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ABSTRAKT

Diplomova prace je zaméfena na stanoveni makrolidovych antibiotik v odpadnich vodéch.
Kontaminace zivotniho prostfedi 1éCivy predstavuje v soucasnosti velky problém. Ke zjisténi
urovné této kontaminace je nezbytny vyvoj vhodnych analytickych technik. Ze skupiny
makrolidovych antibiotik byly vybrany Ctyfi zastupci, ato erythromycin, klarithromycin,
azithromycin a roxithromycin, které patii v Ceské republice k nejvice aplikovanym. Pro jejich
izolaci z odpadni vody byla zvolena extrakce tuhou fazi a jako findlni metoda pro identifikaci
a kvantifikaci vysokoucinna kapalinovd chromatografie s hmotnostné spektrometrickou
detekci. Za optimalizovanych podminek bylo provedeno desetidenni sledovani piitoku
a odtoku na COV Brno-Modfice, dvoudenni a jednodenni sledovani pfitoku a odtoku na COV
Mikulov respektive COV Veterinarni a farmaceutické univerzity Brno.

ABSTRACT

Diploma thesis is focused on determination of macrolide antibiotics in wastewater.
Environmental contamination with drugs currently represents a major problem. To determine
the level of contamination is necessary to develop the appropriate analytical techniques. From
the group of macrolide antibiotics were selected four representatives: erythromycin,
clarithromycin, azithromycin and roxithromycin due to their frequent use in Czech Republic.
For their isolation from wastewater was selected solid phase extraction and for analysis high
performance liquid chromatography with mass spectrometric detection was chosen. Under
optimized conditions, the ten days analysis of wastewater from the WWTP Brno-Modfice,
two days analysis of wastewater from the WWTP Mikulov and one day analysis of
wastewater from WWTP of University of Veterinary and Pharmaceutical Sciences Brno was
performed.

KLICOVA SLOVA
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chromatografie, hmotnostni spektrometrie, elektrospre;j
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1. UOVOD

Antibiotika jsou IéCiva, kterd jsou pouzivana k 1écbé onemocnéni zplusobenych
mikroorganismy. Jsou aplikovana jak v humdanni tak i veterinarni medicin€. Jejich pisobeni
na urc¢ité druhy bakterii je do zna¢né miry selektivni a vhodny vybér antibiotika potom urcuje
jeho ucinnost. Pro ucinnou terapii je proto zapotiebi znat konkrétniho ptivodce onemocnéni.
Casto dochazi k chybnym diagnézam, pii kterych jsou antibiotika predepsana nevhodné nebo
zbyte¢né. Ve veterinarni mediciné mohou navic slouzit i jako promotory rastu hospodatskych
zvitat. Po podani jsou 1éCiva vyluCovdna z organismu ve form¢ metaboliti nebo v jejich
nezménéné podobe. Poté se dostavaji do odpadnich vod a nasledné na Cistirny odpadnich vod,
kde soucasné technologické postupy nejsou schopny tyto latky z vody odstranit. Antibiotika
navic mohou negativné ovlivitovat biologicky stupen ¢isténi, kde plisobi toxicky na ptirozené
se zde vyskytujici mikroorganismy, nezbytné ke spravné funkci Gistictho procesu. Cistirny
odpadnich vod se tak stavaji vyznamnymi bodovymi zdroji téchto kontaminantt. Jejich
nasledny vyskyt v povrchovych vodach mize plisobit negativné na akvatické organismy. Jsou
znamy 1 piipady vyskytu antibiotik ve vodach pitnych. Vznik bakteridlni rezistence
piedstavuje v soucasnosti nemaly problém, protoze zivotni cyklus bakterii je relativné kratky
a proto 1 vyvoj mutaci, které maji za nasledek odolnost bakterie proti konkrétnimu antibiotiku,
je procesem rychlym. Na druhou stranu vyvoj novych antibiotik je zélezitosti roki nebo
celych desetileti.

K ur¢eni miry kontaminace téchto latek v zivotnim prostiedi je nezbytny vyvoj vhodnych
analytickych metod. Pro tyto ucely jsou nejcastéji pouzivany vysokoucinna kapalinova
chromatografie s hmotnostni detekci za pouziti elektrospreje jako ionizacni techniky.
Nicméné nizké koncentrace téchto latek v zivotnim prostiedi zplisobuji, ze jejich identifikace
a kvantifikace nelze provést piimo. Proto je pied samotnou analytickou koncovku zafazovan
krok extrakce, rovnéz patiici mezi separacni techniky. V soucasnosti je Casto pouzivana
metoda extrakce tuhou fazi, kterd piinadsi moznost izolace a zakoncentrovani cilovych analyti.



2. TEORETICKA CAST
2.1. Léciva

2.1.1. Definice pojmii

Podrobn¢ definuje terminy léCivy piipravek a léc¢iva latka zakon ¢.378/2007 Sb. o Iécivech.
Lécivy pripravek

Lécivym piipravkem se rozumi latka, pfipadné kombinace latek prezentovana s tim, ze ma
lécebné nebo preventivni vlastnosti v ptipadé onemocnéni lidi nebo zvirat. Dale je to latka
nebo kombinace latek, kterou lze pouzit u lidi nebo podat lidem, nebo pouZzit u zvitat nebo
podat zvifatim, a to bud’ za ucelem obnovy, Upravy nebo ovlivnéni fyziologickych funkci
prostfednictvim farmakologického, imunologického nebo metabolického uc¢inku, nebo za
ucelem stanoveni lékatské diagnozy [1]. LéCivy ptipravek vétSinou obsahuje pomocné latky,
které nemaji vlastni 1éCebny ucinek, ale slouzi napt. jako plnidla nebo mohou kladné
ovliviiovat biologickou dostupnost ptitomnych acinnych latek [2].

Léciva ldatka

Je to jakakoliv latka nebo smés latek urcend k pouziti pfi vyrobé nebo piipravé 1é€ivého
ptipravku, ktera se po pouZiti pfi této vyrobé nebo piipravé stane u¢innou slozkou l1é€ivého
ptipravku, urcenou k vyvinuti farmakologického, imunologického nebo metabolického
uc¢inku, a to za ucelem obnovy, Upravy nebo ovlivnéni fyziologickych funkci, nebo ke

stanoveni I€karské diagnézy [1]. Zpracovavany jsou do lékovych forem jako tablety, Cipky,
injekce, masti, gely a dalsi [2].

2.1.2. Historie antibiotik

Prvni dochované zaznamy o pouziti rostlin, jejich vyluhti a riznych smési Zivoc¢isného
puvodu k lécebnym tucelim, jsou datovany cca jiz od roku 2 000 pf. n. I. Nicméné diive ne
vSechny léCebné postupy stav pacienta zlepSovaly, bylo tomu hlavné z divodu nevédomosti
pravého ptivodce infekce a zplisobu jeho eliminace. Tato situace se zménila az v poloviné
19. stoleti (L. Pasteur, R. Koch). Vyznamnym pfinosem byl rovnéZz objev mikroskopu (1670,
A. Leeuwenhoek), ktery umoznil vidét véci lidskému oku doposud nemozné. V roce 1865,
kdy byl do I€katrské praxe jako antisepticky prostiedek zaveden fenol, se umrtnost pacienti
prudce snizila. Pfirodni fenoly byly pouzivany jiz ve starovékém Egypté jako balzamovaci
prostfedky. Dal$i vyznamnou, Casto pouzivanou latkou, byla kyselina salicylova, kterd se
podévala zevné i vnitin€; nevyhodou byla ovSem jeji znacné toxicita. Proto se dal$i vyvoj
ubiral cestou k ziskdni méné toxickych substanci. Témi byly napiiklad lysozym, ktery byl
izolovany z vaje¢né¢ho bilku, nebo penicilin. Pfedtim vSak byly ucinény dalS$i vyznamné
objevy, mezi které lze zapocCist moznosti pfenosu pivodcli onemocnéni, izolace bakteridlnich
druht (streptokoky, stafylokoky, tuberkul6za, cholera, tyfus, zaskrt a tetan) a rovnéZ poznatky
o tom, Ze n€které druhy bakterii mohou usmrcovat jiné druhy bakterii. V roce 1929 pak
nasledoval objev penicilinu A. Flemingem; nicméné k jeho uvedeni do praxe vyznamné
ptispél az H. Florey. Dalsi vyvoj sméfoval k semisyntetickym penicilinim uvedenym na trh
v 50. letech. Nastala jejich masova spotieba, byly ptfidavany i do krmnych smési pro zvifata,
coz vyustilo i k rychlému vyvoji rezistentnich kmenti bakterii. Z hlediska spektra ucinku jsou



peniciliny aktivni pouze proti gramnegativnim bakteriim. Malé procento populace je k t€émto
latkam sensitivni, a proto dalsi vyzkum a vyvoj novych druhli antibiotik pokracoval
a pokracuje i nadale [3; 4].
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Obrazek ¢. 1: Casova osa vyvoje antibiotik [4]

