v ptidé, piitomnost jinych kontaminant nebo naptiklad zptisob
krmeni. Lze se také zamé&fit na konkrétni jednotlivou strukturu 1é¢iv a na zjisténi moznych
metabolitl 1é¢iv, které mohou vznikat béhem Zivota ZiZzal v ptid¢ s 1é¢ivy. Déle by se dalo zaméfit
také na to, jakym zptsobem zizaly 1é¢iva piijimaji, zda se 1é¢iva sorbuji na pokozku zizal nebo
prostupuji pres jejich pokozku ¢i jsou ptijimana podobnym zpiisobem jako Ziviny z potravy.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

WHO
QUEChERS

INN

ATB
DDD
dSPME

dSPE

SPE

PSA

GCB

EDTA

PCB

PBT

PBDE
LC-MS/MS
GC-MS/MS
GC-HRMS

CAD
ELSD

APCI
APPI
APLI

EM

FC

QQQ, QaQ
IT

LoQ

LoD

Svétova zdravotnickd organizace (World Health Organization)

Rychlé, jednoduché, levné, efektivni, robustni a bezpecné (anglicky Quick,
Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe)

Mezinarodni nechranéni nazev (anglicky International Nonproprietary
Name)

Antibiotika
Definovana denni davka

disperzni mikroextrakce na tuhou fazi (anglicky Dispersive solid phase
microextraction)

Disperzni extrakce na tuhou fazi (anglicky Dispersive solid phase
extraction)

Extrakce na tuhou fazi (anglicky Solid phase extraction)

Priméarni sekundarni amin

Grafitizovany uhlik (anglicky Graphitized carbon black)

Kyselina ethylendiamintetraoctova

Polychlirivané bifenyly

Perzistentni, bioakumulativni a toxické latky

Polybromované difenylethery

Kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii
Plynova chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii

Plynova chromatografie s tandemovou vysokorozliSovaci hmotnostni
spektrometrii (anglicky Gas chromatography — high resolution mass
spectrometry)

Nabojovy aerosolovy detektor (anglicky Charge aerosol detector)

Detektor s odpafovacim rozptylem svétla (anglicky Evaporative light
scattering detector)

Chemicka ionizace za atmosférického tlaku (anflicky Atmospheric
pressure chemical ionization)

Fotoionizace za atmosferického tlaku (anflicky Atmospheric pressure
photoionization)

lonizace laserem za atmosférického tlaku (anglicky Atmospheric pressure
laser ionization)

Elektronasobi¢ (anglicky Electron multipler)

Faradayovy nélevky (anglicky Faraday cup)

Trojity kvadrupdl

lontova past (anflicky lon trap)

Limit kvantifikace (anglicky Limit of quantification)

Limit detekce (anglicky Limit of detection)
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HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie

UHPLC Ultra-vysokot¢inna kapalinova chromatografie (anglicky Ultra high
performance liquid chromatography)

N.D. Neni stanoveno (anglicky Not determined)

MWHC Maximalni vodni sorp¢ni kapacita (anglicky Maximum water-holding
capacity)
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8 SEZNAM PRILOH

Tabulka 16. Parametry pouzité pidy I

Parametry pudy
Vodny vyluh
pH Vodivost [mS/cm] Organicka hmota [%] Organicky uhlik [%0] MHWC [%]
6,47 0,287 5,12 2,98 44,0
Tabulka 17 Parametry pouzité pidy IT
Parametry pidy
Vodny vyluh
Celkovy Celkovy fosfor Na K Ca Mg NH** NO3z PO*
dusik [%] [mg/kg] [mg/kg] | [mg/kg] | [mg/kg] | [mg/kg] | [mg/kg] | [mg/kg] | [mg/kg]
12,80 46,69 44,96 135,83 | 388,24 57,13 6,77 188,95 | 194,21
Kyselinovy vyluh
Celkovy Celkovy fosfor Na K Ca Mg NH** NOs PO*
dusik [%] [mg/kg] [mg/kg] | [mg/kg] | [mg/kg] | [mg/kg] | [mg/kg] | [mg/kg] | [mg/kg]
- 2822,40 87,08 1594,18 | 388,24 | 1594,18 | 89,57 - 1972,79

