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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra Analytické chemie

Kandidat: Jitka Kydlickova

Skolitel: PharmDr. Lucie Chocholou$ova Havlikova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Stanoveni vybranych antikokcidik v kufecim mase metodami

QuEChERS a HPLC

Tato diplomova préce je zamérena na vyvoj metody pro stanoveni 5 vybranych
antikokcidik — flubendazolu, robenidinu, diclazurilu, toltrazurilu a lasalocidu A v kurecim

mase modifikovanou metodou QUEChERS ve spojeni s HPLC a UV detekci.

Tato prace se zabyva optimalizaci chromatografickych podminek — vybérem
vhodné stacionarni a mobilni faze a vhodné vinové délky k UV detekci, dale optimalizaci
pfipravy vzorku pomoci modifikované metody QUEChERS. Zaroven byla na konci prace
metoda ¢aste¢né validovdana — byla zhodnocena opakovatelnost analyzy, pfesnost,

spravnost, linearita a dalsi parametry.

Pro separaci byla vybrana kolona Ascentis Express Phenyl Hexyl (4,6 x 100 mm,
2,7 um) a jako mobilni faze byla po sérii experimentl zvolena 0,1% kyselina mravenci o

pH 4 (pH upraveno triethylaminem) s acetonitrilem v poméru 50:50 (v/v).

Nakonec byl proveden test vhodnosti chromatografického systému (SST),
zahrnujici ndsledujici parametry: opakovatelnost analyzy (RSD u opakovatelnosti
retencnich c¢asll < 1%, u opakovatelnosti pro plochy pik( byla RSD v rozmezi od 0,23%
do 1,04%); rozliSeni (> 1,5); faktor symetrie (0,8 - 1,5) a ucinnost chromatografické
kolony pro jednotlivé analyty. Dale byla provedena ¢astecna validace metody, zahrnuijici
parametry: presnost (RSD v rozmezi 4,80 - 13,27%); spravnost (RSD v rozmezi 1,43% -
6,62%); linearitu (r? > 0,99) a detekéni a kvantitativni limity (LOQ = 50 — 400 pg/kg, LOD
= 15,15 - 121,21 ug/kg).

Klicova slova: flubendazol, robenidin, diclazuril, toltrazuril, lasalocid A, QUEChERS, HPLC,

antikokcidika
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ABSTRACT

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Analytical chemistry

Candidate: Jitka Kydli¢kova

Supervisor: PharmDr. Lucie ChocholouSova Havlikovd, Ph.D.

Title of Diploma Thesis: The determination of anticoccidials in chicken meat using

QUuEChERS and HPLC

This diploma thesis is focused on the development of modified QUEChERS
method in conjunction with HPLC and UV detection for the determination of five
selected anticoccidials - flubendazole, robenidine, diclazuril, toltrazuril and lasalocid A

in chicken meat.

This thesis deals with the optimization of chromatographic conditions - selection
of a suitable stationary and mobile phases, and a suitable wavelength for the UV
detection and also deals with optimization of sample preparation using the modified
QUEChERS method. At the end of the thesis the method has been partially validated -

repeatability, precision, accuracy, linearity, and other parameters were evaluated.

For the separation was chosen Ascentis Express Phenyl Hexyl column (4.6 x 100
mm, 2.7 micron), and as the mobile phase after a series of experiments was chosen 0.1%

formic acid pH 4 (pH adjusted with triethylamine) with acetonitrile (50:50, v/v).

Finally, the test of suitability of the chromatographic system (SST) was performed
and the following parameters were measured: repeatability of the analysis (RSD for
reproducibility of retention times of <1%, the repeatability of the peak areas was RSD
from 0.23% to 1.04%); resolution (> 1.5); symmetry factor (0.8 - 1.5) and the number of
the theoretical plate for each analyte. As a next step a partial validation of the method
has been done including: precision (RSD in the range of 4.80 -13.27%); accuracy (RSD in
the range of 1.43% - 6.62%); linearity (r?>> 0.99) and detection and quantification limits
(LOQ =50 to 400 pg/kg, LOD = 15.15 - 121.21 pg/kg).

Keywords: flubendazole, robenidine, diclazuril, toltrazuril lasalocid, QUEChERS, HPLC,

anticoccidals
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1. UVOD



Tato diplomova prace se zabyva stanovenim vybranych antikokcidik ve vzorku
kurecich prsou, a to metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie ve spojeni

s modifikovanou extrakéni metodou QUEChERS.

Antikokcidika jsou hojné vyuZivana k Iécbé i k profylaxi kufat, at uz ve formé
premixd Ci pfidavana do napdjeci vody. V této diplomové préci bylo k experimentu

vybrano 5 antikokcidik:

e Robenidin, jehoZ mechanismus ucinku sestdva ze dvou procesu, kazdy z nich
plsobi na jind vyvojova stadia kokcidii. Pasobi jak kokcidiostaticky tak

kokcidiocidné [1], [2].

e Llasalocid A (lasalocid), ktery plisobi kokcidiocidné na ¢asna nepohlavni stadia

kokcidii [1].

e Toltrazuril pGsobi kokcidiocidné na veskera stadia kokcidii, jak pohlavni tak

nepohlavni [2].

e Diclazuril pusobi degradacni zmény intracelularnich stadii — pfi pohlavnim i

nepohlavnim rozmnoZovani, ale presny mechanismus ucinku neni znam [3].

e Flubendazol zplsobuje inhibici energetického metabolismu inhibici syntézy

tubulinu [4].

Vzhledem k potencidlni nizké rezidualni koncentraci v biologickém vzorku je
nutné pouziti vysoce citlivych metod. Nami vyvinutd metoda umozriuje nejen citlivou
kvantitativni analyzu, ale byla vyvinuta pro stanoveni vétsiho poctu latek, které je mozno

analyzovat soucasné. V této praci se jedna o 5 vySe zminénych latek.



2. CiL A POPIS ZADANI PRACE
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Cilem této diplomové prace bylo vyvinout a validovat metodu pro stanoveni
vybranych antikokcidik v kufecim mase za pomoci metody QUEChERS a vysokoucinné

kapalinové chromatografie ve spojeni s UV detekci.

Nejprve bylo nutné nalézt vhodné podminky pro detekci a dale vybrat vhodné
chromatografické podminky zahrnujicich vhodnou stacionarni a mobilni fazi, vhodny

pratok, teplotu a ¢as analyzy.

Dale bylo nutné optimalizovat pfipravu vzorku pomoci metody QUEChERS a

nakonec zhodnotit nékteré parametry nutné k validaci metody.

11



3. TEORETICKA CAST
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3.1.  Strucnd charakteristika jednotlivych analyti

3.1.1. Robenidin

Robenidin, systematickym nazvem 1,2-bis[(E)-(4-
chlorophenyl)methylideneamino]guanidin, také oznacovany pod synonymy
khimkoktside nebo chimcoccide je syntetickym guanidinovym derivdtem, pouzivanym
nejcastéji k prevenci kokcididzy zplsobené predevsim parazitickymi prvoky z rodu
Eimeria, a to u drlbeZe, zejména u krocanll a domdcich kralika, ale i u ¢lovéka [1], [2],

[5].

3.1.1.1. Chemicka struktura, viastnosti latky

/A

W
N

—N
Sy
Ho M I
S
Y

B

Cl

Obrazek ¢. 1 - strukturni vzorec robenidinu

Robenidin je svétla az zlutd na svétle tmavnouci krystalicka latka. Dobfe se rozpousti
v dimethylformamidu, chloroformu i dimethylsulfoxidu, v methanolu a ethanolu je

rozpustny jen slabé, ve vodé je nerozpustny. Jeho krystaly taji pfi 289 — 290 °C [1].

3.1.1.2. Mechanismus ucinku a toxicita

Pro robenidin je charakteristicka interakce s energetickym metabolismem burky
kokcidii inhibici fosforylace dychaciho retézce. Robenidin puUsobi na pohlavni i
nepohlavni stadia kokcidii, a to jak kokcidiostatickym tak pozdéji i kokcidiocidnim

ucinkem [1], [2].
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Z hlediska bezpecnosti a toxicity latky jak pro ¢lovéka, tak pro exponovand zvifata
byl vyhodnocen jako bezpecné antikokcidikum, nicméné nesmi byt podavan nosnicim,

nebot i ve vejcich se mohou objevovat jeho stopy [1], [6].