2.1.3. Antibiotika

Maji dominantni postaveni ve skupiné antiinfektiv. Pojmem antibiotika se oznacuji latky
ptirodniho nebo semisyntetického pavodu, které jsou produkovany mikroorganismy
azasahuji do rustu jinych mikroorganismi [2; 4]. Naproti tomu antibakteridlni
chemoterapeutika jsou latky Cisté syntetického ptavodu, které také maji negativni u¢inky na
rust ur¢itych mikroorganismu. V uziti téchto oznacujicich termini nejsou velké rozdily, Casto
jsou mezi sebou zaménovany, pripadné je pouzivan zavedenéjsi pojem antibiotika pro ob¢ dve
skupiny [4].

antiparazitika, insekticidy a repelenty LO,Bl
cytostatika a imunomodulacni 1é¢iva 1,14
ruzné pripravky 1 1,96
smyslové organy 3,21
syst. hormonalni l. kromé pohl. hormont 3,26
dermatologika 4,09
urogenitalni trakt a pohlavni hormony 4,90
krev a krvetvorné organy 5,80
antiinfektiva pro systémovou aplikaci ] 6,46

muskuloskeletarni systém 7,55

respiracni systém
travici trakt a metabolismus

nervovy systém

kardiovaskularni systém
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Graf ¢ 1: Pocet baleni vydanych lécivych pripravkii v CR za rok 2015 rozdéleny do prislusnych
anatomicko-terapeuticko-chemickych skupin [5]



Na antiinfektiva pro systémovou aplikaci, ve které jsou antibiotika zafazena — tvoii jeji
vétsinu (~ 93 %), pripadalo v roce 2015 zcelkového poctu vydanych baleni IéCivych
ptipravka 5,22 % [5]. Toto Cislo je ve srovnani s mnozstvim vydanych léCiv pro 1écbu
kardiovaskuldrniho systému, nervového systému nebo travicitho traktu a metabolismu
relativné malé. Nicméné pouze u této skupiny 1é¢iv hrozi redlnd moznost ztraty
terapeutického ucinku, kterd je zplsobend adaptaci mikroorganismi. Vyvoj novych druht
antibiotik je procesem pomalym, nejnovejsi skupinou antibiotik jsou chinolony, jejich objev
se datuje az k roku 1965, i tento fakt ptidava problematice vyskytu antibiotik v Zivotnim
prostfedi na dilezitosti [4; 5].

2.1.4. Rozdéleni antibiotik

vvvvvv

jsou:
e dé¢leni podle spektra ti¢inku,
e d¢leni podle zptisobu ucinku,
e d¢leni podle mechanismu uc¢inku [4; 6].

Selektivni piisobeni antibiotik je dano rozdilnou stavbou bunék savéich (eukaryotickych)
a bun¢k bakteridlnich (prokaryotickych). Bakterialni buiiky obsahuji na rozdil od savcich
buné€nou sténu, kterd je chrani pti zménach osmotického tlaku [4; 7]. Bakterie se podle
Gramova barveni rozd€luji do dvou zakladnich skupin, a to na grampozitivni (barvi se tmaveé
fialov€) a gramnegativni (barvi se do cervena); tyto rozdily jsou zptsobeny odliSnou
chemickou stavbou bunécéné stény. Tyto rozdily potom rovnéz urcuji, zda konkrétni skupina
antibiotik bude proti ur¢itému typu bakterii t¢inna [7].

kyselina teichoova

G+ peptidoglykany G-
-1 specificky sacharid (O antigen)
lipopolysacharidy
bunécnd o
sltein buné¢nd
sténa
fosfolipidy
lipoproteiny
\_ peptidoglykany
cytoplazmaticka cytoplazmaticka
membrana * * m‘ * { * membrana
cloplizna membranové proteiny membranové proteiny A —

Obrdazek ¢. 2:Rozdily ve stavbé bunécné stény grampozitivnich (G +) a gramnegativnich (G -) bakterii

[8]

10



2.1.4.1. Podle spektra ucinku

Déli se do dvou skupin, na sirokospektra a uzkospektra [4; 7).

Ptikladem tzkospektrého antibiotika je penicilin G, ktery je aktivni pouze proti
grampozitivnim bakteriim. Jak jiz bylo vySe prezentovano, tato skuteCnost je zptisobena
rozdily v chemické stavbé bunécné stény. Grampozitivni bakterie disponuji relativné tenkou
bunécnou sténou, kterd tak umoznuje priichod antibiotik do bakterie. DalSim diivodem jsou
rozdily v cilovych receptorech, na které se antibiotika vazi. Pokud dand bakterie tyto
molekuly neobsahuje, ucinek 1é¢iva je tim padem nulovy [9].

Prikladem Sirokospektrych antibiotik je doxycyklin; spektrum zahrnuje grampozitivni
i gramnegativni bakterie. Tato léCiva jsou indikovana zejména v akutnich ptipadech, kdy
plvodce onemocnéni neni doposud zjistén a na jeho identifikaci neni vzhledem ke kritickému
stavu pacienta ¢as [10; 11].

2.1.4.2. Podle zpiisobu ucinku

Déli se na primarné baktericidni (napt. peniciliny, cefalosporiny), které usmrcuji patogenni
zérodky a primarné bakteriostaticka (napt. makrolidy, sulfonamidy), ktera brani procesu
rozmnozovani bakterii. Nicméné bylo prokdzano, Ze 1 latky primarné baktericidni se mohou
chovat v nizsich koncentracich bakteriostaticky [4; 6].

2.1.4.3. Podle mechanismu ucinku

Inhibice syntézy bunécné stény

Antibiotikum se vaze na enzymy bakterialni bunky, které se podileji na syntéze bunécné
stény. V disledku toho se buiika prestava délit a hyne [7; 11]. Do této skupiny antibiotik patii
glykopeptidy, peniciliny a cefalosporiny [4; 6; 11].

Poskozeni bunécné cytoplazmatické membrany
Zanik bunék nastava rovnéz v dasledku ztraty selektivni permeability a bunécné integrity.
Do této skupiny se zatazuji nitroimidazoly a imidazoly [4; 6, 11].

Inhibice metabolismu bakterialni buriky

Bakterie pro svoji existenci vyzaduji kyselinu paraaminobenzoovou (PABA), kterd je
dilezitym metabolitem pro syntézu kyseliny listové (dulezita pti syntéze nukleovych kyselin).
Je tomu proto, ze bakterie postradaji protein nutny k pfijmu kyseliny listové z jejich okoli (na
rozdil od lidi — pfijem pouze z potravy). Napi. sulfonamidy jsou strukturdlnimi analogy
a kompetitivni antagonisté PABA a brani vyuziti PABA k syntéze bakterialni kyseliny listové
[7; 11].

Inhibice proteosyntézy

Nové proteiny jsou nepietrzité¢ produkovany v procesu, ktery zahrnuje syntézu mRNA z DNA
genll (transkripce) a ndslednou produkci proteini z mRNA templatu (translace). Sestavovani
aminokyselin probiha na ribozomu. Tyto procesy jsou nepostradatelné pfi ristu a zvySovani
poctu bakterii; uz jen drobnd zména miiZze vyustit ke ztraté aktivity, napf. zaneseni Spatné
aminokyseliny do proteinu. Antibiotika se tak na tyto procesy mohou zamétit a v disledku
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toho negativné ovliviiovat riist bakterie; zasahuji na riznych mistech ribozomu [7; 11; 12; 13;
14]. Do této kategorie zatazujeme tetracykliny, aminoglykosidy, makrolidy, chloramfenikol
a linkosamidy [4; 6; 11].

vazebné misto pro peptid vazebné misto pro aminoacyl

tetracykliny ‘

inhibuji navazani aminoacyl-tRNA
ribozom
308

‘ aminoglykosidy ‘

umoZiuji navazani falenych
aminoacyl-tRNA
mRNA

() |
\
! komplex aminacyl-tRNA
tRNA
| ) aminokyselina
peptidovy e :
eVE makrolidy
fetezec chloramfenikol :l
— inhibuji
mhl’t_)uje posun ribozomu na mRNA
peptidyltransferazu

Obrazek ¢. 3: Mechanismy ucinku antibiotik inhibujicich proteosyntézu [13]