Tabulka 18: Vlastnosti biouhlu [165]

Parametry biouhlu
Obsah susiny [%] 65-75
BET [m?/g] 289
Ashssoec [%] 11,7
Celkovy dusik [g/kg] 13,2
Celkovy uhlik [g/kg] 866
Organicky uhlik [g/kg] 74
P [a/kg] 6,2
K [o/kg] 24,4
Ca [g/kg] 8,1
Mg [g/kg] 6,7
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Tabulka 19: Vyteznost riiznych rozpoustédel (smési rozpoustédel) pri optimalizaci extrakce

Skupina léciv Néazev analytu Smeés [%] MeOH [%] ACN [%] EA [%]
Acetobutolol 79+12 94+5 92+4 126 + 36
Beta-blokatory
Nadolol 82+2 73,4+0,8 69,9+0,2 12+10
Ciprofloxacin 45+ 2 61,0+0,5 20,0+ 1,6 13,36 + 0,11
Enrofloxacin 63,12 £ 0,11 69,8 £0,5 59,0+ 0,6 34+5
. Moxifloxacin 56+3 68,5+0,2 375 27+4
Chinolony a -
fluorochinolony Norfloxacin 38,2+ 0,3 59,4 +0,3 164+19 9,8+0,8
Ofloxacin 51,8+15 64,16 + 1,13 36,6 +0,2 0,8+0,9
Pefloxacin 56+4 69+5 40,880+ 0,113 | 25,36+0,11
Azithromycin 90,1+0,7 212+ 194 88,0+1,6 288
. o Clarithromycin 83+4 915 908 159 £ 48
Makrolidova antibiotika -
Erythromycin N.D. 104,56 + 1,02 777+12 159+ 35
Roxithromycin 99+4 885 1058 160 + 48
Ibuprofen N.D. 707 1055 7+10
Kyselina salicylova 128+ 4 102,2+19 114 +5 26+ 16
NeSterOid”"lﬁé’ré‘i’gjé“émé Ketoprofen 95 +3 86,5+ 1,2 841+172 28+6
Meloxicam 93+4 8514 93+3 15+£2
Naproxen 94 +7 81,1+14 874 22+3
Sulfacetamid 81,7+0,3 75+2 72+3 53+35
Sulfamethoxypyridazin 87,7+23 810 96 + 17 140 £ 35
Sulfadiazin 89,4+1,7 78,0+0,8 86+8 112 £ 45
Sulfadimethoxin 93,2+0,6 84+2 90,64 + 1,02 112+ 20
Sulfamerazin 93+4 82,9+0,2 82+ 25 147 £ 39
Sulfonamidy Sulfamethazin 99,60 + 1,02 86+ 4 760 5+7
Sulfamethoxazol 92,9+0,3 79,4 0,7 82+ 13 123+ 10
Sulfapyridin 93,8+4,3 659+1,6 92+5 160 + 46
Sulfathiazol 75655 79+3 85+3 65+ 2
Trimethoprim 55,5+45 86 + 2 95+3 144 + 31
Doxycykline N.D. N.D. N.D. N.D.
) Chlortetracyklin N.D. N.D. N.D. N.D.
Tetracykliny -
Oxytetracyklin 7,600+0,113 | 41,8+0,7 N.D. 252+1,5
Tetracyklin 48,9+0,3 N.D. N.D. N.D.
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Tabulka 20: Vyteznost rizného sloZeni vodné faze pri optimalizaci extrakce