3.1.2. Lasalocid A sodna sl

Lasalocid, systematickym nazvem  6-[(3R,4S,5S,7R)-7-[(2S,3S,5S)-5-ethyl-5-
[(2R,5R,6S)-5-ethyl-5-hydroxy-6-methyloxan-2-yl]-3-methyloxolan-2-yl]-4-hydroxy-3,5-
dimethyl-6-oxononyl]-2-hydroxy-3-methylbenzoat sodny wvznikl jako fermentacni
produkt Streptomyces lasaliensis a je nej¢astéji pouzivan jako antikokcidikum predevsim

u dribezZe a dobytka, kde byva také casto pridavan do krmiva [1], [2], [7], [8].

3.1.2.1. Chemicka struktura, vlastnosti latky

Obradzek ¢. 2 - strukturni vzorec lasalocidu A
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Lasalocid je svétle hnédda praskovita, dobfe se sypouci hrubozrnna latka, ktera taje
pfi 168 — 171 °C. Lasalocid je dobfe rozpustny v methanolu a ostatnich organickych

rozpoustédlech, ve vodé se rozpousti pouze slabé [1].

3.1.2.2. Mechanismus ucinku a toxicita

Vzhledem k dobré prichodnosti lasalocidu pres bunééné membrany dochdzi ke
strukturdlnim zménam u kokcidii, které vedou az k jejich destrukci. Nejvyssi ucinnost
lasalocid vykazuje u ¢asnych nepohlavnich vyvojovych stadii kokcidii rodu Eimeria, u 1.

generace trofozoitl a také u nedospélych schizontl [1], [2], [8].

Lasalocid by nemél byt podavan konim a konovitym, stejné tak ani nosnicim, a to

z dvodu hromadéni ve vejcich a jeho toxicity pro ¢lovéka [1], [6], [8].

3.1.3. Flubendazol

Flubendazol, systematickym nazvem methyl-N-[6-(4-fluorobenzoyl)-1H-
benzimidazol-2-yllkarbamat, oznacovany také pod synonymy flumoxan nebo flubenol,
je benzimidazol se Sirokym spektrem ucinku pouZivany proti infekcim zplUsobenych

nematody jak u ¢lovéka, tak i u zvifat, pfedevsim u prasat a drlbeze [2], [4], [9].

3.1.3.1. Chemicka struktura, viastnosti latky

o
/@/LL 2 H
F Lo,
o

Obrdzek ¢. 3 - strukturni vzorec flubendazolu

,
CHy
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Flubendazol je bild krystalickd Iatka tajici pfi teploté vyssi nez 260 °C [9], [10]. Je
nerozpustny ve vodé, alkoholu i anorganickych kyselindch. Slabé se rozpousti

v organickych kyselinach a organickych rozpoustédlech [11].

3.1.3.2. Mechanismus ucinku a toxicita

Flubendazol zpUsobuje inhibici energetického metabolismu parazitd. NaruSuje
metabolismus glukdzy inhibici syntézy tubulinu, ¢imz dochazi k energetické vyCerpanosti

a postupné destrukci parazitQ [4].

Z hlediska bezpecnosti a toxicity je flubendazol povazovan za bezpecné

anthelmintikum [11].

3.1.4. Diclazuril

Diclazuril, systematickym nazvem 2-(4-chlorophenyl)-2-[2,6-dichloro-4-(3,5-dioxo-
1,2,4-triazin-2-yl)phenyl]acetonitril, oznacovany také synonymem clinacox je synteticky
triazinovy derivat pouzivany k l1é¢bé kokcididzy jak u zvirat, zejména domadcich kralik(,

tak i u ¢lovéka [2], [12].

3.1.4.1. Chemicka struktura, vliastnosti latky

Cl

Cl Cl

Obradzek ¢. 4 - strukturni vzorec diclazurilu
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Diclazuril je bily az svétle Zluty prasek témér nerozpustny ve vodé [13]. Je rozpustny

v dimethylsulfoxidu a jeho teplota tani je uddvana 290,5 °C [14].

3.1.4.2. Mechanismus ucinku a toxicita

Mechanismus Ucinku neni presné znam, nicméné predpoklada se jeho uUcinek na
pohlavni i nepohlavni stadia kokcidii, kdy dochdzi k preruseni vylu¢ovani oocyst a tim

k preruseni Zivotniho cyklu parazita [3].

Z hlediska toxicity je diclazuril povazovan za bezpecné léCivo, ale nemél by byt
podavan nosnicim, z divodu mozné kontaminace vajec urcenych ke konzumaci

clovékem [2], [6].
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3.1.5. Toltrazuril

Toltrazuril, systematickym nazvem 1-methyl-3-[3-methyl-4-[4-
(trifluoromethylsulfanyl)fenoxylfenyl]-1,3,5-triazinan-2,4,6-trion,  oznacovan  také
synonymy baycox, toltrazurilo nebo toltrazurilum, je triazinovy derivat pouzivany k 1é¢bé

a prevenci kokcidioz zpisobenych prvoky z rod( Eimeria a Isospora [2], [15].

3.1.5.1. Chemicka struktura, viastnosti latky

0
HAC )J\
Ty NH
D)\NAG
H4C
0
| iy
—
S
e
F F

Obrdzek ¢. 5 - strukturni vzorec toltrazurilu

Toltrazuril je bila praskovita latka dobre rozpustna ve vodé i dimethylsulfoxidu. Jeho

teplota tani lezi pti 194 °C [16].

3.1.5.2. Mechanismus ucinku a toxicita

Toltrazuril je aktivni proti vSem vyvojovym intraceluldrnim stadiim kokcidii —
schizontm, mikro i makro gamonttim. Jeho vlivem dochazi k inhibici nukledrniho déleni

téchto parazith [2], [17], [18].

Toltrazuril by nemél byt podavan zvifatlim, jejichZ vejce jsou uréena ke konzumaci

lidmi [19].
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3.2.

Metody hodnoceni ziskané resersi

Byly vyhledany ¢lanky tykajici se stanoveni jednotlivych analytli za pomoci metody

HPLC. Z téchto ¢lank( a znalosti katedry analytické chemie bylo vychazeno ve vyvoji

metody popsané v experimentalni ¢asti.

3.2.1. Metody hodnoceni pro robenidin

Kolona

Zorbax Sil (5 um, 250 x 4,6 mm), (Agilent, USA); predkolona
Brownlee (7 um, 150 x 3,2 mm), (PerkinElmer) USA)

Mobilni faze

Chloroform — hexan — tetrahydrofuran — methanol (50:50:2:1, v/v)

Nastrik 20 pl

Pratok 2 ml/min

Detekce Fluorescencni detektor (Aex - 320 nm, Aem - 485 nm)

Teplota 80 °C

ReZim Izokraticky

Clanek [20]

Kolona Novapak C18 (5 um, 250 x 4,6 mm), (Waters, USA); pfedkolona
Hypersil C18 Securigard (3,0 x 2,0 mm), (Thermoscientific, USA)

Mobilni faze ACN - fosfore¢nan amonny 0,05 M, pH 6,8 (65:35, v/v)

Nastrik 100 pl

Pritok 1,5 ml/min

Detekce UV 317 nm

Teplota 40 °C

Rezim Izokraticky

Clanek [21]
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Kolona XTerra RP18 (4 um, 150 x 3,0 mm), (Waters, USA)

g s Methanol 660 ml, voda 334 ml, kyselina fosfore¢na 4 mi,
Mobilni faze ) ) . .

triethylamin 2 ml, natrium-hexan-1-sulfonat 1,8822 g. pH 3,5

Nastrik 10 ul
Priatok 1 ml/min
Detekce 314 nm
Teplota 35°C
ReZim Izokraticky
Clanek [22]
Kolona Purospher C18 (3 um, 125 x 3,0 mm), (Merck, Polsko)

Mobilni faze

MeOH — H,0 — TFAA (70:30:0,1 v/v)