2.1.5. Problematika rezistence

Bakteridlni rezistenci se rozumi schopnost populace mikroorganismli prezit G¢inek inhibicni
koncentrace piisluSného antibiotika. Stupen a rozsah rezistence je dan chemickou strukturou
preparatu, skladbou bakterialni buiniky a jeji schopnosti zamezit G¢inku 1écivé latky na
receptorovém misté [4; 15]. Vznik této rezistence je stimulovdan zejména nadmérnou
spotfebou antibiotik. Jedna se o ocekdvany pfirozeny mechanismus, vramci kterého se
bakterie pfizpisobuji ztizenym Zivotnim podminkdm. MiZe byt pfendSena mezi lidmi, mezi
zvitaty, mezi lidmi a zvifaty ataké prostfedim. Vyvoj novych léCiv je slozity, finanéné
a Casové ndrocny proces; piiblizn€¢ z 10 000 nové syntetizovanych latek se pouze jedna
dostane do ob&éhu. Na druhou stranu zivotni cyklus bakterii je velice kratky; rozmnoZuji se cca
kazdych 20 minut, coZ znamend, Ze rozvoj rezistence je relativné rychly. Infekce zpiisobena
rezistentnimi druhy byva obtizné 1écCitelna, v nékterych piipadech aZz nelécitelnd. Napt.
u pacientll s MRSA (methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus) se pravdépodobnost imrti
zvySuje o 64 % v porovnani s infekci zpiisobenou nerezistentnim druhem Staphylococcus
aureus. Dal§im znepokojujicim faktem je to, Ze v mnoha zemich EU lze antibiotika koupit
bez 1ékarského predpisu [4; 12; 15; 16].
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2.1.5.1. Druhy rezistence
Piirozend (primarni) rezistence je zpusobena tim, ze bakterie nespadaji do spektra uc¢inku
daného 1éc¢iva.

Ziskana (sekundarni) rezistence je mnohem zéavaznéjSim problémem, protoze ptvodné
citliva bakterialni populace se stava v pribéhu 1écby odolna viiéi aplikované 1€¢ivé latce a je
zpusobena selekénimi a muta¢nimi procesy v bakteridlni bunice [4; 15].

Rezistence zkiiZend znamena odolnost bakterii na celou skupinu antibiotik s podobnou
strukturou i odolnost vii¢i riznym skupinam antibiotik se stejnym mechanismem ucinku [4; 6;
17].

2.1.5.2. Mechanismus vzniku rezistence

Fenotypova zména znamena adaptaci bakterii na zménéné metabolické pochody. Jedna se
o prechodnou zménu a Ize ji potlacit vyssi davkou antibiotika nebo jeho vysazenim, ¢imz se
postupné obnovi piivodni metabolické pochody [15].

Geneticka zména je mnohem vyznamnéj$Si — modifikace genu na chromozomu (ten je
odpovédny za citlivost bakterie k antibiotiku) nebo pfevzeti genetického materialu od
rezistentnich bun€k [15]. Mezi tyto genetické zmény patfi zména v mist€ plsobeni
antibiotika, impermeabilita mikrobialni bunky, zvySené vylucovani antibiotika z bakteridlni
buiiky a produkce inaktiva¢nich enzymi [14].

Obrazek ¢. 4: Vyvoj bakterialni rezistence: 1 - vysoké mmnozstvi bakterii, z nichz je jen par
rezistentnich; 2 - antibiotika zneskodnuji bakterie zpiisobujici onemocnéni; 3 - rezistentni bakterie
maji dobré podminky pro rist; 4 - bakterie mohou prendsSet svoji schopnost rezistence na dalsi
bakterie [18]

2.1.5.3. Zamezeni rozvoje rezistence

e UZivani antibiotik jen pokud je to opravdu nutné,

e vybirani vhodného druhu antibiotika a jeho podavani pouze v nezbytné nutnou dobu,
e monitoring bakteridlni rezistence v rdmci nemocnic a spole¢nosti,

e provadéni doporucenych zmén v pfedepisovani urcitych antibiotik,

e zbavovani se nepouZzitych nebo proslych 1é€iv adekvatni cestou [19].
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2.1.6. Farmakokinetika 1é¢iv

Popisuje prubeh ucinku latky a pochody, ke kterym v organismu dochdzi po jejim podani, tj.
casovy prubéh absorpce, biodostupnost, distribuce, metabolismus a exkrece. Popisuje nastup,
délku trvani a intenzitu ucinku dané latky. Hlavni zptsoby aplikace lé¢iv jsou peroralni,
parenteralni a zevni. Farmakokinetika 1é¢iv zavisi jednak na fyzické strance pacienta (funkce
ledvin, pohlavi, v€k) a jednak také na chemickych vlastnostech dané latky. Vzhledem k tomu,
ze rozdily mezi jednotlivci nejsou zanedbatelné, je nutné prizptisobit podavani medikamentt
(velikost davky, intervaly atd.) potfebam konkrétnich pacientli. Znalosti farmakokinetiky tak
umoznuji predepisovani idealnich davek [4; 6; 13; 20].

2.1.6.1. Absorpce

Je dana chemickymi a fyzikalnimi vlastnostmi latky, l€kovou formou a cestou podani. Bez
ohledu na zplsob podani musi byt vSak IéCivo pfitomné v roztoku, aby mohlo byt
absorbovéano (tablety musi byt schopné rozpadu). Pokud neni 1é¢ivo poddno intraven6zné,
musi nejdiive prekonat nékolik bunéénych membran, nez dosdhne systémové cirkulace.
Bunééné membrany jsou piirozené bariéry, které selektivné inhibuji prichod molekul latek.
Jsou slozeny primarné z biolipidli s charakteristickymi permeabilnimi vlastnostmi. Léciva
mohou prochazet membranami pasivni difuzi, usnadnénou pasivni difuzi, aktivnim
transportem nebo pinocytézou. Riizné globuldrni proteiny, pfitomné v membranach, slouzi
jako receptory a napomahaji transportu molekul pfes membranu [13; 21].

vnéj§i prostiedi
proteiny
bunééna

sacharidové fetézce

membrana (X v
VAT o PR L e s
AUOTTRRTITAN ll()l/l Wiy
cytoplazma {/{} B J/ )IJ}(\) )L(\)»_\) \l\\“\\\\\, X J;”i/ g",“j // Iy

proteinovy kandl - .
lipidova dvojvrstva

Obrazek ¢. 5: Bunécna membrana [22]
Pasivni difuze

Tento dé€j nastdva, kdyz latky prochédzeji pfes membranu z oblasti vysoké koncentrace do
oblasti nizké koncentrace (napt. z Zaludku do krve); proces nevyzaduje spotiebu energie.
Rychlost diftize je imérnd koncentracnimu gradientu, dale zavisi na lipofilité, velikosti
molekuly, stupni ionizace podavané latky a velikosti aktivniho absorpéniho povrchu. Protoze
jsou membrany lipidické povahy, tak latky, které jsou rozpustné v tucich, prostupuji témito
membranami nejrychleji. Stejnd situace je u latek sniz§i molekulovou hmotnosti. Lze
konstatovat, ze vétSina léciv jsou slabé organické kyseliny nebo baze, které existuji ve

14



vodném prostiedi v neionizované nebo ionizované podob¢. Neionizované formy jsou vétSinou
dobfie rozpustné v tucich a prochazeji pfes membrany snadno. lonizované formy maji mensi
solubilitu v tucich, jsou hydrofilni, a proto je jejich prestup pies membrany znesnadnén.
Pomér mezi disociovanou a nedisociovanou formou je dan okolnim pH a disociacni
konstantou 1é¢iva pKa. Naptiklad pfi podani slabé organické kyseliny oraln¢, bude vétSina
lé¢iva v zaludku pfitomna v neiontové podobég; zlepsi se tak prestup ptes zaludecni sliznici.
VEtsi Cast absorpce se nicméné uskuteCniuje az v tenkém stfevé, které disponuje veétSim
povrchem a lepsi permeabilitou membran [13; 21].

Usnadnéna pasivni difuze

Nekteré molekuly s mensi lipofilitou (glukéza) prechazeji membrany ve vétsi mire, nez by se
na zakladé jejich chemickych vlastnosti ocekdvalo. Molekula pfenaSeCe v membrané se
reverzibilné¢ spojuje s molekulou substratu (pfendSené latky) na vngjSi strané membrany
a vytvofeny komplex prochdzi membranou rychleji; na druhé stran¢ membrany pak pienasec
molekulu substratu uvoliiuje. Usnadnénou pasivni difuzi jsou piendSeny pouze latky
o relativné specifické molekulové konfiguraci. Proces nevyZaduje spotfebu energie
ale transport proti koncentracnimu gradientu vSak mozny neni [21].