Skupina lé¢iv Nazev analytu MQ voda [%6] pH 2,6 [%0] pH 4 [%0] pH 6 [%0] pH 7 [%0] pH 8 [%0]
) Acetobutolol 86,2+ 1,8 12421 +1,12 91+4 88,90+ 1,16 86,2+1,8 90,3+1,8
Beta-blokatory
Nadolol 865 1176+1,8 84+9 85,813 + 1,07 865 85+3
Ciprofloxacin 703 91+3 63,2+3 N.D. 61+15 N.D.
Enrofloxacin 77+2 103+4 707 90 +41 713+14 71+8
. Moxifloxacin 64+6 108+8 53 + 47 774 64+6 80+6
Chinolony a -
fluorochinolony Norfloxacin 67+2 105,1+0,7 67+6 70,720+ 0,3 67+2 70,3+04
Ofloxacin 115+4 1456+ 1,7 111+ 10 112+5 115+4 772+13
Pefloxacin 71,8+1,3 98,9+0,6 74+4 76,267 £ 0,9 71,8+1,3 77,7+0,6
Azithromycin 94 +11 139+4 141+ 30 62 + 26 94 +11 85+9
L Clarithromycin 85+4 101+1 737 79,307+ 1,6 70+3 726+14
Makrolidova antibiotika -
Erythromycin 55,3+ 0,6 100+ 3 802 803 772 80,0+1,8
Roxithromycin 79619 114+ 6 84+13 785 79619 81+3
Ibuprofen N.D. N.D. 838+18 68 + 59 0+0 34+7
Nesteroidni protizanétliva Kyselina salicylova 92+4 126 +2 80+14 87+5 92+4 86+3
1é¢iva Ketoprofen 82,1+£19 106,7 £ 1,8 89+9 80,8+1,8 821+19 85+ 2
Meloxicam 829+11 119+ 2 88+9 81,7+0,5 829+11 85+1
Naproxen 816 100+ 4 847 774 81+6 84+8
Sulfacetamid 725+0,8 98+3 66 £ 13 70,7 £1,1 725+0,8 77,01 £1,04
Sulfamethoxypyridazin 81+3 92,7+1,3 86+ 11 79,573 £1,09 81+3 805+14
Sulfadiazin 794 91,9+0,9 768 753+14 794 78,1+19
Sulfadimethoxin 81,8+0,9 101,1+0,9 81+9 85+3 81,8+0,9 85,5+0,9
Sulfamerazin 8314 102+5 79+10 82+3 83+4 84,3+1,8
Sulfonamidy Sulfamethazin 79+3 94+3 79+ 10 79+4 79+3 820+19
Sulfamethoxazol 82+3 93+3 88+8 79+3 82+3 78+1
Sulfapyridin 805 95+ 2 87+9 78+2 805 80,11+ 1,07
Sulfathiazol 7914 88,3+15 74+12 77,707+ 1,7 7914 80,0+1,9
Trimethoprim 87t4 115,89 + 1,07 97+3 885 87+4 94,6 +0,7
Doxycykline 713+14 743+15 66+6 7231 62,5+0,7 65,0+15
. Chlortetracyklin 61+ 15 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Tetracykliny -
Oxytetracyklin 69+ 4 98+ 3 72+6 74 +2 69+4 709+14
Tetracyklin 117+ 14 112+3 73+5 67+6 117+ 14 50 + 28
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Tabulka 21: Vyteznost riznych navizek EDTA pri optimalizaci extrakce

