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Fakulta rybafstvi Jihoéeska univerzita

) Badimipach  (¥Ceskich Budhoidid Laborator environmentalni chemie a biochemie

v Studium vlivu cizorodych latek na exponované organismy (terénni i laboratorni studie)

v’ Detekce Sirokého spektra cizorodych latek (voda, rybi tkané, sedimenty, pasivni
vzorkovace, atd.)

v'Vyvoj novych efektivnich analytickych metod pro stanoveni stopovych koncentraci
cizorodych latek (farmak, drog, pesticidu, atp.) ve vzorcich sloZek Zivotniho prostredi

v Odpovidajici vybaveni LC/LC-MS/MS, LC/LC-MS/HRMS, GC-MS/MS
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Premeéna drog v organismu cloveka

Davka 20 mg MDMA

Toxicky Ucinek

Casteéna
metabolicka pfeména

Volna chimické latka

Biotraqsformace

Metgbolity

Z téla je vylouCeno
cca 13 mg MDMA

Exkrece

Pro detekci konzumace drog (nebo i jinych latek jako jsou IéCiva) je
nutné vybrat

 Primo danou latku — metamfetamin, MDMA

* Vhodny (selektivni) metabolit — benzoylecgonin, 6-acetylmorfin

« Cokoliv co Ize nalézt — THC-COOH (pouze 0,6% zkonzumovane
drogy)
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Rozsah analytu

Zakazané a navykove latky
Jejich metabolity
Psychoaktivni léCiva s potencialnim dopadem na zivotni prostredi

2-Oxy-3-hydroxy-LSD  Mephedrone
Amphetamine  Metamphetamine
Benzoyecgonine  Methadone
Cathinone * Methylphenidate
Citalopram  Midazolam
Cocaine * Norbuprenorphine glucoronide
Codeine * Norketamine
EDDP  Oxazepam
Ketamine « Oxycodone

LSD * Risperidone
MBDB « THC-COOH
MDA « Tramadol

MDEA * Venlafaxine
MDMA




Drogy v zivotnim prostredi

Vstupuji do Zivotniho prostfedi pifes COV po

exkreci a castecne metabolicke premene

Z koncentraci drog a jejich metabolitu Ize

odhadnout konzumaci drog v dane lokalite

Naroky na analyzu

* Tezka matrice — odpadni voda pred ocistenim

* Neprilis stabilni slouceniny — rychlost pripravy a
extrakce — LC/LC-MS/MS

* Vysokeé pocty vzorku

* Relativhe obtizna chromatografie

» Spravnost — eliminace matricovych efektu

« Selektivita
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9”» o ~ Priprava vzorku a jejich analyza

*» Konvencni postup analyzy
vody

Filtrace 100 ml vody

» SPE extrakce

» Casové& a manualné& velmi pracna
metoda
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*» High throughput methods

\/

* Minimalizovani objemu vzorku
s 5-10 ml

\/

¢ Jednoducha a rychla filtrace
¢ Pridani vnitrniho standardu

¢ Automatizovana extrakce a
analyza v jednom kroku
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Priprava vzorku a jejich analyza

Nastrik vzorku Extrakce vzorku

Sesticestny nastiikovy
ventil

ventil

C18
Bidentate
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Priprava vzorku a jejich analyza

Analyza vzorku o
Extrakcni kolona

C18 Hypersil Gold (ThermoScientific)
20mm x 2.1mm, 12um particles

Sesticestny nastiikovy
ventil

Analyticka kolona

C18 Cogent Bidentate (MicroSolv
Technologies Corp.)
50mm x 2.1mm, 4um particles

C18
Bidentate
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QqQ MS/MS metoda detekce

State of art
vysoce citliva a selektivni
metoda detekce je MS/MS

na trojitém kvadupolu "
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Vzdy jde o cilenou

analyzu:

% Pro nastaveni metody jsou
potfebné standardy

“ Bézné se da analyzovat >120
slouc¢enin najednou

» Je jednoduché pridat nebo
odebrat analyt z metody

% Metoda pro drogy a farmaka v
jedné analyze 0

* 15 min. extrakce + analyza
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QqQ MS/MS detekce

QqQ MS/MS QqQ MS/MS
10 ng nativni slouceniny/100 ng ISna L 10 ng nativniho analytu /100 ng ISna L
Q1 0.7 FWHM Q3 0.7 FWHM Q1 0.7 FWHM Q3 0.7 FWHM

RT: 3.92-7.29 SM: 5G RT:9.01-11.02 SM: 5G
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HRMS detekce v analyze

Konvencni QqQ MS/MS
Stanoveni koncentraci
Neni pouzitelna pro screening
Selektivita pro drogy neni
optimalni

Hybridni kvadrupol/Orbitrap
MS/MS

Vysoké rozliseni (az 140000

FWHM) v plném skenu HRFS

MS/HRMS 0,7/17500 HRPS

vysokeé rozliSeni v produktovem

skenu

|dentifikace neznamych latek v

HRFS

Potvrzeni v HRPS
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HRMS detekce v analyze

Jaky je rozdil mezi vysokym a nizkym rozlisenim?

NizkorozliSujici MS muze byt
jednoduse prirovnana k fotografii se
starymi digitalnimi fotoaparaty.