Aktivni transport

Je selektivni, vyzaduje spotiebu energie a zahrnuje 1 transport proti koncentraénimu gradientu.
Tento pfenos je limitovan pouze na léCiva strukturné podobna endogennim latkam, jakymi
jsou ionty, vitaminy, cukry a aminokyseliny. LéCiva jsou vétSinou absorbovana na
specifickych mistech v tenkém stieve [21].

Pinocytoza

Tekutiny nebo molekuly latek mohou byt pohlcovany buitkami. Jedna se o vchlipeni, oddéleni
¢asti bunécné membrany a vytvoreni malych vezikul obsahujicich extracelularni komponenty
uvnitt buiikky. Obsah vackt je v bunce nasledné uvolnén. Tento proces vyzaduje piijem
energie. Hraje mensi roli v transportu 1éCiv, uplatiluje se napf. pii piestupu inzulinu ptes
hematoencefalickou membranu [11; 21].

2.1.6.2. Biodostupnost

Popisuje rozsah arychlost vstupu u¢inné latky do systémového ob&hu a tim i jeji pfistup
k receptorim. Biodostupnost latky je do znaéné miry dana vlastnostmi I€kové formy. Vék,
pohlavi, fyzické aktivita, kondice, stres aj. hraji rovnéz dilezitou roli. Chemické reakce, jako
formace komplexti a hydrolyza, mohou biodostupnost snizovat. Oraln€ podana lé¢iva musi
projit sténou stfev az do jater a teprve potom se dostanou do systémové cirkulace. Jesté pred
vstupem do obéhu tak mohou tyto latky podléhat metabolizaci. Nizké hodnoty biodostupnosti
se vyskytuji vétSinou u léCiv podanych ordln€, Spatné rozpustnych ve vod¢ a pomalu se
absorbujicich [23].
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2.1.6.3. Distribuce

Potom, co se 1éCivo dostane do systémové cirkulace, je distribuovano do tkani téla. Distribuce
neni na vSech mistech stejnd, a to vzhledem k rozdilim v prokrveni, v Grovni vazby na tkan,
v okolnim pH a v permeabilit¢ bunécnych membran. Maximalni tkanové koncentrace je
dosahovano rychleji v oblastech s vét§im prokrvenim. Metabolismus a exkrece lécCiva se
vyskytuji souCasné¢ s jeho distribuci, coz d¢la cely proces dynamickym a komplexnim.
Nektera Iéciva jsou distribuovana predev§im do tuku, néktera zistavaji v extracelularnich
tekutinach a néktera jsou vazana ve velké mife na specifické tkané. Rozsah distribuce 1é¢iv do
tkani zavisi na stupni vazani na proteiny plazmy nebo na stupni vazani na tkané. V krevnim
feCiSti jsou léciva prenaSend CasteCné ve volné podobé a Castecné reversibilné vazana na
slozky krve (plasma proteiny, krvinky). Je vSak znamo, Ze pouze volné lécivo je schopno
pasivni difize do tkani, kde je dosahovano farmakologického efektu; proto jeho koncentrace
v obéhu udava 1 koncentraci na aktivnich mistech. Léciva se vSak dale vaZi na mnohé jiné
latky, a proto vysoce lipofilni lé¢iva mohou vykazovat dlouhy c¢as v ustdleni rovnovahy
v tukovych tkéanich (i vzhledem k nizkému prokrveni) [13; 24].

2.1.6.4. Metabolismus

Hlavnim mistem metabolizace jsou jatra. Metabolizace sice typicky pievadi 1éciva do
neaktivnich forem, avSak u nékterych latek tomu tak neni. Jejich metabolity proto ziistavaji
aktivni, piipadné se jejich aktivita jeSté zvySuje. Léky mohou byt metabolizovany oxidaci,
redukci, hydrolyzou, hydrataci, konjugaci, kondenzaci nebo izomerizaci. Cilem metabolizace
je prevést 1éCivo na formu, kterou lze snaze vylucovat. Enzymy zapojené do metabolizace
jsou sice pritomné v mnoha tkadnich, avSak jejich koncentrace v jatrech je nejvyssi. Rychlost
metabolizace se 1isi u jednotlivych pacienti. U mnoha 1€Civ probihd jejich metabolizace ve
dvou fazich. Ve fazi I dochézi k reakcim vedoucim k novym nebo modifikovanym funkénim
skupindm, piipadné k rozpadu vazeb. Faze II spociva v konjugaci s endogennimi latkami
(napt. kyselina glukuronova, glycin). Metabolity formované konjugaci jsou vice polarni,
a proto jsou rychleji vyméSovany ledvinami (mo¢€) a jatry (zZluc¢). Néktera 1é¢iva podléhaji
pouze jedné z fazi metabolizace, tj. nékterda pouze fazi I, jina zase pouze fazi II.

vvvvvv

Glukuronidace pfedstavuje nejcastéjsi reakcei probihajici ve fazi I [25].

2.1.6.5. Eliminace léciv 7 organismu

Ledviny jsou hlavnim orgdnem umoziujicim exkreci ve vod¢ rozpustnych latek. Vylucovani
latek pomoci slin, potu, matetského mléka, plic a stfev je zastoupeno minoritng. Metabolizaci
v jatrech vznikaji metabolity s vyssi polaritou a s vétSi rozpustnosti ve vod¢. Pro vétSinu latek
se uplatituje rendlni filtrace. Pfiblizn€ 1/5 objemu plazmy dosahuje ke glomerulu a je
filtrovana ptes pory v glomerularnim endotelu. Témet veSkera voda a vétSina elektrolytl je
pasivné nebo aktivné vstiebavana z renalnich tubulek zpét do ob&hu. Polarni slouceniny, jako
jsou metabolity 1é¢iv, nemohou difundovat zpét do ob¢hu a jsou proto eliminovany. Léciva
vazéana na proteiny plazmy zlstavaji v obc¢hu. Nekteré latky a jejich metabolity jsou naopak
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vice vylucovany zluc¢i. Latky s molekulovou hmotnosti vétsi nez 300 g/mol, s polarnimi
i lipofilnimi skupinami jsou vice eliminovany zluc¢i. Mensi molekuly jsou timto zplsobem
eliminovany pouze v zanedbatelném mnozstvi. Konjugace s kyselinou glukuronovou se
spolupodili v exkreci zIuci [26].

Lecn 0
Konjugace
Oxidace/redukce
Konjugace

1‘lrIet:al:n:nllt

Stal:nlm adulch

/ Nepolarni

Polarni
latky

Renilni eliminace Eliminace zluéi

Obrazek ¢. 6: Eliminace léciv z organismu [27]

2.1.7. Farmakodynamika

Popisuje a studuje biochemické a fyziologické ucinky lécivych latek, vEetné mechanismii
pusobeni, a to s cilem urcit jejich terapeutické¢ GcCinky a toxické dusledky jejich podavani.
Latka se po vstupu do organismu dostava na cilové misto svého pusobeni a po navazani na
receptor vyvola urcity specificky efekt. V piipad¢ antibiotik je receptorem urcita strukturalni
komponenta bunécného organismu, kterd interaguje s latkou [11; 20]. Mechanismy ucinku
antibiotik byly popséany v kapitole 2.1.4.3.