Skupina 1&gy A 0 mg EDTA 10 mg EDTA | 20mg EDTA | 30 mg EDTA
[%0] [%0] [%0] [%0]
Acetobutolol 1405 8816 83,7+0,3 86,4 +1,7
Beta-blokatory
Nadolol 135+ 4 100+ 24 81,8+1,8 794+04
Ciprofloxacin 114 +7 708 74+7 66,1+1,2
Enrofloxacin 120+ 31 80+ 10 765+19 795+£0,3
Chinolony a Moxifloxacin 1309 71,1x14 77£5 79+3
fluorochinolony Norfloxacin 125413 73%5 70,7+13 71+6
Ofloxacin 169 + 36 110+ 20 95+7 108 £ 3
Pefloxacin 117 +£2 78 +2 72,69 +£1,07 733
Azithromycin 138+ 4 833 84+3 822+19
. o Clarithromycin 137+£3 84+1 85+3 83,9+£0,7
Makrolidovéa antibiotika -
Erythromycin 25+3 43 +11 41,49 +1,18 49+6
Roxithromycin 136 +5 903 87,84+ 1,28 85,3+0,6
Ibuprofen 49+ 20 36+6 44 +10 51+ 45
Kyselina salicylova 153 +24 112+ 11 100,8+1,3 98,3+1,6
N"Stemidrllé gv‘:iz‘é‘néﬂ”é Ketoprofen 137+3 87 + 4 89+ 3 82+3
Meloxicam 144,91 £ 1,07 78+2 81+3 78,5 10,8
Naproxen 138 + 16 70+6 81+11 735
Sulfacetamid 1252 +0,7 72+2 71+4 72+8
Sulfamethoxypyridazin 136 £9 807 80,9+0,8 8315
Sulfadiazin 111,7+0,6 739+0,7 75,15 £ 1,07 778+1,3
Sulfadimethoxin 131+ 26 888 852+17 80,48 + 0,96
Sulfamerazin 134,9+0,8 86+6 82,6+0,6 81,6 +0,16
Sulfonamidy Sulfamethazin 113+38 82+6 79,2 £0,4 79,3+0,8
Sulfamethoxazol 115+ 23 7715 e 79,2+0,16
Sulfapyridin 130 £ 22 810+14 790+£15 77,3+£0,9
Sulfathiazol 127,2+0,6 839 786+04 79+3
Trimethoprim 138+ 6 90+11 87+5 84+4
Doxycykline 12142 100,3+0,8 80 + 16 75+3
. Chlortetracyklin 88 + 17 74+11 70+3 72,1+0,6
Tetracykliny -
Oxytetracyklin 117+ 2 73+5 78 +13 752+18
Tetracyklin 107+ 11 805 75+4 75+4
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Tabulka 22: Vytéznost riiznych zpiisobii precisténi pii optimalizaci extrakce