Nastrik 20 ul
Pratok 0,7 ml/min
Detekce UV 317 nm
Teplota 10°C
ReZim Izokraticky
Clanek [23]
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3.2.2. Metody hodnoceni pro lasalocid A

Kolona C18 (5 um, 250 x 4,6 mm), (Kromasil, Svédsko)
Mobilni faze MeOH — H,0 — TFA 0,45% (90:10:3, v/v)
Nastrik 100 pl

Pritok 1,2 ml/min

Detekce UV 315 nm

Teplota 25°C

ReZim Izokraticky

Clanek [24]

3.2.3. Metody hodnoceni pro flubendazol

Supelcosil LC 18 DB (5 um, 150 x 4,6 mm), (Supelco, USA)

Kolona Ochrannd kolona Supelguard Lc 18 DB (5um, 20 x 4,6 mm,)
Mobilni faze ACN- fosfatovy pufr 0,017M, pH 3 (30:70, v/v)

Nastrik 10 ul

Pratok 1 ml/min

Detekce UV 300 nm

Teplota Pokojova

Rezim Gradientovy

Clanek [25]
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3.2.4. Metody hodnoceni pro diclazuril

Symmetry C18 (5 um, 150 x 2,1 mm), (Waters, USA)

Kolona predkolona Alltima C18 (5 um, 75 x 2,1 mm), (Alltech, USA)
Mobilni faze H20 — ACN, okyseleno 0,1% FA (100:0, v/v)

Nastrik 10 ul

Pritok 0,25 ml/min

Detekce MS

Teplota 35°C

ReZim Gradientovy

Clanek [26]

3.2.5. Metody hodnoceni pro toltrazuril

ACQUITY UPLC CORTECS C18+ (1,6 um, 100 x 2,1 mm), (Waters,

Kolona USA)

Mobilni faze H20 — ACN (48:52, v/v)
Nastrik 10 ul

Pratok 0,2 ml/min

Detekce UV 243 nm

Teplota 30°C

Rezim Gradientovy

Clanek [27]
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3.3. QuEChERS
QUEChERS je zkratka anglickych slov, které tuto metodu dokonale vystihuji, a to

e Quick

e Easy

e Cheap

o Effective
e Rugged
e Safe

neboli rychl3, jednoduch3, levnd, efektivni, robustni a bezpeéna analyticka metoda. Tato
metoda byla vyvinuta v letech 2001 - 2002 némecko-kyperskym chemikem

Michelangelem Anastassiadem a americkym védcem Stevenem J. Lehotayem [28].

Metoda byla plvodné vyvinuta pro analyzu veterindrnich drog, predevsim
anthelmintik a tyreostatik ve zvifecich tkanich. AvSak nejvétsi uplatnéni naléza

predevsim v analyze pesticidd v rostlinnych tkanich [28].

QUEChERS metoda byla vyvinuta tak, aby eliminovala zbyte¢né komplikované a
Casové narocné analytické kroky. UmoZziiuje rychlou analyzu vétsiho mnozstvi vzorkd za

pouziti minimalniho mnozstvi rozpoustédla, predevsim acetonitrilu [29].
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Pfiprava vzorku metodou QUEChERS obsahuje nasledujici kroky [30]:

Extrakce ze vzorku rozpoustédlem — jako rozpoustédlo byva nej¢astéji pouzivan

acetonitril, dale ethyl acetat nebo aceton.

Rozdéleni fazi pridavkem siranu hotecnatého ¢i siranu hofe¢natého v kombinaci
s jinymi solemi, napftiklad s chloridem sodnym ¢i octanem sodnym. Bezvody siran
hofecnaty je vybornym susidlem a pfi jeho hydrataci dochazi k exotermni reakci,
coz ma za nasledek zvyseni Ucinnosti extrakce. Teplota vzorku se m(iZe zvysit az

na 40 °C [31].
Ttepani a centrifugace
Precisténi pomoci disperzni SPE (napftiklad vsypani PSA), centrifugace

Nasledné muze byt vzorek analyzovan za pomoci plynové nebo kapalinové

chromatografie.

Tato metoda muze byt modifikovana v zavislosti na analyzovanych vzorcich. Ménény

mohou byt nasledujici parametry [30]:

typ vzorku, rozpoustédla a ptidanych soli
mnozstvi pridavanych soli a obsah vody

pH, technika tfepdani ¢i michani a také doba extrakce

Nami vyzkousené modifikace metody QUEChERS jsou popsany v experimentalni ¢asti

v kapitole 5.3. — Optimalizace pfipravy vzorku.
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4. EXPERIMENTALNI CAST
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4.1. Pristrojové vybaveni pouzité k experimentu

Kapalinovy chromatograf LC 2010 C, Shimadzu, Japonsko
Chromatograficky software Class VP 6.13, Shimadzu, Japonsko
Analytické vahy, Sartorius, Némecko

Filtracni zafizeni pro pfipravu ultracisté vody Milli-Q RG, Millipore, USA
Filtracni zafizeni pro filtraci mobilni faze Millipore, USA

Ultrazvukova lazen Sonorex Digitec, Badelin, Némecko

Centrifuga EBA 21, Hettich Zentrifugen, Némecko

pH metr, Hanna instruments, Némecko

UV/VIS Spektrometr Hewlett-Packard 8453A, Agilent, USA

IKA Vortex Genius 3, IKA, Némecko

ETA sekacek potravin, typ 20789050, ETA, Ceska republika

4.2. Pouiité kolony
Discovery HS C18 (4,6 x 100 mm, 5um), Sigma-Aldrich®, Ceska republika

XTerra MS C18 (4,6 x 100 mm, 3,5 um), Waters, USA
Discovery RP Amide C 16 (3,0 x 250 mm, 5 pm), Sigma-Aldrich®, Ceska republika
Ascentis Express Phenyl Hexyl (4,6 x 100 mm, 2,7 um), Sigma-Aldrich®, Ceska republika

Ascentis Express F5 (4,6 x 100 mm, 2,7 pm), Sigma-Aldrich®, Ceska republika
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4.3. Chemikdlie, sorbenty pro QUEChERS a standardy, biologicky material, pouzité
mobilni faze

4.3.1. Chemikadlie
Methanol Chromasolv, Sigma-Aldrich®, Ceska republika, $arze: STBF6927V
Dimethylsulfoxid, Sigma-Aldrich®, Ceskd republika, $arie: STBC0366V
Kyselina octovd, Sigma-Aldrich®, Ceska republika, $arze: SZBF0150V
Acetonitril Chromasolv, Sigma-Aldrich®, Ceska republika, $arze: STBF7526V
Hydrogenfosforeénan amonny, Lach-Ner, Ceska republika, $arZe: neuvedena
Triethylamin, Sigma-Aldrich®, Ceska republika, $arze: STBD1993V
Kyselina fosfore¢nd, Sigma-Aldrich®, Ceskd republika, $arie: BCBJ4494V
Kyselina mravendi, Penta, Ceska republika, $arze: 1511181110
Octan amonny, Sigma Life Science, Ceska republika, $arze: SLBM7929V
Siran hofeénaty bezvody, Sigma-Aldrich®, Ceska republika, $arze: MKB0817V
Chlorid sodny, Sigma-Aldrich®, Ceska republika, $arze: SZBB3550V
Octan sodny bezvody, Sigma-Aldrich®, Ceska republika, $arze: 020M0213V
Siran sodny bezvody, Sigma-Aldrich®, Ceskd republika, $arze: SLBK5317V
Amoniak, Penta, Ceska republika, $arze: 1612011211

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS), Sigma-Aldrich®, Ceskd republika, 3arZe:
$28424-275

4.3.2. Sorbenty pro QUEChERS
Supel QuE Z-Sep C18, SIGMA-ALDRICH®, Ceska republika

PSA, SIGMA-ALDRICH®, Ceskd republika
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4.3.3. Standardy
Diclazuril VETRANAL™, Fluka® Analytical, Ceskd republika, $arie: SZBD161XV
Toltrazuril VETRANAL™, Fluka® Analytical, Ceska republika, $arze: SZBD233XV
Flubendazol VETRANAL™, Fluka® Analytical, Ceska republika, $arze:SZBB157XV