2.1.8. Cyklus antibiotik v Zivotnim prostfiedi a jejich osud na ¢istirnach odpadnich vod

Léciva jsou po aplikaci ve velké mife vyluCovana v nezménéné podobé nebo v podobé
metaboliti prostfednictvim moci nebo vykalid. LécCiva se takto dostavaji piimo do surové
odpadni vody. Kromé toho dochézi bud’ k pfimym splachiim proslych 1é¢iv do odpadni vody,
ptipadné splachnutim pacienty nechténych 1é¢iv do toalety. Léciva mohou putovat
rovhou i do komundlniho odpadu. Zdrojem kontaminace jsou rovnéz odpadni vody
z farmaceutickych firem, nemocni¢nich a ostatnich zdravotnickych zatizeni. Surova odpadni
voda nasledné vstupuje na &istirnu odpadnich vod (COV), jejiz technologie by méla piispét k
odstranéni patogentl, pachu, barvy, kalnosti, BSKs a nutrientd (dusik, fosfor), a to pomoci
kombinace mechanického, chemického a biologického CciSténi. Vystupem tohoto cisticiho
procesu jsou dv¢ frakce, a to kapalna v podobé odtoku vy¢isténé vody a pevna v podobé kalu.
Vycisténé odpadni vody slouzi k zavlazovani v zemédé€lstvi nebo putuji zpét do vod
povrchovych a uzaviraji tak vodni cyklus. Lé€iva pfitomna v povrchové nebo zévlahové vodé
maji potom moznost sekundarné kontaminovat vody podzemni, studny a prameny. Do
povrchovych a podzemnich vod se tyto latky dostavaji rovnéz vymyvanim z farmaceutického
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a komunalniho odpadu, ve kterych jsou pfitomny. Cistirenské kaly pouzité v zemédglstvi se
mohou také stat zdrojem kontaminace. Dal§i moznou cestou vstupu farmak do povrchovych
a podzemnich vod jsou prusaky kanaliza¢ni sit€ nebo jeji preteceni (silné desté, tani sn¢hu,
havérie). Na rozdil od vod povrchovych, které prochdzeji mnohastupfiovym ¢isténim pro
odstranéni chemickych a biologickych kontaminanti, voda podzemni byva v mnoha
ptipadech pfimo pouzivana jako voda pitnd, a to bez vyznamnéjSich uprav. I z tohoto
divodu sledovani kontaminace vod 1éCivy nabyva na dilezitosti [28; 29].
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Obrazek ¢. 7: Cyklus antibiotik v Zivotnim prostiedi [28]

2.1.8.1. Problematika kalii

Nechténym bioproduktem ¢isténi odpadnich vod je kal, ktery je jesté v COV zpracovavan na
kal stabilizovany, ktery je jiZ mozno pouZit k zemé&délskym ucelim. Tato moZnost je ovSem
omezovana legislativng (v CR Zakon ¢.185/2001 Sb. o odpadech a o zméné nékterych dalsich
zakonll), zejména vzhledem k moZnému obsahu tézkych kovili a dal§ich kontaminujicich latek.
V priubéhu ¢isténi odpadnich vod umoZziuje vysoké procento organického uhliku pfitomného
v kalu sorpci a obohaceni o hydrofobni organické latky. Akumulace urcitych farmak sorpci na
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kal mize napomahat k jejich odstrafiovani z vodniho prostiedi, av§ak soucasné ptedstavuje
problémy pfi pozd¢jSim nakladani s témito produkty. Léciva ptitomna v kalech aplikovanych
na pole predstavuji riziko pro ¢lov€ka i pro zivotni prostfedi. Na zakladé jejich chemicko-
fyzikalnich vlastnosti mohou byt tyto latky silné sorbovany na pidu, pietrvavat zde dlouhou
dobu a ptsobit toxicky na pidni bakterie a dal$i mikroorganismy; takto mohou nepfiznivé
ovliviiovat kvalitu pidy. LéCiva mohou také piestupovat do rostlin a plodin, které jsou
soucasti potravy ¢loveka i zvirat [28; 30].

2.1.9. Technologie ¢iSténi odpadnich vod

Obecné je tento proces slozen z cisteni primdarniho, které zahrnuje fyzikalni a chemickeé
procesy. Jako prvni jsou zatfazeny Cesle a sita slouzici k odstranéni hrubych necistot do
velikosti cca 1 mm. Nasleduje lapak pisku, lapak tukd a plovoucich necistot, flotace
a primarni usazovani. Do kategorie sekundarniho cisténi spadaji procesy biologické, které
konverzuji organické zne¢iiténi na usaditelnou biomasu. Pro tyto tudely jsou na COV
pouzivany rtizné aktivacni systémy, biofilmové reaktory a stabilizacni nadrze. O vysledném
slozeni technologickych zafizeni COV rozhoduje zejména charakter znedisténi piitékajici
vody; je znamo, Ze jiny zpusob cisténi bude vyZadovat voda s vysokym obsahem BSKjs
(mlékarny, jatka) nebo s vysokym obsahem kovi (galvanovny) [31; 32].

Studie, ve kterych se provadélo porovnavani ucinnosti odstranéni farmak z rtizné
technologicky vybavenych COV, prokazaly, Ze konvendni zplsob ¢&isténi zahrnujici
aktivovany kal dosahoval pro nékterd analgetika G¢innosti nad 90 %, pro antibiotika tomu
vsak bylo pod 50 %. Na druhou stranu kotenové Cistirny vykazovaly vesmés u€innost nad
84 %, a to pro vSechny skupiny zkoumanych léciv; jejich efektivita vSak byla snizena
v zimnich mésicich; pro makrolidy byl zaznamenan nejvyssi pokles [33].

2.1.9.1. Pokrocilé oxidacni procesy

K odstranovani biologicky aktivnich latek z odpadnich vod se zacaly jako vhodny zptisob pro
jejich eliminaci pouzivat pokrocilé oxidacni procesy. Vzhledem k vySe uvedenym
skutecnostem, které souvisejici s kontaminaci odpadnich vod 1éCivy, je nezbytné aplikovat a
dale vyvijet vhodné pokrocilé procesy, které by poskytovaly uc¢inné odstranéni nezddoucich
tomu u vod odpadnich. Divody jsou pfedevSim financni, protoZe surovd voda pouzivana
k tpravé na vodu pitnou neptedstavuje tak komplexni a slozitou matrici, jak je tomu u vody
odpadni. V obou pfipadech tyto procesy vyzaduji dalsi podrobny vyzkum, ktery by objasnil,
zda dochazi ke kompletnimu odstranéni 1é¢iv, piipadné zda dochazi pouze k jejich
transformaci na dalsi produkty, které mohou nebo nemusi byt toxické [28; 29].

Upravny pitnych vod

Také surova voda pouZivana k piipravé vody pitné mize byt kontaminovana léCivy. Tyto
koncentrace se pfevazné pohybuji v fadech jednotek az desitek ng/l. U&innost odstranéni
v pribéhu upravy vody je ddna chemickou podstatou kontaminanti a aplikovanymi
technologiemi. Pouze jedna technologie neni schopna zajistit odstranéni Sirokého spektra
kontaminanti. Vedle pouZivanych oxidacnich procest, jakymi jsou ozonace a chlorace, se
dale pouziva piskova filtrace, koagulace s naslednou sedimentaci, filtrace ptes aktivni uhli
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a membranové procesy. Pouziti Fe-TAML katalyzatort se ukazuje byt uc¢inné napiiklad pii
odstrafiovani estrogennich latek. U makrolidovych antibiotik bylo prokazéano, ze pro jejich
odstranéni je vhodna také ozonace. Pro klarithromycin byl zji§tén G€inny kontakt po dobu
5 minut s koncentraci ozonu 0,5-1 mg/l. Roxithromycin vyzadoval delsi dobu kontaktu, t;j.
30 minut s koncentraci 0,5-1 mg/1 [34; 35].

Cistirny odpadnich vod

Protoze COV nejsou v soucasnosti koncipovany na odstrafiovani mikropolutantt z odpadnich
vod, stavaji se proto jejich vyznamnym bodovym zdrojem. K dosazeni uc¢inné€jsiho odstranéni
téchto latek musi byt Cistici procesy optimalizovany. Kromé toho je také dulezité porozumét
osudu jednotlivych detekovanych 1é¢iv na kazdé COV individualng. Vzhledem k tomu, Ze
konvenéni biologicky stupeii ¢iSténi tyto latky neni schopen zcela odbourat, jsou navrhovany
rizné alternativy, a to zejména pokrocilé oxidacni procesy zahrnujici dezinfekci vody
ozonem, chlorem nebo UV zafenim [36; 37].

Ozonace

Limitujicimi faktory pouziti ozonace jsou vysoka cena zafizeni a spotfeba energie. Na
velkokapacitnich COV se tento proces dosud mnoho neuplatiiuje [36]. Optimalizovany proces
mize vykazovat az 90% uéinnost odstranéni pro néktera antibiotika. U¢inna davka 3 mg/l
byla zjiSténa jako optimalni pro makrolidy, protoze vSechna léCiva z této skupiny maji
terciarni dimethylamino- skupinu, na kterou ozon ptisobi [37; 38].

Chlorace

Je sice uCinnd, avsak znepokojujicim faktorem je pritomnost velkého mnozstvi chlorovanych
produktii. Na nékterych COV je chlorace pouzivana, a to piedeviim z diivodu své nizké ceny
(chloracni ¢inidlo je bud’ v podobé volného chloru nebo v podobé ClO,). Pii aplikaci chlorace
je dulezité drzeni optimalizovaného pH, protoze imala zména pH miize pro nécktera
antibiotika znamenat vyrazny pokles v u¢innosti. Na ucinnost odstranéni ma rovnéz vliv
obsah amoniaku, protoze jeho vysS$i koncentrace ovliviiuji proces negativné (kompetice
amoniaku s polutanty o chlorac¢ni ¢inidlo) [36].