Skupina 16kiv Nazev analytu OmgCi8[%] | 125mgC18[%] | 20mgC18[%] | 30mgC18[%] | 40mgcC18[%] Ag';fj/:]t A Thirirt"[‘(’;'iher Zm['ozz]e”o
Beta-blokatory Acetobutolol 118,7+1,8 104,1+15 86,0+1,9 97,3+1,3 90 +4 88,64+1,6 108 + 7 87+4
Nadolol 98+2 994+1,6 805+1,4 73,9+0,7 854+20 86,8+ 0,6 117+7 79,0+ 0,5
Ciprofloxacin 95,0+1,6 98+2 815+1,3 67,3+0,8 87+2 81,1+2,0 104,6 £ 0,4 61,12 + 0,64
Enrofloxacin 102,1+0,9 96,9+1,8 87,1+1,8 73,1+13 87+2 57 +49 100+ 8 117,3+0,6
Chinolony a Moxifloxacin 68 +4 90+2 89+5 126+ 4 912+18 85,0+0,7 128 + 8 208 + 10
fluorochinolony Norfloxacin 110,115 99,3+ 0,4 89,8 +0,3 84,3+0,6 87+3 791+13 116 +2 81+2
Ofloxacin 97+3 99,1+17 785+15 63,003 73£4 79,3+0,8 111+ 4 60,9+ 1,8
Pefloxacin 136,71,4 99,2+0,6 82,187 + 1,007 695+1,2 90,9+0,1 83,2+0,4 109+ 6 718+1,6
Azithromycin N.D. 106 + 2 79,1+0,8 96,7 +1,3 105+1 89,4+13 109 + 5 182 +6
Makrolidova Clarithromycin 96 2 1025 74+ 4 725+12 8714 84 +3 111+3 60,2 +0,8
antibiotika Erythromycin 0+0 78+ 4 N.D. 51+3 N.D. N.D. N.D. 73,81 +0,18
Roxithromycin 118,4+0,3 97,5+05 80+4 70,8+0,3 88,0+1,.2 84+3 124 + 6 59,0 + 0,3
Ibuprofen 104 + 30 100 + 4 95+5 76£6 85+8 6+10 84 + 12 57+7
Nesteroidni Kyselina salicylova 99+5 95+4 90+4 85,41 +1,04 90,1+0,8 75,1+1,8 118 + 3 69,8+1,8
protizanétliva 1é¢iva Ketoprofen 87+3 99,1+13 81+3 69 +2 87+3 81,8+13 117 +8 847+18
Meloxicam 90+2 107 +3 80,9+17 722+09 91+0 834+18 1154 +1,9 61,4+15
Naproxen 100 + 15 1105 72+9 802 96+ 3 85+4 110+3+5 69 +3
Sulfacetamid 72,5+0,8 98+ 3 66 + 13 70,7+1,1 725+0,8 77,01 + 1,04 118+5 70+2
Sulfamethoxypyridazin 81£3 92,7+13 86 + 11 79,6 1,1 813 80,5+14 108 +5 80,1+14
Sulfadiazin 79+4 91,9+0,9 76+8 753+ 1,4 79+4 78,1+19 106 +5 75+3
Sulfadimethoxin 81,8+0,9 101,1+0,9 81+9 85+ 3 81,8+0,9 855+0,9 99 + 4 63+3
Sulfamerazin 83+4 102 +5 79+ 10 82+3 83+4 84,3+18 99+ 6 66 * 3
Sulfonamidy Sulfamethazin 79+3 94+3 79 + 10 79+ 4 79+3 82,0+ 1,9 107 +8 80 +3
Sulfamethoxazol 82+3 93+3 88 +8 79+3 82+3 78+1 112+5 72,0+15
Sulfapyridin 80£5 95+ 2 87+9 78+ 2 805 80+1 113+7 66,7 +1,4
Sulfathiazol 79+4 88,3+ 1,5 74412 77,707 + 1,7 79+4 80,0+1,9 111+ 3 68 +1
Trimethoprim 87+4 115,89 + 1,07 97 +3 88+5 87+4 94,6 +0,7 113+ 8 741+19
Doxycykline 71,314 743+15 66 + 6 72,3+ 1 62,5+ 0,7 65,0+ 1,5 912 538+1,1
. Chlortetracyklin 61 + 15 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 133+ 14 120 + 3
Tetracykliny -
Oxytetracyklin 69+ 4 98+ 3 72+6 74,400 + 2 69+4 70,9 + 1,4 137+ 9 75+2
Tetracyklin 117 + 14 112 3 73+5 67+ 6 117+ 14 50 + 28 105+ 7 N.D.
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Tabulka 23: Koncentrace léciv v Zizalach v pudé s riiznou koncentraci léciv