Robenidine hydrochloride VETRANAL™, Fluka® Analytical, Ceska republika, 3arze:
SZBS099XV

Lasalocid A sodium salt solution 100ng/ul in acetonitrile VETRANAL™, Fluka® Analytical,
Ceska republika, 3arze: SZBDO71XV

4.3.4. Biologicky material

kureci prsa

4.3.5. Pouzité mobilni faze
0,1% kyselina octova s acetonitrilem v poméru 50:50 (v/v)

50mM fosfore¢nanovy pufr o pH 6,8 (pH bylo upraveno triethylaminem) s acetonitrilem

v poméru 50:50 (v/v)

0,1% kyselina mravenci o pH 4 (pH bylo upraveno triethylaminem) s acetonitrilem

v poméru 50:50 (v/v)

0,1%kyselina mravenéi o pH 5 (pH bylo upraveno triethylaminem) s acetonitrilem

v poméru 50:50 (v/v)

0,1% kyselina octova o pH 9 (pH bylo upraveno triethylaminem) s acetonitrilem

v poméru 50:50 (v/v)

0,1% trifluoroctova kyselina o pH 2 s acetonitrilem v poméru 50:50 (v/v)
0,1% kyselina mravenci s acetonitrilem v poméru 50:50 (v/v)

20 mM TRIS pufr o pH 9 s acetonitrilem v poméru 50:50 (v/v)

20mM octan amonny o pH 6,8 s acetonitrilem v poméru 50:50 (v/v)
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4.4. Vysledné podminky analyzy, pfiprava zasobnich roztokt standardu, standardu
a vzorku pro vyslednou analyzu

4.4.1. Vysledné podminky analyzy

Analytickd kolona

Ascentis Express Phenyl Hexyl (4,6 x 100 mm, 2,7 um)

Mobilni fdze
0,1% kyselina mravenci o pH 4 (pH upraveno triethylaminem) s ACN v poméru 50:50

(v/v)

Pratok

0,8 ml/min

Doba analyzy

15 min

Detekce

UV pfi 245 nm, UV pfi 310 nm

Ndstrik

20 pl

Teplota

30°C

ReZim
lzokraticky
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4.4.2. Priprava zdsobnich roztoki standardu, standardu a vzorku pro vyslednou

analyzu

4.4.2.1. Zdsobni roztoky standardii pro dalsi Fedéni
Toltrazuril

Vzhledem k jeho dobré rozpustnosti v methanolu, byl pfipraven zasobni roztok o

koncentraci 5 mg/ml, a to rozpusténim 5 mg standardu v 1000 pl methanolu.
Robenidin

U robenidinu nebylo dosazeno tak vysoké koncentrace zasobniho roztoku,
z divodu nedostate¢né rozpustnosti v methanolu, a to ani pfi rozpousténi
v ultrazvukové lazni. Proto byl pfipraven zasobni roztok o koncentraci 1 mg/ml, a to

rozpusténim 1 mg standardu v 1000 pl methanolu.
Diclazuril
Diclazuril se pomérné dobfe rozpoustél ve smési DMSO s MeOH v poméru 1:1.

Byl pripraven zdsobni roztok o koncentraci 5 mg/ml, a to smisenim 5 mg standardu s 500

pl methanolu a 500 pl DMSO.
Flubendazol

Zasobni roztok flubendazolu byl pfipraven obdobné jako roztok diclazurilu s tim
rozdilem, Ze vyslednd koncentrace byla 1 mg/ml. Tato koncentrace byla dosaZzena

smisenim 1 mg standardu s 500 pl methanolu a 500 pul DMSO.
Lasalocid A

Byl pouZit roztok standardu o koncentraci 100 ng/pl.
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4.4.2.2. Priprava standardniho roztoku pro HPLC analyzu

Smés pro pripravu standardu

Ze zasobnich roztokl byla pripravena zasobni smés analytd. Z kazdého ze
zasobnich roztok( toltrazurilu a diclazurilu o koncentraci 5mg/ml bylo odebrano 50 pl,
ze zasobnich roztokl robenidinu a flubendazolu o koncentraci 1 mg/ml bylo odebrano
200 pl. Takto vznikla zasobni smés analytl byla 4x nafedéna ACN, timto vznikla smés pro

pfipravu standardu.

Standardni roztok pro HPLC analyzu

Ze smési pro pfipravu standardu bylo odebrano 50 pl, bylo pfidano 200 ul lasalocidu
A a doplnéno smési ACN:DMSO (8:2, v/v) do 10 ml. Timto vznikl standardni roztok pro

HPLC analyzu.

4.4.2.3. Priprava vzorku

Do centrifugaéni zkumavky bylo navaZzeno 5 g rozmixovanych kurecich prsou. Smés
pro pfipravu standardu byla 10x nafedéna ACN. 50 pl takto naredéné smési a 20 pl
standardniho roztoku lasalocidu A o koncentraci 100 ng/ul bylo pfidano do centrifugaéni
zkumavky s navazenymi kufecimi prsy. Po 10 minutach bylo pfidano 5 ml vody, 10 ml
ACN a smés byla 30 s tfepdna za pouziti Vortexu. Poté byla pfidana smés 4 g Na,SOs a 1
g NaCl. Tato smés byla 1 min tfepana v ruce a 2 min na Vortexu. Centrifugaéni zkumavka
byla vloZzena do centrifugy a centrifugovédna pfi 4020 rpm po dobu 5 min. Z této
zkumavky bylo odebrano 5 ml supernatantu a zakoncentrovano odpafenim dusikem.
Odparek byl rozpustén v 500 pl smési ACN:DMSO (8:2, v/v) a tato smés byla zfiltrovana
pres 0,22 pl PTFE filtr do vialky. Takto pfipraveny roztok byl pouzit k analyze.
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5. VYSLEDKY A DISKUZE
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5.1.  Zjisténi vychozich podminek a optimalizace parametri
5.1.1. Vybér vhodnych vinovych délek

Roztoky pro méreni UV spekter

e Flubendazol a diclazuril

2 mg standardu rozpusténo v 1 ml DMSO

e Toltrazuril a robenidin

2 mg standardu rozpus$téno v 1 ml MeOH

e lasalocid A

100 pl doplnéno do 1 ml MeOH

Pomoci takto pripravenych roztokl byla promérena UV spektra kazdé jednotlivé
latky a vybrany vhodné hodnoty vinovych délek, které byly nasledné pouzity k detekci.
Flubendazol vykazoval dvé absorpéni maxima pfi 245 nm a 310 nm (viz Obrazek €. 6).
Diclazuril vykazoval dvé maxima pfi 245 nm a 275 nm (viz Obrazek €. 7). Robenidin
vykazoval vyrazné absorpéni maximum pfi 310 nm (viz Obrazek €. 8). Toltrazuril
vykazoval absorpéni maxima pfi 205 nm a 245 nm (viz Obrazek €. 9). Lasalocid A

vykazoval vyrazné maximum pfi 210 nm a druhé malé pti 310 nm (viz Obrazek ¢. 10).
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Pro detekci byly vybrany dvé vinové délky. Pro flubendazol, diclazuril, toltrazuril

a lasalocid A byla vybrana vinova délka 245 nm, pro robenidin pak vinova délka 310 nm.
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5.2. Vybér vhodné mobilni faze a kolony

Vsechny nize uvedené chromatogramy u jednotlivych experiment( byly méreny
pfi vinové délce 245 nm. Vzhledem k vlastnostem analyzovanych latek a zkuSenostem
katedry analytické chemie, byla nejprve vyzkousena kolona Discovery HS C18 (4,6 x 100
mm, 5um), jako mobilni faze zde byla vybrana 0,1% AA pH 5 (pH bylo upraveno
triethylaminem) — ACN v poméru 50:50 (v/v). Za téchto podminek pik robenidinu nebyl
dostatecné kvalitni a symetricky (viz Obrdzek ¢. 11), proto bylo pfistoupeno ke zménam
mobilni faze. Piky ostatnich analytl vykazovaly dostate¢nou symetri¢nost (viz Obrazek

& 12).

e e LT e i

Obrdzek ¢. 11 - robenidin

DicLazuRL ) FLUBENDAZOL
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: )

Obradzek ¢. 12 - piky jednotlivych analytt
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JiZz po prvnich experimentech bylo jasné, Ze robenidin v souvislosti s jeho
strukturou vykazuje odliSné chromatografické chovani proti ostatnim testovanym
analytlm, proto byla optimalizace chromatografickych podminek zamérena predevsim
na tento analyt. Jako dalsi mobilni faze byl vyzkousen 50mM hydrogenfosfore¢nan
amonny o pH 7 (pH upraveno pomoci kyseliny fosforecné a triethylaminu) — ACN (50:50,

v/v). Vyrazného zlepSeni nebylo dosazeno (viz Obrazek ¢. 13).