UV zdieni
Jeho aplikace je méné efektivni, jelikoz vyzaduje mnohondsobné vétsi davky, aby byla na
odtoku zajisténa 90% ucinnost, a to v porovnani s chlorem [36].
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2.2. Makrolidova antibiotika

Makrolidy tvofi velmi dilezitou skupinu antibakterialnich sloucenin, protoze se pouzivaji jak
v humanni, tak i ve veterindrni praxi. Ve veterinarni praxi mohou byt aplikovany i jako
promotory ristu [39; 40]. V CR tvoii jejich spotieba, a to z celkového poétu antibiotik, 22 %.
Po penicilinech jsou druhou nejfrekventovangji uzivanou skupinou antibiotik [41].

tetracykliny
— °o

ostatni
2%
P

~

" chinolony
8%

linkosamidy
4%

sulfonamidy

8% nitrofurany

. 2%
cefalosporiny

12%

Graf ¢. 2: Procentudlni zastoupeni jednotlivych skupin antibiotik z jejich celkové spotreby za rok 2015
[41]

Spektrum Uc¢inku lze povazZovat za primérné, primarné pusobi bakteriostaticky. NejCastéji
jsou podavéna peroralné, a to vzhledem k jejich dobrému vstiebavani z GIT traktu; dalSim
Casto vyuzivanym zplUsobem je aplikace parenterdlni. Po ordlnim poddni jsou lé¢iva dobie
absorbovéna a rozsahle distribuovana do tkani, zejména do plic, jater a ledvin. Jejich toxicita
je relativné nizk4, pouze pti vysSich davkéach vykazuji ur€ity stupen hepatotoxicity [6].

Jsou vysoce U€inné proti grampozitivnim bakteriim, jako jsou streptokoky, pneumokoky
a stafylokoky. RovnéZ se uplatiiuji proti gramnegativnim bakteriim jako Mycoplasmas,
Chlamydia, Haemophilus influenzae, Helicobacter pylori a Rickettsia, brani také rustu
Legionella pneumophila. Byvaji velice u¢inné v 1é€bach specifickych onemocnéni, jako jsou
napiiklad respiracni infekce [14; 39; 40; 42; 43; 44]. Jejich mechanismus ucinku spociva
v potlaceni syntézy proteini. VaZou se na 50S podjednotku bakteridlniho ribozomu v misté,
ve kterém blokuji vystup nové syntetizovanych proteinii. U osob alergickych na peniciliny
predstavuji makrolidy vhodnou alternativu [ 14; 39; 44; 45].
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Makrolidovéa antibiotika obsahuji ve své struktufe makrocyklicky laktonovy kruh, ktery je
pomoci glykosidické vazby spojen s cukernou jednotkou. Praveé piitomnost cukernych
jednotek zplisobuje antimikrobni aktivitu. V zavislosti na poctu atomli obsazenych
v makrocyklu mohou byt zafazena do tii hlavnich skupin, jak shrnuje nasledujici tabulka ¢. 1.
Existuje celd dalsi fada makrolidii s jinou velikosti cyklu, ta ale nejsou v soucasnosti
pouzivana, jelikoz jsou teprve ve fazi vyzkumu [39; 46]. Neékterd ztéchto 1é¢iv jsou
ptirozen¢ho ptvodu (erythromycin, spiramycin) a nékterd jsou semisynteticka
(roxithromycin, klarithromycin). Vybrana 1é¢iva ze skupiny semisyntetickych miizeme zaradit
do specialnich podskupin (azithromycin — azalidy, telithromycin — ketolidy) [6].

Tabulka ¢. 1: Rozdeleni makrolidit podle poctu atomit v cyklu [39]

14 atomu v cyklu | erythromycin, oleandromycin, roxithromycin, dirithromycin,
klarithromycin, fluorithromycin, telithromycin

15 atomii v cyklu | azithromycin

16 atomu v cyklu | josamycin; rosaramycin; rokitamycin; kitasamycin;

mirosamycin; spiramycin; tylosin

VétSina z vyse prezentovanych makrolidl je produkovéana organismy Streptomyces [39; 43].

Z hlediska farmakokinetiky opousti vice nez 60 % Ié€iva organismus v nezménéné podobé.
Bézné technologické postupy ¢isténi odpadnich vod, které jsou aplikované na COV, nejsou
schopny plné¢ eliminovat tato rezidua. Orientatn¢ se koncentrace makrolidii na odtocich
z COV pohybuji v desitkiach aZ stovkach ng/l (v zavislosti na spotiebé daného 1é¢iva ve
spadové oblasti COV) [43; 44].

Bakteridlni rezistence ma zvysujici se trend a miize byt realizovana vice mechanismy:

e inhibice vstupu léciva a jeho akumulace — makrolidy maji potiZ penetrovat vnéjsi
membranu velkého mnozstvi aerobnich gramnegativnich bakterii a proto jsou aktivné
vypuzovany z nékterych rezistentnich bakterii;

e cnzymem zprostiedkovana zména ve vazani ribozomu — methylace casti 50S
ribozomu, na kterou by se za normalnich podminek 1é¢ivo vazalo;

e mutace vazebného mista ribozomu.

Vzhledem k vySe popsanym mechanismiim vzniku rezistence lze predpokladat, Ze rezistence
na jedno konkrétni makrolidové antibiotikum bude znamenat rezistenci i pro ostatni cleny této
skupiny [14].
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2.2.1. Charakteristika vybranych makrolidi

2.2.1.1. Erythromycin

Je produkovan druhem bakterii Streptomyces erythreus. Béhem fermentace jsou produkovany
tfi druhy erythromycinu, a to A, B a C; hlavnim a nejdtlezitéjsim druhem je typ A [47]. Ma
Siroké spektrum Uc¢inku, mize pusobit bakteriostaticky nebo baktericidné, a to v zavislosti na
jeho koncentraci v misté infekce a citlivosti organismu [48]. Dobie pronika do tkani
s vyjimkou mozkomi$niho moku a synovidlni tekutiny. Vylucuje se ptevazné stolici [6].

Tabulka ¢. 2: Zakladni viastnosti erythromycinu [47; 49; 50; 51; 52]

sumarni vzorec C37Hg7NO 15

relativni molekulova | 733,9

hmotnost 733,5 monoizotopicka
pK., 8,90

logK,w 3,06

BCF 49

rozpustnost (25 °C) | voda ~ 2 mg/I
plné€ rozpustny v alkoholech, acetonu, acetonitrilu

UV Amax 280 nm (pH=6,3)
popis bilé nebo lehce nazloutlé krystalky nebo prasek
slabé hygroskopicky

pH < 4 puasobi destruktivné

l1éCiva Aknemycin, Isotrexin, Zineryt

Obrazek ¢. 8: Chemicka struktura erythromycinu [53]
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2.2.1.2. Klarithromycin

Klarithromycin byl vyvinut z erytromycinu z divodu dosazeni vétsi stability v kyselém
prostfedi; ma rovnéz dobré farmakokinetické vlastnosti, je U¢innéjsi a také je mnohem lépe
snasen [6; 43; 46]. Vylucuje se prevazné zlu¢i do stolice. Asi 20 % z celkového mnozstvi
metabolitt tvofi 14-hydroxy(R)-klarithromycin, ktery zdstava antimikrobné aktivni [6; 46;
54].

Tabulka ¢. 3: Zakladni viastnosti klarithromycinu [47; 49; 52; 55; 56]

sumarni vzorec CisHgoNO 13

relativni molekulova 748.,0

hmotnost 747,5 monoizotopicka
PKa 8,99

logK,w 3,16

BCF 56

rozpustnost (25 °C) voda ~ 1,7 mg/l

rozpustny v alkoholech, acetonitrilu
UV Amax 211 nm, 288 nm (v methanolu)

popis bily nebo témét bily krystalicky prasek

stabilni v kyselém prostiedi

léciva Clarithromycin, Fromilid, Klacid

Obrazek ¢. 9: Chemicka struktura klarithromycinu [53]
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2.2.1.3. Roxithromycin

Semisyntetické antibiotikum, které bylo ziskano z erytromycinu; méa 14-ti ¢lenny laktonovy
kruh [39]. Velmi dobfe a rychle se vstifebava z traviciho traktu a také velmi dobte pronika do
tkani; vylucuje se prevazné stolici [6]. Ma stejné spektrum ucinku jako erythromycin, avsak je
vice efektivni proti nékterym gramnegativnim bakteriim, obzvlasté¢ pak proti Legionella

pneumophila [57].