100 500 750 1000 2000 5000 10 000 20 000
Skupina 1é¢iv Nézev analytu ng léciv/g pidy | ng léciv/g pudy | ng léciv/g pidy | ng léciv/g pidy | ng 1éciv/g pudy ng léciv/g pudy ng léciv/g piidy | ng léciv/g pudy
[ng 1é¢iv/g Zizaly] | [ng 1é&iv/g Zizaly] | [ng 1é¢iv/g Zizaly] | [ng 1é¢iv/g Zizaly] | [ng 1é¢iv/g Zizaly] [ng 1é¢iv/g Zizaly] [ng 16¢iv/g Zizaly] | [ng lé&iv/g Zizaly]
B bloké Acetobutolol 66 + 22 89+ 77 122 £ 104 104 + 51 242 £ 152 793 £ 294 1280 £ 195 1451 + 1064
eta-blokatory Nadolol N.D. 84 £ 135 604 + 809 388 + 723 106 + 175 155+ 109 97 £ 65 1027 £ 948
Ciprofloxacin 44 + 22 144 + 190 78+ 70 70+ 44 83+ 60 171+ 135 137 +£48 250 + 129
Enrofloxacin N.D. 117 = 207 17+£19 98 £ 125 84 109 + 100 217 + 147 304+ 75 2795 £ 3085
Chinolony a Moxifloxacin N.D. 48+ 0 N.D. 93171 143 + 137 788 + 147 4851 + 7013 6056 + 9444
fluorochinolony Norfloxacin N.D. 565 + 22 1415 + 37 144 + 71 11522 + 10684 10314 + 12267 71 95 427 = 281
Ofloxacin N.D. 400 = 144 44 + 38 570 * 386 120 + 83 2384 + 2575 163 + 56 972 + 1598
Pefloxacin N.D. 110+0 6348 + 729 14920 + 15524 N.D. N.D. 182 + 60 446 + 322
Azithromycin 199 + 64 193 + 167 422 + 668 339 £ 381 339 £ 151 314 £ 376 4176 10956 115+ 127
Makrolidova Clarithromycin 56 £ 12 52+ 44 91+77 88 + 107 131 +£122 383 £ 309 619 £ 552 1824 + 1628
antibiotika Erythromycin N.D. 3191 + 3056 1515 + 1901 2051 + 3242 959 + 1687 2871 + 3322 4690 + 4944 7020 + 7436
Roxithromycin N.D. 89 + 62 112 £ 77 80 + 35 309 + 368 592 +232 2000 + 3842 931 + 336
Ibuprofen N.D. N.D. N.D. N.D. 300 317 £189 4175+ 7729 4579 + 6466
L. Kyselina salicylova N.D. 86 + 60 44 + 32 85+51 94 £ 54 130 + 127 646 + 148 1567 + 1814
pmti';':;glrf’v'grl‘ééiva Ketoprofen N.D. 240 = 206 480 = 706 107+ 73 88+ 82 909 + 904 507 + 229 2000 + 1422
Meloxicam N.D. 17+14 16+ 11 55+ 44 47+ 30 256 +142 655 +310 9737 £ 13020
Naproxen N.D. 124 + 132 621+ 988 63 £ 45 377 £ 308 2042 £ 1263 4668 = 4700 10163 + 14481
Sulfacetamid 47+ 6 647 + 576 139 £ 64 148 + 119 105+ 72 351 + 487 637 £614 1100 £794
Sulfamethoxypyridazine N.D. 209 £ 277 41 £ 27 200 £ 236 174+ 94 1108 + 906 1570 £517 1116 + +1381
Sulfadiazin N.D. N.D. 40 £ 38 2264 £ 1735 3096 + 4123 3493 + 3444 692 £830 1188 + 881
Sulfadimethoxine 149 + 76 422 + 464 1142 £ 1278 286 + 88 200 £102 866 + 710 1875 £807 871 £ 636
Sulf id Sulfamerazin N.D. 6512 + 20411 26 + 22 5258 + 14521 96 + 54 2252 + 6736 4734 + 12768 834 £573
ultonamidy Sulfamethazin 7516 82+ 64 28 % 26 39£22 83+ 38 244 + 108 427 + 264 666 + 343
Sulfamethoxazol 10 £ 25 31+20 15+ 15 35+25 88 + 63 213 + 135 1338 + 1085 10378 + 15384
Sulfapyridin 127 £ 65 804 +0 287 + 469 1208 + 1759 2144 + 3392 1724 + 2229 822 +690 839 + 868
Sulfathiazol N.D. N.D. N.D. 115+ 8 57+0 313 + 193 341 +320 659 + 309
Trimethoprim N.D. 5281 + 8485 107 £ 114 4092 £8200 2126 + 5699 498 + 242 317 £177 868 + 325
Doxycykline N.D. 7532 £ 25394 179 £ 98 9260 + 22487 303 £ 154 3680 £ 9792 7706 £ 20318 4186 + 7616
Tetracykliny Chlortetracyk!in N.D. 1036 + 1207 625 + 750 956 + 1188 1214 + 2388 6732 £ 14610 481 + 359 562 +382
Oxytetracyklin N.D. 192 + 182 108 £ 89 150 £ 90 677 £ 1059 1180 + 1758 299 + 357 520 + 532
Tetracyklin N.D. 10432 + 14775 | 8194 + 13832 240 + 64 269 + 142 11263 + 28459 127 £ 35 516 + 498
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Tabulka 24: Koncentrace léciv v Zizalach v pudé s 10 000 ng léciv/g piidy bez biouhlu v case