0.00 W 4 S TITR Rt TE ,. S - AL ]

4 6 & 10 12 14 16 18 20 22 24

Obrazek ¢. 13 - robenidin
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Jako dalsi mobilni faze byla zvolena 0,1% FA pH 4 - ACN (50:50, v/v). pH bylo upraveno

pomoci triethylaminu. Pik byl symetri¢téjsi (viz Obrazek ¢. 14).

0,00 B T A A 1T VRS S BT N I B B —t 1

0 2 1 6 8 10 12 14 16 1% 20 22 24

Obrazek ¢. 14 - robenidin

Dalsi snahou o optimalizaci podminek bylo zvySeni pH, proto byla pouzZita 0,1% FA o pH
5 namisto plvodniho pH 4. pH bylo opét upraveno za pomoci triethylaminu. Tato zména

mobilni faze se oviem neosvédcila (viz Obrazek €. 15).

Obrdzek ¢. 15 — robenidin
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Snaha o zkvalitnéni piku robenidinu pokracovala zménou stacionarni faze, a to zaménou
za kolonu XTerra MS C18 (4,6 x 100 mm, 3,5 um). Jako mobilni faze byla pouzita 0,1%
AA pH 9,1 - ACN (50:50, v/v). Pik robenidinu stale neodpovidal predstavam (viz Obrazek
¢. 16).

0,06
0.05
0,04
0,03

0,02

Obrdzek ¢. 16 — robenidin

Druhou mobilni fazi pro kolonu XTerra MS C18 (4,6 x 100 mm, 3,5 um) byla 0,1% TFAA

pH 2 — ACN (50:50, v/v). Pik robenidinu se jevil pomérné symetricky (viz Obrazek ¢. 17).
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Obradzek ¢. 17 — robenidin
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Treti mobilni fazi pro tuto kolonu byla 0,1% FA — ACN (50:50, v/v). Pik robenidinu
se zddl byt dostatecné symetricky (viz Obrdzek €. 18), a proto byla promérena i smés
vsech 5 analytd (100 pul kazdého ze zasobnich roztok( o ¢ = 1 mg/ml, 100 pl standardniho
roztoku lasalocidu a 500 pl MeOH). BohuZel za téchto podminek nebyl eluovan lasalocid
A (viz Obrdzek €. 19), proto byla tato faze vyzkousena za podminek gradientové eluce.

Tato metoda se také nesvédcila.
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Obrazek ¢. 18 — robenidin
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. /\_,: 6,08 diclazuril
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? 2,68 robeanidin

Obrdzek ¢. 19 - smés analyti
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Jako posledni mobilni faze pro kolonu XTerra MS C18 (4,6 x 100 mm, 3,5 um) byl
vyzkousen 20 mM TRIS pufr o pH 9. Nicméné ani tyto podminky se neosvédcily, nebot

jednotlivé piky analyt( nebyly dostatecné rozliSené.

Ve snaze optimalizovat podminky analyzy byly navrzeny a prozkoumany dalsi tfi
stacionarni faze, a to sice Discovery RP Amide C16, Ascentis Express Phenyl Hexyl a
Ascentis Express F5. U kazdé z kolon, byly vyzkouseny tfi mobilni faze: 0,1% FA — ACN
(50:50, v/v), 0,1 % FA pH 4 (upraveno triethylaminem) — ACN (50:50, v/v), 20 mM octan
amonny pH 6,8 — ACN (50:50, v/v).

Jako prvni byla testovana kolona Discovery RP Amide C16 (3,0 x 250 mm, 5 um),
na které byly vyzkouSeny vSechny tfi mobilni faze. Prvni mobilni faze: 0,1% FA — ACN
(50:50, v/v) nevyhovovala, nebot nebyly eluovany vsechny analyty (viz Obrazek ¢. 20),

proto byla vyzkousena i gradientova eluce, ktera vsak stdle nebyla vyhovuijici.

0,092 toltraz uril

- ;8.53 diclaz uril

Obradzek ¢. 20 - smés analyti

Druhd mobilni faze pro tuto kolonu: 0,1% FA pH 4 (pH upraveno triethylaminem) — ACN

(50:50, v/v), byla téz vyhodnocena jako nevyhovuijici.
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Jako posledni mobilni faze byl vyzkousen 20 mM octan amonny o pH 6,8 — ACN (50:50,
v/v) (viz Obrazek ¢. 21).
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Obradzek ¢. 21 - smés analyti

Dalsi staciondrni faze pouZzita v tomto experimentu byla kolona Ascentis Express
Phenyl Hexyl (4,6 x 100 mm, 2,7 um). Také u této kolony byly vyzkouseny stejné tfi
mobilni faze jako u pfedchoziho experimentu. Jako prvni 0,1% FA — ACN (50:50, v/v) (viz
Obrdzek €. 22), jako druhd 0,1% FA pH 4 (pH upraveno triethylaminem) — (ACN 50:50,
v/V) (viz Obrézek €. 23) a posledni 20 mM octan amonny pH 6,8 — ACN (50:50, v/v).
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Stejny experiment byl proveden s treti staciondrni fazi, kolonou Ascentis Express
F5 (4,6 x 100 mm, 2,7 um). Prvni mobilni faze: 0,1% FA — ACN (50:50, v/v). Za téchto
podminek nebyl eluovan robenidin a lasalocid A (viz Obrazek ¢. 24), druhd mobilni faze:
0,1% FA pH 4 (pH upraveno triethylaminem) — ACN (50:50, v/v). Zde nebyl eluovan
robenidin (viz Obrdazek €. 25). Treti mobilni faze: 20 mM octan amonny pH 6,8 — ACN

(50:50, v/v), opét nebyl eluovan robenidin (viz Obrazek ¢. 26).
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Obrdzek ¢. 26 - smés analyti

Jako nejvhodnéjsi kombinace byla vybrana kolona Ascentis Express Phenyl Hexyl
(4,6 x 100 mm, 2,7 um) a mobilni faze 0,1% FA o pH 4 (pH upraveno triethylaminem)
s ACN v poméru 50:50 (v/v). Tyto podminky byly pouZity pro nasledujici experiment (viz
Obrazek ¢. 23).
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5.3. Optimalizace pfipravy vzorku

Pro ptipravu vzorku byla pouzita modifikovand metoda QUEChERS. Byla hleddna
vhodna kombinace soli a organického rozpoustédla, ¢as tfepani a vhodny sorbent na
precisténi. Z dlivodu malého mnozstvi standardniho roztoku lasalocidu A, byl lasalocid A

v pocatecni ¢asti experimentu vyrazen a pfidan k experimentu az pozdéji.

5.3.1. Vybér vhodné kombinace soli a organického rozpoustédla, vhodného

sorbentu k precisténi

Jako prvni byly vyzkouseny 4 kombinace soli a ACN, a to sice 4 g MgSO4 + 1 g NaAc,
4 g NaxSO4 + 1 g NaAc, 4 g MgS04 + 1 g NaCl, 4 g Na,SO4 + 1 g NaCl. Postup pfipravy
vzorku byl nasledujici: do kazdé ze 4 centrifugacnich zkumavek bylo navdzeno 5 g
rozmixovanych kutecich prsou. Nasledné bylo pfiddano 50 pl zasobni smési analytu (viz.
kap. 4.4.2.2.). Po 10 minutdch bylo pfidano 5 ml vody, 10 ml ACN a intenzivné tfepano
po dobu 30 s. Poté byla do kazdé ze zkumavek vsypana jedna kombinace soli, 2 minuty
tfepana na Vortexu a nasledné centrifugovéna pfi 4020 rpm 5 minut. Supernatant byl
pres 0,22 PTFE filtr zfiltrovan a pouzit k HPLC analyze. Jako standardni roztok pro tuto
analyzu byl pouZit roztok 50 ul zdsobni smési analyt( (viz kap. 4.4.2.2.) v 10 ml ACN.