Tabulka ¢. 4: Zakladni viastnosti roxithromycinu [47; 49; 52; 57; 58]

sumarni vzorec C41H76N>O15
relativni molekulova | 837,1

hmotnost 836,5 monoizotopicka
pK., 9,08

logK,w 3

BCF 67

rozpustnost (25 °C)

voda ~ 0,02 mg/I
snadno rozpustny v acetonu, ethanolu, dichlormethanu

UV Amax 210 nm
popis bezbarvé krystalky

stabilni v kyselém prostiedi
léc¢iva Roxithromycin

Obrazek ¢. 10: Chemicka struktura roxithromycinu [53]
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2.2.1.4. Azithromycin

Nové, semisyntetické makrolidové antibiotikum, které obsahuje 15-ti ¢lenny laktonovy kruh,
do kterého je zaclenén dusik [6]. Vyrazné Sir§i antibakteridlni spektrum v porovnani
s erytromycinem; ma vetsi stabilitu v kyselém prostiedi a také lep$i farmakokinetické
vlastnosti. Dosahuje nizkych sérovych koncentraci, av§ak vysokych tkanovych koncentraci.
V organismu pietrvava jesté fadu dni po ukonceni podavani [6; 11; 39].

Tabulka ¢. 5: Zakladni viastnosti azithromycinu [47; 52; 59; 60]

sumarni vzorec C33H72N,04,

relativni molekulova | 749,0

hmotnost 748,5 monoizotopicka

pK. 8,74

logK,w 4,02

BCF 200

rozpustnost (25 °C) voda ~ 2,37 mg/1
ethanol

UV Amax 210 nm

popis bily krystalicky prasek

léc¢iva Azibiot, Azitrox, Azyter, Azithromycin

Obrazek ¢. 11: Chemicka struktura azithromycinu [53]

2.2.1.5. Osud makrolidii v Zivotnim prostiedi

Primik do Zivotniho prostiedi (ZP), a to zejména prostfednictvim odpadnich vod. Vzhledem
k malé uc¢innosti odstrafiovani t&chto litek na COV se pravé COV stava hlavnim bodovym
zdrojem kontaminace. Hodnoty konstant pK, nasvéd¢uji tomu, Ze dana léCiva se budou
v environmentalnim prostfedi vyskytovat téméf vyhradné v kationické podobé. Tyto kationty
jsou vice sorbovany na ptidu s vy$§im obsahem organického uhliku a jili. Ve vod¢ se da na
zakladé¢ jejich hodnot logK,,, pfedpokladat i sorpce na pevné ¢astice a sediment, také mobilita
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v pid¢ bude diky témto hodnotdm rovnéz mala. Biokoncentraéni faktor (BCF) udava pomér
koncentrace latky v organismu a koncentrace latky ve vodé, jeho hodnoty se pohybuji
v fadech jednotek az milionti. Hodnoty v rozpéti 1-100 klasifikuji latky jako potencidlné
bioakumulovatelné a hodnoty nad 100 je klasifikuji jako rizikové z hlediska bioakumulace
[61]. Azithromycin tedy patii k potencialné rizikovym latkdm. Hydrolyza je povazovéna za
jednu z nejdalezitéjsich cest eliminace ze ZP [50; 55; 58; 59].

2.3. Metody stanoveni makrolidi ve vodach

K analyze téchto 1éCiv je nejcastéji pouzivana kapalinova chromatografie. Detekce mtize byt
provedena spektrofotometricky, napt. za pouziti DAD. AvSak vzhledem k tomu, Ze makrolidy
vzhledem ke své chemické struktufe vykazuji slab$i odezvu na spektrofotometrickych
detektorech, je vyhodnéjsi pro jejich stanoveni zvolit hmotnostné spektrometrickou detekci.
Pouziti MS pfindsi znatelné zvySeni citlivosti. V mensi mife lze pro nékteré makrolidy
uplatnit FLD po pfedchozi derivatizaci [40; 44; 45].

Pti stanoveni téchto latek v odpadnich vodach je nutné pifed vlastni analyzou provést
prekoncentraci a precisténi vzorku. K t€émto ucelim se pouziva extrakce tuhou fazi (SPE).
Tato metoda je Casové ndrocnd a vyzaduje mnoho kroki, avSak pro stanoveni latek,
vyskytujicich se ve velmi nizkych koncentracich, je SPE téméf nepostradatelna. Casové
naroky lze snizit on-line spojenim SPE a HPLC, pfi kterém mohou byt kondicionace, aplikace
vzorku, promyvani a eluce uskutecnény automaticky. Vybér vhodného sorbentu a SPE
postupu je nutny pro kvantitativni zachyt analytu a také k redukci interferenci z matrice
vzorku [40].

2.3.1. Vzorkovani

Jak vyplyva z definice environmentalni analyzy, vzorkovani pfedstavuje kritickou cast celého
analytického procesu. Vzorkovani se miize na celkové nejistoté vysledku analyzy podilet az
90 %. Vzorkovani by mélo vést k odbéru reprezentativniho vzorku, ktery je definovan jako
takova Cast materialu, kde podily jednotlivych sledovanych slozek materialu a rozdéleni
hodnot sledované¢ho znaku odpovidaji pomérim ve vzorkovaném celku nebo ve vzorkované
¢asti tohoto celku. Pti vzorkovani vod mohou byt odebirany slévané vzorky, které slouzi ke
zjisténi primérné kontaminace v urcitém casovém intervalu, nebo prosté vzorky, které jsou
vhodné ke zjiSténi okamzité kontaminace v urCitém cCase. Stejné podstatné jako samotny
zpiisob vzorkovani je rovnéz dileZité spravné uchovavani vzorkd. SloZeni vody se miizZe
s Casem ménit v disledku chemickych pfemén, ptipadné reakci se vzduchem, interakci vzorku
s nddobou apod. Na povrchu skla miize také dochazet k iontové vyménnym reakcim, které
mohou ménit koncentrace iontovych spécii ptitomnych v roztoku. Rovnéz plastové nadoby
mohou byt zdrojem kontaminace (obzvlasté nejsou-li pred odbérem vhodné umyté) [62; 63;
64; 65].
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2.3.2. Uprava vzorku odpadni vody pied analyzou

2.3.2.1. Extrakce kapalina-kapalina LLE

Extrakéni metoda, kterd je casto pouzivana k separaci komponent kapalné smési, ke
koncentraci cilovych komponent, pfipadné mutize byt pouzita jako purifikacni stupen, ve
kterém jsou odstraniovany interferenty. Jednd se o transfer rozpusténé latky z jednoho
rozpoustédla do druhého (rozpoustédla musi byt nemisitelna nebo pouze ¢astecné misitelnd).
Principem je nerovnomérny distribucni proces, ve kterém jsou analyty obsazené ve vodé
ptevedeny z jednoho rozpoustédla do rozpoustédla druhého. Tato nerovnomérna distribuce je
zpusobena riznou solubilitou latky v téchto dvou kapalinach; typicky se jedna o fazi vodnou a
fazi organickou. Systém po Case dosahne rovnovahy a faze, ve které je latka lépe rozpustna,
bude obsahovat jeji v&tSi mnozstvi. Zakladni pouZzivanou veli¢inou je distribuéni pomér latky
Kp, jeho hodnota vyjadiuje pomér koncentrace latky v extraktu a koncentrace latky v rafinatu.
Distribuéni pomér je zavisly na teploté, druhu extrahovanych latek, na pouzitych
rozpoustédlech a také na dalSich faktorech, jako je naptiklad pH. Tato technika mé Siroké
vyuziti, miize byt realizovana v fddech ul az tun; jeji hlavni nevyhodou je spotieba velkych
objemt rozpoustédel (pokud nebudeme zahrnovat extrakce v fadech pl, které nemaji tak
rozsifené vyuziti) [66].