Skupina léciv Analyt 1. den [ng 1€Civ/g ZiZaly] | 3.den [ng 1é€iv/g ZiZaly] [ 7. den [ng 1éCiv/g ZiZaly] [ 14. den [ng 1é€iv/g ZiZaly] | 21. den [ng 1€Civ/g ZiZaly]
Beta-blokatory Acetobutolol 2427 + 640 1603 + 1132 1653 + 728 1000 + 474 N.D.
Nadolol 9125 + 3782 4218 + 3344 2082 +1173 440 + 439 39+7
Ciprofloxacin 488 + 340 306 + 205 151 +98 191 + 96 149 + 52
Enrofloxacin 7330 + 6161 15527 + 0 698 +469 221 +131 304 £75
Chinolony a Moxifloxacin 1854 + 869 999 + 872 1100 + 589 447 + 293 911 * 449
fluorochinolony Norfloxacin 559 + 284 380 + 250 928 + 1523 168 £ 110 48 £79
Ofloxacin 552 + 231 403 + 322 433 + 268 174+ 114 163 + 56
Pefloxacin 739 + 237 375+ 278 317 +149 200+ 110 182 + 60
Azithromycin 2277 + 1910 872 + 748 214 + 148 190 £ 171 6499 + 13859
Makrolidova Clarithromycin 564 + 257 443 + 386 389 + 235 916 + 631 632 + 659
antibiotika Erythromycin 681 + 306 600 + 383 449 + 269 5563 + 5466 2304 + 1993
Roxithromycin 1948 + 474 1017 + 757 1005 + 469 1194 + 1230 2240 + 4565
Ibuprofen 8284 + 5816 5279 + 35513 10018 + 11819 2106 + 2008 6390 + 9389
Nesteroidni Ketoprofen 2064 + 1493 343 + 490 1999 + 1500 819 + 485 511 + 228
protizanétliva Kyselina salicylova 95 + 34 52 + 30 N.D. N.D. N.D.
1é¢iva Meloxicam 7326 + 2660 1809 + 1414 3449 +1659 1580 + 886 787 +241
Naproxen 13211 +7128 20204 + 18864 13802 + 10074 16220 + 13468 6352 + 4436
Sulfacetamid 93 + 46 83+ 71 N.D. N.D. 49+0
Sulfamethoxypyridazine 5481 + 30111 1631+ 1197 3620 +1760 1694 + 702 1570v 517
Sulfadiazin 703 + 702 342 + 659 334 + 149 469 +0 442 + 827
Sulfadimethoxine 2770 + 1834 618 + 554 1945 + 1060 1149 + 704 2054 + 644
Sulfonamidy Sulfamerazi_n 2779 + 1665 682 + 630 1553 + 1050 494 + 234 479 + 265
Sulfamethazin 1966 + 1142 489 + 442 1135v 637 549 + 258 535 + 226
Sulfamethoxazol 3806 + 2621 1419 + 1283 4105 + 1878 1659 + 1114 1775+ 938
Sulfapyridin 3028 + 2073 1311 + 1306 294 + 160 578 + 357 868 + 723
Sulfathiazol 1918 + 1193 648 + 513 482 + 281 59 + 41 164 + 52
Trimethoprim 779 + 392 684 + 498 317 +201 221 + 225 317 + 177
Doxycykline 1744 + 493 1171 + 832 1020 + 448 724 +0 127 + 229
Tetracykliny Chlortetracyklin 7823 + 4818 12330 + 10676 3519 + 1373 48 + 36 208 + 42
Oxytetracyklin 470 + 349 327 + 223 229 + 146 223 +116 138 £ 45
Tetracyklin 465 + 214 413 515 680+ 9 152 + 67 N.D.
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Tabulka 25:Koncentrace léciv v zizaldch v piidé s 10 000 ng léciv/g pudy s biouhlem v ¢ase