Postup pripravy byl vyzkousen pro kazdou kombinaci soli tfikrat.

V dalSim experimentu bylo Zadouci snizit koncentraci analyzovanych latek. Proto
byla zasobni smés analytll 2x naredéna. Zaroven byly pridany dalsi dvé kombinace soli,
ato5 g NaSOs +1 g NaCl, a5 g MgS0a + 1 g NaCl. Postup experimentu byl shodny
s predchdazejicim, avSak s tim rozdilem, Ze misto 10 ml ACN byla pouzita smés ACN-DMSO
(8:2, v/v). Jako standardni roztok byl pouzit roztok 25 pl zasobni smési analytd v 10 ml

ACN-DMSO (8:2, v/v).

V dalSim kroku byla smés analytl jesté 2x nafedéna. V tomto kroku byly pouzity

nasledujici kombinace soli a organickych rozpoustédel.
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Kombinace soli, u kterych bylo jako rozpoustédlo pouZito 10 ml ACN

4 g MgS04 + 1 g NaCl 4 g Na S04 + 1 g NaCl
4 g MgS0O4 + 1 g NaAc 4 g NaxSO4+ 1 g NaAc
5 g MgSOq4 5 g NaxSOq4

Kombinace soli, u kterych bylo pouZito jako rozpoustédlo 10 ml ACN-DMSO 8:2 (v/v)

4 g MgS04 + 1 g NaCl 4 g Na S04 + 1 g NaCl
4 g MgS04 + 1 g NaAc 4 g Na2SO4+ 1 g NaAc
5 g MgS0q4 5 g NaxSOq4

Postup pfipravy vzorku byl stejny jako u pfedchoziho experimentu aZ do centrifugace

vzorkad.

Z divodu velkého pozadi na chromatografickém zdznamu byl pridan krok precisténi
pomoci disperzni SPE. Pro vzorky obsahujici DMSO byl vybran jako sorbent pro precisténi
PSA. 1,5 ml supernatantu bylo smiseno se 150 mg sorbentu, na 3 min vloZzeno do
ultrazvukové [azné, 5 minut centrifugovano pfi 4020 rpm, zfiltrovano pfes 0,22um PTFE

filtr a podrobeno HPLC analyze.

Pro vzorky obsahujici jako organické rozpoustédlo pouze ACN byl jakozto sorbent
vybran Supel QUE Z-Sep C18. 5 ml supernatantu bylo smiseno s 500 mg sorbentu a na 3
min vloZzeno do ultrazvukové |azné. Nasledné byl vzorek centrifugovan pri 4020 rpm po

dobu 5 minut, zfiltrovan pres 0,22 pum PTFE filtr a podroben HPLC analyze.

Jako vhodné kombinace soli a organickych rozpoustédel se jevily kombinace:
4 g NaySO4+ 1 g NaClv 10 ml ACN
4 g MgSO4 + 1 g NaAc v 10 ml ACN-DMSO (8:2, v/v)

Z dlvodu optimalizace podminek a vybéru nejvhodnéjsi kombinace soli a
organického rozpoustédla, vcetné vhodnosti pouziti sorbentu pro precisténi byl

proveden dalsi experiment.
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Do kaidé ze 4 centrifugacnich zkumavek bylo navdzeno 5 g kufecich prsou.
K biologickému materiadlu bylo pfidano 50 pl smési pro pfipravu standardu (viz kapitola
4.4.2.2.) a 50 pl standardniho roztoku lasalocidu A. Po 10 minutach bylo ke 2 vzorkiim
pfidano 5 ml vody a 10 ml ACN. Ke zbyvajicim 2 vzorkiim bylo pfidano 5 ml vody a 10 ml
smési ACN-DMSO (8:2, v/v). Vsechny vzorky byly 30 s tfepany za poufZiti Vortexu. Poté
byla ke vzork(im obsahujici DMSO ptidana smés 4 g MgS04 + 1 g NaAc a k zbylym 2
vzorkim 4 g Na;SO4 a 1 g NaCl. Tyto smési byly 1 min tfepany v ruce a 2 min na Vortexu.
Centrifugacni zkumavky byly vloZzeny do centrifugy a centrifugovany pfi 4020 rpm po

dobu 5 min.

Vzorky obsahujici 4 g Na-SO4a 1 g NaCl a ACN jako rozpoustédlo

Z jednoho vzorku bylo odebrano asi 1 ml supernatantu, zfiltrovano pres 0,22 um
PTFE filtr a podrobeno analyze. 1,5 ml supernatantu bylo smiseno se 150 mg sorbentu
PSA, na 3 min vloZeno do ultrazvukové 1azné, 5 minut centrifugovano pri 4020 rpm,
zfiltrovédno pres 0,22um PTFE filtr a podrobeno HPLC analyze. 5 ml supernatantu bylo
smiseno s 500 mg sorbentu Supel QUE Z-Sep C18 a na 3 min vloZzeno do ultrazvukové
l[azné. Nasledné byl vzorek centrifugovan pfi 4020 rpm po dobu 5 minut, zfiltrovan pres

0,22 um PTFE filtr a podroben HPLC analyze.

Ze vzorku druhého bylo opét odebrano asi 1 ml supernatantu, zfiltrovano pres 0,22
pum PTFE filtr a podrobeno HPLC analyze. 5 ml supernatantu bylo odpareno pod dusikem,
odparek byl rozpustén v 500 pl ACN-DMSO (8:2, v/v), zfiltrovan pres 0,22 um PTFE filtr

a podroben HPLC analyze.

Vzorky obsahujici 4 g MgSO4 + 1 g NaAc a ACN-DMSO (8:2, v/v)

Postup pripravy vzorkd byl shodny se vzorky obsahujici 4 g Na;SOs a 1 g NaCl a ACN

jako rozpoustédlo.

Pouziti sorbentl se neosvéddilo, nebot jejich poufZiti vyrazné sniZilo vytéZznost

reakce.

48



Jako nejvhodnéjsi kombinace podminek vzhledem k vytéZznosti a kvalité jednotlivych
pikd byla vyhodnocena smés 4 g Na;S04 a 1 g NaCl a ACN jako rozpoustédla bez pouziti
sorbentl a za pouziti dusiku k zakoncentrovani vzorku (viz Obrazek €. 27, Obrazek ¢. 28
a Tabulka €. 1). Nicméné bylo Zadouci jesté sniZit koncentraci analyzovanych latek, proto
byla smés pro pripravu standardu nafedéna jesté 10x. 50 ul takto nafedéné smési bylo
pouzito spolec¢né s 20 ul standardniho roztoku lasalocidu A k finalni HPLC analyze a

validaci metody (viz kap. 4.4.2.3. — Pfiprava vzorku).

Na obrazku €. 27 a 28 je vidét porovnani dvou méreni vzorku a blanku — vzorku kureciho

masa bez pridavku standardd zpracovaného stejnym postupem.
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Obrdzek ¢. 27 - chromatogram smési pri 245 nm
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Obrdzek ¢. 28 - chromatogram smési pri 310 nm

Tabulka ¢. 1 — vytéZnost

Analyt Plocha (A) VytéZnost
Flubendazol 52086 104,14%
Robenidin 107933 103,76%
Diclazuril 31639 113,99%
Toltrazuril 39762 111,77%
Lasalocid A 15960 121,99%

Vytéznost analytd byla hodnocena proti standardu, ktery byl pripraven dle kapitoly
4.4.2.2. a hodnocen pfi 245 nm s vyjimkou robenidinu a lasalocidu A, které byly
hodnoceny pfi 310 nm. Lasalocid A byl nakonec hodnocen pfi 310 nm vzhledem k piku

ve vzorku blanku se stejnym reten¢nim ¢asem pfi 245 nm.
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5.4. Casteéna validace metody

5.4.1. Test vhodnosti chromatografického systému — SST

5.4.1.1.