VysokorozliSujici MS pak muze byt
porovnany s nejlepsimi fotoaparaty.

e

Low Res Image 72dpi High Res Image 300dpi

http://ccideas.com/chatter/high-resolution-images-vs-low-resolution-images-a-short-primer-for-beginners/
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HRMS detekce v analyze

Priklad : desacetyl,desmethyl Diltiazem v rybi plazme
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Zlepseni detekce — HRMS

Q-Exactive QQgqQ
VS

 Linearita

« LOQ
 Spravnost
 Matricovy efekt
* Presnost

« Selektivita

10 —-2000 ng L1

ERETUCEE 20, 200 a 1000 ng L
_ Rozdil v odezvovych faktorech v pitné a odpadni vodé

_ 10 opakovani pro kazdou koncentracni hladinu

_ Pritomnost/absence interferenci
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Parametry metody

Linearita

Hodnoty R? v rozsahu 0.996 — 1 pro vSechny slou¢eniny a metody v
rozsahu od 10 do 2000 ng/L

Presnost/Opakovatelnost

< 20% RSD pro vétsinu sloucenin
Vyssi hodnoty RSD pro koncentraci 20ng/L

QqQ MS/MS HRFS Full scan
Amfetamin — 22% e 2-0Xxy-3-hydroxy-LSD - 31%
Cathinone— 29% « Cathinone — 30%

MDEA - 24%

Methylphenidate — 29%
Oxycodone — 36%

Matricovy efekt

Vice nez 20% pro vetsinu cilovych slouc€enin
Zvyseni ionizace: prevladaji efekt a efekt s vyssim ucinkem
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Parametry metody

Vyteznost — parametr spravnosti metody
Dobré vyteznosti v MS/MS a HRPS pro vsechny urovné obohaceni vzorku

Vyjimka pro MS/MS (20 ng L) Vyjimka pro HRPS (20 ng L)
« Cathinone  Norbuprenorphine glucoronid
« MDA

 Norbuprenorphine glucoronid

HRFS vétSina analyti méla neakceptovatelné vytéznosti na 20 a 200 ng L

e 2-0Xxy-3-hydroxy-LSD  Norketamine
« Amphetamine  Oxycodone

 Cathinone  Risperidone
- EDDP

« Ketamine

« LSD

- MDMA

« Mephedrone

 Methadone
 Methylphenidate
 Norbuprenorphine glucoronid
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Parametry metody

Meze stanovitelnosti LOQ
1 -13 ng Lt pro vétSinu sloucenin a vSechny metody

HRFS HRPS
1.3-15ng L+ 0.46 — 13 ng L1 1.7-11ng L+

Vyjimka Vyjimka
THC-COOH -20ng L™ * Amphetamine —54 ng L
Amphetamine — 24 ng L™
MDA — 181 ng L

MS/MS

Selektivita

MS/MS HRFS HRPS

20 z 27 27 2 27
analytu analytu

2527 27
analytu

HRPS nedava falesné pozitivni vysledky tak jako MS/MS (cathinone)
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MS/MS

HRFS

Porovnani metod

HRPS



Fakulta rybafstvi
a ochrany vod

Jihoéeska univerzita
v Ceskych Budéjovicich

THC-COOH 10/100 (native/labeled) ng L
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Fedorova, G., Randak, T., Lindberg, R.H., Grabic, R., 2013. Comparison of the quantitative performance of a Q-
Exactive high-resolution mass spectrometer with that of a triple quadrupole tandem mass spectrometer for the analysis

of illicit drugs in wastewater. Rapid Communications in Mass Spectrometry 27: 1751-1762. .
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QqQ MS/MS

10 ng nativni slouceniny/100 ng IS na L
Q1 0.7 FWHM Q3 0.7 FWHM

RT. 3.92-729 SM: 5G

Jihodeska univerzita
v Ceskych Budéjovicich

Porovnani metod

Hybridni Q-Orbitrap MS/MS
10 ng nativni slouceniny/ 100 ng na L
Q1 0.7 FWHM Orbitrap 17500 FWHM

RT: 3.82-729 SM: 3G

|  Metamfetamin Metamfetamin
607 quan 6 quan
0 805 Metamfetam|n . 30; Metamfetamin
ol qual qual
"l Metamfetamin Metamfetamin
418 S

Time (min)
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" T o Cileny screening

SCIENTIE 'Cc ExactFinder SVK screen_01_22-02-13.093635

¥ Workflow > # Method Development Review »

J Data » | | Reports 3 Fle ? V

o Review resulting screening data. If you make any changes, save the batch before leaving this view.

¥ Samples ¥ Screening Results
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In-line SPE umoznuje vyrazné zvyseni pruchodnosti
laboratore

QgqQ MS/MS je nejrychlejSi metoda pro multiresidualni
analyzy >100 sloucCenin v jednom nastriku

Q-Orbitrap MS/MS zasadne zvysuje selektivitu
stanoveni a v nekterych pripadech i citlivost detekce

Neni dostatecne rychly pro skutecne multiresidualni
analyzy
Pouziti HRMS v plném skenu pro screening je mozne

Vzdy je nutneé potvrzeni identity pomoci MS/MS a
pokud mozno | shodou RT