Skupina lé¢iv Analyt 1. den [ng lééiv/g Zizaly] | 3. den [ng lééiv/g Zizaly] | 7. den [ng lééiv/g Zizaly] | 14. den [ng lééiv/g Zizaly] | 21. den [ng lééiv/g iiialx]
Beta-blokatory Acetobutolol 2033 + 10561 1638 + 885 1037 + 563 1309 + 400 103+ 0
Nadolol 6476 + 2899 3985 + 2224 1234 + 684 976 + 906 428 + 125
ciprofloxacin 281 + 40 338 + 204 171 + 102 296v 191 162 + 70
enrofloxacin 154 + 217 N.D. 52330 334 +£148 417 £ 134
Chinolony a Moxifloxacin 1188 + 764 883 + 483 889 + 425 942 + 481 821 + 446
fluorochinolony Norfloxacin 398 + 291 401 + 203 275+ 92 295 + 219 4154 + 3172
Ofloxacin 334 + 332 349 + 304 322 +190 329 + 208 944 + 67
Pefloxacin 563 + 316 358 + 227 273 + 145 300 + 187 129+ 71
Azithromycin 8886 +0 629 + 133 78 + 43 533 + 543 380+ 176
Makrolidova Clarithromycin 295 + 298 379 + 347 307 + 195 1293 + 809 462 + 466
antibiotika Erythromycin 677 + 340 569 + 251 290 + 141 6365 + 5993 2382 + 6017
Roxithromycin 917 £ 708 1147 + 814 1264 + 369 1712 + 1292 784 + 1359
Ibuprofen 5542 + 5921 4468 + 2555 1305 + 619 1542 + 1018 5825 + 18288
Nesteroidni Ketoprofen 576 + 394 602 + 586 401 + 284 630 £+ 278 3186 + 443
protizanétliva Kyselina salicylova 113 + 39 N.D. 405+ 0 N.D. 1441+ 0
1é¢iva Meloxicam 3912 + 18445 3900 + 2927 2330 + 1302 1324 + 582 777 + 674
Naproxen 6308 + 4099 20328 + 10004 5164 + 5334 5906 + 5395 2718 £ 6157
Sulfacetamid 48 + 26 59 + 44 N.D. N.D. 270
Sulfamethoxypyridazine 2302 + 1138 1679 + 741 1361 £601 1486 + 1279 1774 £ 672
Sulfadiazin 490 £ 755 99 + 107 169 + 31 167 + 76 409 £ 709
Sulfadimethoxine 1112 + 703 784 + 387 889 + 251 996 + 919 995 + 916
Sulfonamidy Sulfamerazip 765 + 605 592 + 324 560 + 363 373 + 437 1005 + 296
Sulfamethazin 832 + 488 483 + 202 487 + 235 428 + 374 540 + 271
Sulfamethoxazol 1111+ 918 1313 £ 964 1793 £1218 2584 + 2656 1303 £ 1354
Sulfapyridin 1087 + 942 1206 + 1395 115 + 63 N.D. 1169 + 540
Sulfathiazol 622 + 422 490 + 395 250 + 167 37+ 17 492 + 57
Trimethoprim 757 £ 536 769 + 647 381 + 235 550 + 372 304 £ 181
Doxycykline 904 + 548 1470 +1058 1009 + 616 2147 £ 1144 738 £ + 1650
Tetracykliny Chlortetracyklin 5413 + 2549 14785 + 8440 3921 + 1679 173 + 157 2728 + 109
Oxytetracyklin 274 + 343 328 + 205 280 + 156 388 + 234 123 +94
Tetracyklin 418 + 439 494 + 311 1475 + 1430 409 + 197 149+ 0
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