Opakovatelnost analyzy

Byl opakované davkovan roztok analytd v ACN-DMSO (8:2, v/v) o koncentraci 0,5

ug/ml pro flubendazol, robenidin, diclazuril a toltrazuril a o koncentraci 2 pug/ml pro

lasalocid A. Vypocet byl proveden pomoci Microsoft Excel. Vysledky jsou uvedeny

v tabulce ¢. 2.

Tabulka ¢. 2 — opakovatelnost analyzy

Flubendazol| Cislo pokusu Retencni ¢as (tg) (min) Plocha piku (A)

1 2,04 24007
2 2,03 24470
3 2,03 24072
4 2,033 24544
5 2,03 24143
6 2,03 24558

N 6 6

X 2,03 24299

sD 0,00367 251,9825

RSD (%) 0,18 1,04

Robenidin Cislo pokusu Retencni cas (tg) (min) Plocha piku (A)

1 3,53 62333
2 3,50 62706
3 3,50 62642
4 3,49 62606
5 3,48 62708
6 3,53 62429

N 6 6

X 3,51 62570

SD 0,01893 141,461

RSD (%) 0,54 0,23
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Diclazuril Cislo pokusu Retencni ¢as (tr) (min) Plocha piku (A)
1 6,46 2843
2 6,4 2860
3 6,41 2802
4 6,38 2845
5 6,38 2823
6 6,4 2816
N 6 6
X 6,41 2831,5
SD 0,026926 19,61929
RSD (%) 0,42 0,69
Toltrazuril Cislo pokusu Retencni cas (tg) (min) Plocha piku (A)
1 7,07 20132
2 7,03 20154
3 7,01 20595
4 7,0 20125
5 7,0 20194
6 7,0 20115
N 6 6
X 7,02 20219
SD 0,025441 170,023
RSD (%) 0,36 0,84
Lasalocid A Cislo pokusu Retencni cas (tg) (min) Plocha piku (A)
1 9,49 7605
2 9,49 7741
3 9,49 7667
4 9,46 7756
5 9,46 7688
6 9,49 7601
N 6 6
X 9,48 7676
SD 0,014142 59,88229
RSD (%) 0,16 0,78

Pozadavek RSD < 1 % byl splnén pro hodnoceni opakovatelnosti retencnich ¢ast u vSech

analyt(. RSD (%) pro hodnoceni opakovatelnosti plochy bylo v rozmezi 0,23 (robenidin)

—1,04 (flubendazol).
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5.4.1.2. Rozliseni Rj

Rozliseni jednotlivych pik{l bylo vyvhodnoceno pomoci chromatografického systému.

Hodnoty rozliseni jsou uvedeny v tabulce €. 3.

Vzorec pro vypocet rozliseni dle CL 2009 [32]:
Rij=1,18 | tr2 - tr1 | / (Wh2+Wh1)

tr = retencni ¢as sloZzek (min)

W, = Sitka piku na zdkladné (min)

Tabulka ¢. 3 — rozliseni

Hodnocené latky rozliseni (Rj)
Pik flubendazolu — Pik robenidinu 8,17
Pik robenidinu — Pik diclazurilu 5,67
Pik diclazurilu — Pik toltrazurilu 2,25
Pik toltrazurilu — pik lasalocidu A 5,58

Lékopisny pozadavek pro rozliseni je > 1,5 [32]. RozliSeni vyhovuje |ékopisu. RozliSeni

bylo hodnoceno pfi 245 nm pro viechny analyty.
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5.4.1.3. Faktor symetrie piki

Ze tfi méreni byl pomoci chromatografického softwaru urcen faktor symetrie pro

jednotlivé piky. Hodnoty jsou uvedeny v tabulce €. 4.

Vzorec pro vypocet faktoru symetrie dle CL 2009 [32]:

As =Wo,01 / 2d

Wo,01 = Sitka piku v jedné dvacetiné jeho vysky (min)

d = vzddlenost mezi kolmici spusténou z vrcholu piku a vzestupnou c¢dsti piku v jedné dvacetiné

jeho vysky

Tabulka ¢. 4 — faktory symetrie

Analyzovand latka Faktor symetrie (As)
Flubendazol 1,28
Robenidin 1,34
Diclazuril 1,35
Toltrazuril 1,11
Lasalocid A 1,38

Lékopis pozaduje hodnotu faktoru symetrie 0,8 — 1,5 [32]. ZjiSténé hodnoty tedy

vyhovuji Iékopisu.
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5.4.1.4. Ucinnost chromatografické kolony

Zdanlivy pocet teoretickych pater je prlimérem tfech méreni a byl vypocitan pomoci

chromatografického softwaru. Hodnoty jsou uvedeny v tabulce ¢. 5.

Vzorec pro vypocet zdanlivého poctu teoretickych pater dle CL 2009 [32]:

N = 5,54 . (tr/Wo,0s)?

tg = retencni ¢as (min)

Wo,05 = Sitka piku v poloviné vysky (min)

Tabulka ¢. 5 — pocet teoretickych pater

Analyt Pocet teoret. pater (N)
Flubendazol 2392
Robenidin 4729
Diclazuril 8288
Toltrazuril 10268
Lasalocid A 7515
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5.4.2. Cdstecnd validace analytické metody

5.4.2.1.

Presnost

Bylo analyzovano 5 vzorkUl pfipravenych dle postupu uvedeném v kapitole 4.4.2.3.

— Ptiprava vzorku. Porovnavdany byly plochy pikl jednotlivych vzork(i pfepoctené na

navazku 5,0 g. Vysledky jsou uvedeny v tabulce €. 6.

Tabulka ¢. 6 - pfesnost

Vzorek c. Plocha piku (A)
Flubendazol |Robenidin |Diclazuril |Toltrazuril Lasalocid A

1 23624 47373 2819 19654 7266

2 21332 44556 3264 18285 8157

3 22814 47031 2496 22685 7303

4 20537 39555 2460 19148 7452

5 25350 49148 3198 22825 7476

n 5 5 5 5 5

x 22731,4 45532,6 28474,4 20519,4 7530,8
SD 1889,627 3721,184  377,7708 2099,274 361,7149

RSD (%) 8,36 8,17 13,27 10,23 4,80

Zavér: Presnost byla v rozmezi 4,80 - 13,27% pro jednotlivé analyty.
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Priddvané mnozstvi standardu ke vzorku pfi hodnoceni parametr(i presnost a spravnost

odpovida koncentracim analyt( ve vzorku (viz tabulka €. 7):

Tabulka ¢. 7 — koncentrace analyti ve vzorku

5.4.2.2. Sprdvnost

Latka C (ug/kg masa) Latka C (ug/kg masa)
Flubendazol 100 Diclazuril 125
Robenidin 100 Toltrazuril 125
Lasalocid A 400

Byl zméfen roztok standardu: ¢, = 0,5 ug/ml pro toltrazuril a diclazuril, 0,625 pg/ ml

pro flubendazol a robenidin, 2 pg/ml pro lasalocid A. Postup pfipravy standardu pro

HPLC analyzu je uveden v kap. 4.4.2.2. Byly analyzovdny modelové vzorky (placebo —

kureci prsa + roztok standardu), které byly paralelné pfipravené postupem uvedenym v

kap. 4.4.2.3. - Pfiprava vzorku.

Vytéznost (Ri) byla vypocitana podle vzorce [32]:

Ri (%) = 100. Ai/Ao

Ao = plocha standardu

A; = plocha stanovend HPLC ve vzorku po upravé a pridavku roztoku standardu
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Tabulka ¢. 8 — sprdvnost

Flubendazol Robenidin
Vzorek €. |n=4 A; Ri (%) Vzorek €. |n=4 A; Ri (%)
1 100% 23624 98,40 1 100% 47373 76,00
2 odpovidd Ao: 21332 88,86 2 odpovida Ao: 44556 71,48
3 24007 22814 95,03 3 62333 47031 75,45
4 20537 85,55 4 49148 78,85
N 6 n 6
x 91,96 % x 75,44%
SD 5,82 SD 3,03
RSD 6,33 % RSD 4,02 %
Diclazuril Toltrazuril
Vzorek €. |n=4 A Ri (%) Vzorek €. |n=4 A Ri (%)
1 100% 2819 106,54 1 100% 19654 99,11
2 odpovida Ao: 2496 94,33 2 odpovida Ao: 18285 92,20
3 2646 2460 92,97 3 19831 19685 99,26
4 2486 93,95 4 19148 95,56
N 6 n 6
X 96,95 % X 96,78 %
SD 6,42 SD 3,30
RSD 6,62% RSD 3,40%
Lasalocid A
Vzorek €. |[n=4 A Ri (%)
1 100% 7266 95,54
2 odpovida Ao: 7303 96,03
3 7605 7452 97,99
4 7476 98,30
N 6
X 96,97 %
SD 1,38
RSD 1,43%

Zavér: Vytéznost byla v rozmezi od 75,44% do 96,97%. Pro robenidin byla vytéZznost nizsi,

ale pro ostatni 4 analyty byla vytéznost nad 90%.

RSD bylo v rozmezi 1,43% do 6,62%.
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5.4.2.3. Detekcni a kvantitativni limit

Detekéni limit - LOD a kvantitativni limit - LOQ byly stanoveny podle poméru signalu

a Sumu u vzork( pfipravenych podle kapitoly 4.4.2.3. — Pfiprava vzorku. Vysledné

hodnoty jsou uvedeny v tabulce €. 9.

Tabulka ¢. 9. — LOD a LOQ pro jednotlivé analyty

LOQ (ug/kg masa) LOD (ug/kg masa)
Flubendazol 50 15,15
Robenidin 50 15,15
Diclazuril 125 37,88
Toltrazuril 62,5 18,94
Lasalocid A 400 121,21

Dle sbirky zakond €. 169/2002 jsou v Ceské republice v krmivech povolena pouze 3 z vyie

uvedenych antikokcidik, a to robenidin, diclazuril a lasalocid A [33]. Toltrazuril a

flubendazol jsou vyuZivané v antiparazitické l1é¢bé u prasat, kurat, krat, lovného ptactva

a domacich Selem [34].
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Maximalni povolené hodnoty rezidualni koncentrace v mase jsou uvedeny v tabulce ¢.

10 [35].

Tabulka ¢. 10 — limitni rezidudlni koncentrace

latka ¢ (ug/kg masa)
Flubendazol 50
Robenidin nestanoveno
Diclazuril nestanoveno
Toltrazuril 100
Lasalocid A 20

Zavér: Tato metoda je vhodnd pro stanoveni 4 z 5ti vySe uvedenych antikokcidik, a to
pro flubendazol, robenidin, diclazuril a toltrazuril a splfiuje podminky evropské direktivy

[35]. Pro lasalocid A nebylo dosazeno dostate¢ného detekéniho limitu pro tuto latku.
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5.4.2.4. Linearita

Bylo pfipraveno 7 kalibracnich roztok(i standard(i (koncentrace jsou uvedeny
v tabulce €. 11). Plocha piku pro kazdou koncentraci je priimérem z 2 méreni. Zavislost
ploch pikd kalibracnich roztokd na jejich koncentraci byla vyhodnocena metodou
linearni regrese (viz Graf ¢. 1-4). Parametry kalibracni kfivky jsou uvedeny v tabulce ¢.

12.

Tabulka ¢. 11 - linearita

c(ug/ml) Plocha (A)
Flubendazol Robenidin Diclazuril Toltrazuril
0,0005 5962 11087 1039 2969
0,001 9489 21530 1250 9233
0,0015 15896 34803 1922 12461
0,00175 17140 38047 1782 12082
0,002 18509 41266 2445 14556
0,0025 24007 62333 2646 19831
0,01 127256 187924 7442 65243
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Graf ¢. 1 —linearita pro flubendazol
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Graf ¢. 3 —linearita pro diclazuril
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Graf ¢. 4 — linearita pro toltrazuril
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Tabulka ¢. 12 - parametry kalibraéni kfivky pro jednotlivé analyty

Regresnifunkce: y = kx + q
Pocet bodlin=7

Rovnice pfimky Korelacni koeficient
Flubendazol | y = 1E+07x - 4799,1 R?=0,9958
Robenidin y = 2E+07x + 6266 R?=0,9935
Diclazuril y = 669268x + 806,08 R?=0,9919
Toltrazuril y = 6E+06x + 1975,1 R?=0,9956

Linearita pro lasalocid A bohuZel nebyla promérena nebot v pribéhu experimentalni

casti dosel standardni roztok lasalocidu A a v pribéhu méreni nebyl dorucen novy.

5.4.2.5. Selektivita

Selektivita byla hodnocena porovnanim chromatograml obohacenych vzorki
kufeciho masa a kureciho masa pripravenych podle postupu uvedeného v kapitole

4.4.2.3. — Priprava vzorku.

Chromatogramy jsou uvedeny na obrazcich 27 a 28. Ze zaznamu je patrné, Ze pfi
zvolenych vinovych délkdch nejsou v retencnich ¢asech odpovidajicich sledovanym

latkam pritomny zadné piky interferujicich latek.
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6. ZAVER
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Byla vyvinuta a castecné validovana modifikovand QUEChERS metoda pfipravy
vzorku a HPLC metoda pro stanoveni vybranych antikokcidik (flubendazol, toltrazuril,

robenidin, diclazuril a lasalocid A).

Metoda pfipravy vzorku byla optimalizovana. Vzorek byl pfipraven modifikovanou
metodou QUEChERS zahrnujici extrakci acetonitrilem v pfitomnosti malého mnozZstvi
vody. Jako susidlo byla pouZita kombinace soli siranu sodného a chloridu sodného a byl

vynechan krok precisténi pomoci disperzni SPE.

Jako vhodna stacionarni faze byla vybrana analytickd kolona Ascentis Express Phenyl
Hexyl (4,6 x 100 mm, 2,7 um) a jako mobilni faze 0,1% FA pH 4 (pH upraveno
triethylaminem) — ACN (50:50, v/v), pratok 0,8 ml/min, kolonovy prostor byl vyhfivan na
teplotu 30 °C a na kolonu byl nasttikovan objem 20 pl vzorku. Celkovy ¢as analyzy Cinil

15 minut za UV detekce pfi 245 nm pro 3 analyty a 310 nm pro robenidin a lasalocid A.

Byl proveden test vhodnosti chromatografického systému (SST), zahrnujici
nasledujici parametry: opakovatelnost analyzy (RSD u opakovatelnosti retencnich ¢asu
< 1%, u opakovatelnosti pro plochy pik( byla RSD v rozmezi od 0,23% do 1,04%); rozliseni
(> 1,5); faktor symetrie (0,8 - 1,5) a ucinnost chromatografické kolony pro jednotlivé
analyty a také validace metody, zahrnujici parametry: presnost (RSD v rozmezi 4,80 -

13,27%), spravnost (RSD v rozmezi 1,43% - 6,62%), linearitu (r? > 0,99) a selektivitu.

Detekéni a kvantitativni limity (LOQ = 50 — 400 pg/kg masa, LOD = 15,15 — 121,21
ug/kg masa) ukazaly, Ze metoda je vhodna ke stanoveni koncentrace rezidui vybranych
antikokcidik ve vzorcich kufeciho masa a splfuje limity evropské direktivy pro 4 z 5
analyt — vyjma lasalocidu A, kde nebylo dosazeno dostatec¢né nizkého detekéniho

limitu.
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AA — kyselina octova

ACN - acetonitril

DMSO — dimethylsufoxid

FA — kyselina mravenci

HPLC — vysokoucinnd kapalinova chromatografie
H20 —voda

LOD — detekeni limit

LOQ — kvantitativni limit

MeOH — methanol

Mg2S0a4— siran hofecnaty

MS — hmotnostni spektrometrie

NaAc — octan sodny

NaCl — chlorid sodny

NazS04 — siran sodny

PSA — primarni sekundarni amin

RSD — relativni smérodatna odchylka

SPE — extrakce pevnym sorbentem

SST — test vhodnosti chromatografického systému
TFAA — kyselina trifluoroctova

TRIS - tris(hydroxymethyl)aminomethan
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