2.3.2.2. Extrakce tuhou fazi SPE

Pouziva se pro izolaci, precisténi a zakoncentrovani cilovych analytii; zakoncentrovani je
piredevsim nezbytné pii stopové analyze. Je aplikovana v mnoha odvétvich chemie, naptiklad
v klinické, environmentalni a farmaceutické chemii. Byla vyvinuta jako komplementéarni nebo
nahradni metoda k extrakci kapalina-kapalina, a to predev§im z ekonomického hlediska
(velka spotieba rozpoustédel o vysoké Cistoté). Jedna se o selektivni distribuci analytu mezi
pevny sorbent a kapalnou matrici analytu. Vybér vhodného sorbentu a podminek extrakce je
dalezitym krokem k ziskani pozadovanych vysledki. Sorbenty se velice podobaji tém, které
jsou pouzivané v HPLC, jako naptiklad silikagel s vazanymi fazemi. Uplatiiuje se zde cela
dalsi fada adsorbentt na bazi grafitu nebo kopolymerii styren-divinylbenzenu. Velikosti castic
se pohybuji vrozmezi 45-100 pm. Komeréné dostupné jsou v podob¢ kolonek nebo
extrak¢nich diskli; rozméry kolonek jsou riizné, nejcastéji 1-6 ml, s primeérem okolo 10 mm,
extrak¢éni disky mivaji primér 47 mm. Materidlem kolonek je polypropylen nebo sklo,
v kolonce jsou déle umistény porézni frity z PE nebo PTFE, o velikosti port 20 um. Extrakéni
disky maji vétsi extrakéni plochu a umoziiuji tak pracovat s vétSimi pritoky; tim padem
zkracuji Cas potiebny k této proceduie. Efektivita této techniky je zavisld na mnoha faktorech.
Jsou jimi: vhodné zvoleny typ sorbentu, pH, predciSténi vzorku (filtrace, centrifugace), vybér
rozpoustédel pouzivanych v promyvacim aelu¢nim kroku, pritok v jednotlivych fazich
procesu [66; 67; 68; 69].
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Obrazek ¢. 12: Podoba SPE kolonky [67]

SPE sorbenty pro systém s obracenymi fazemi
Zahrnuje polarni nebo stfedné polarni matrici vzorku a nepolarni stacionarni fazi [66].
Vazané faze na silikagelu

Hydrofilni silanolové skupiny na povrchu sorbentu jsou chemicky modifikovany hydrofobnim
alkylem nebo arylem. Toho je docileno reakci s ptislusnym alkylsilanem; béZné pouzivané
alkyly jsou Cg nebo Cjs. Retence organickych analyt z polarnich matric (naptiklad voda) je
zpusobena piitazlivymi silami mezi uhlovodikovymi vazbami v analytu a funk¢nimi
skupinami vazané faze. Na eluci je potom zapotiebi nepolarni solvent, ktery narusi tyto
pritazlivé sily. Uhlovodikové skupiny mohu byt vazany v podobé monomeri nebo polymerd,
které zajiStuji vyssi pokryti povrchu silikagelu a vySsi obsah uhliku. Také jsou vice odolné
v extrémnich hodnotdch pH. VSechny tyto sorbenty vSak disponuji urcitym procentem
nezreagovanych silanolovych skupin, které mohou zplisobovat sekundarni interakce; je to
uziteCné zejména pii extrakci polarnich latek, nicméné existuje zde moznost silné ireverzibilni
vazby. Pokud pouzivany nepolarni extrakcni solvent nedokaze kvantitativn¢ analyt z kolonky
vyeluovat, doporucuje se pridani polarniho rozpoustédla, jakym je napiiklad methanol [67].

Sorbenty na bazi polymeri

Poskytuji nékolik vyhod: nemaji z&dné omezeni v pouzitim pH, jsou stabilni v rozsahu 0-14,
maji vysokou kapacitu, v eluénim kroku nevyzaduji ptitomnost kyselych nebo bazickych
modifikatort a jsou makroporézni. Absence volnych silanolovych skupin; proto jsou bez
sekundarnich interakci, vykazuji vysSi retenci nez vazany silikagel. Kolonky typu HLB
obsahuji hydrofilné-lipofilné vyrovnané kopolymery N-vinylpyrrolidon a divinylbenzen
a vykazuji dobrou retenci pro polarni i nepolarni analyty. Hydrofilni N-vinylpyrrolidon
zvySuje smacivost sorbentu vodou a lipofilni divinylbenzen zajiStuje retenci na principu
obracenych fazi, nutnou ke kvantitativnimu zachytu analytu. Sorbent si zachovava retenci pro
analyty iv pfipad¢ jeho vyschnuti béhem procedury, coZ zvySuje i reprodukovatelnost delé
metody [66; 70].
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Molekulirné vtisténé polymery (MIP)

Jsou vysoce selektivni, protoze se s nimi dosahuje nizsich detek¢nich limiti a jsou stabilni
v Sirokém rozmezi pH. Jsou navrzeny k selektivnimu zachytu pouze jednoho analytu nebo
skupiny analytti s podobnou chemickou strukturou. V polymeru jsou formovany specialni
kavity, které jsou stéricky a chemicky komplementarni s analytem. Vzhledem k tomu, ze
analyt je v sorbentu silné vazan, tak mohou byt aplikovany i siln¢j$i promyvaci ¢inidla, coz
vede k Cistsimu vyslednému extraktu. Komeréné dostupné jsou sorbenty pro extrakci PAH
z olejii, NSAID z odpadnich vod, chloramfenikolu z mléka, plazmy a medu, B-blokatort
z moc¢i a odpadnich vod [66; 70].

Obrazek ¢. 13: Princip selektivity MIP — selektivni vazebna mista sorbentu * [70]

Dalsimi uplatiovanymi mechanismy v SPE jsou systémy s normalnimi fdzemi — polarni
stacionarni faze — bud’ samotny silikagel, Iépe vazané faze s polarnimi skupinami jako kyano,
amino nebo diol. Pro ionty jsou to potom sorbenty umoziujici iontovou vyménu [66; 67].

SPE postup pro systém s obracenymi fazemi

Zahrnuje pét dalezitych kroki, a to selekci vhodné kolonky, kondicionaci sorbentu, nanaseni
vzorku, promyti a eluci [67].

1. Kondicionace

Provadéna s vodou misitelnymi organickymi rozpoustédly, jakymi jsou napiiklad methanol
nebo acetonitril. Ve druhém kroku je naneseno rozpoustédlo podobnych vlastnosti, jaké bude
mit nanaSeny vzorek. Pfi extrakci latek z vody se proto voli voda nebo pufr s piipadnou
upravou pH. Kondicionaéni krok by mél byt pomaly [66; 67].

2. Naneseni viorku

Naneseni znamého objemu vzorku, které by mélo probihat rychlosti do 5 ml/min. Pro
konkrétni aplikace je nutnost volby idedlniho mnoZstvi sorbentu, aby dochazelo ke
kvantitativnimu zachytu analytu. Také je nutné zvazit potiebu filtrace nebo centrifugace
nanaSen¢ho vzorku, a to vzhledem k moznosti ucpani kolonky. Pokud se jednd o polarni
slouceniny, jejich ionizovana/neionizovand podoba se bude odvijet od hodnoty pH roztoku.
Pro jejich kvantitativni zachyt by méla byt hodnota pH upravena pod dvé jednotky pK,
u kyselin nebo nad dvé jednotky pK, u bazi [66; 67].
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3. Promyti

Je dilezité k odstranéni nechténych a slabé vazanych interferujicich latek. Volba rozpoustédla
by méla byt nasledujici: vyssi eluéni sila nez byla matrice vzorku, ale a slabsi eluéni sila,
kterd je zapotiebi keluci analytu. Uprava pH promyvaciho ¢inidla moze vést také
k pozitivnim vysledktim [66; 67].

4. Eluce

Provadéna malym objemem rozpoustédla (rozpéti od 200 pl po 2 ml, zalezi vSak také na
hmotnosti sorbentu). Bylo zjiSténo, Ze eluce dvéma alikvoty rozpoustédla je G€innéjS$i nez
eluce jednokrokova. Elu¢ni krok by mél byt pomaly [67].

Mezi krokem promyvacim a elu¢nim byva zatazen krok susSeni pod vakuem, ktery odstranuje
nechténou zbytkovou vlhkost, tj. vodu ze sorbentu. Divodem je to, ze eludt je nasledné
odpafovan pod dusikem; tento krok mize byt negativné ovlivnén pravé ptitomnosti vody,
ktera je odpafovana pomaleji nez bézna elu¢ni ¢inidla, jakymi jsou methanol nebo acetonitril.
Rovnéz to miize ovlivnit efektivitu eluce; pokud je elu¢ni ¢inidlo nemisitelné s vodou, mohou
se napiiklad vyskytovat problémy pti aplikaci metody GC, aj. [66].
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Obrazek ¢. 14: Obecny SPE postup [71]
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2.4. Chromatografie

Jedné se o separacni techniku, ktera pracuje na principu rozdili v hodnotach rovnovaznych
konstant komponent vzorku ve dvoufdzovém systému. Tento systém je sloZzen ze stacionarni
faze (SF), ptes kterou protéka faze mobilni (MF). Rychlost prichodu komponent vzorku je
ovlivnéna jednak samotnou rychlosti mobilni fize a také rovnovaznou konstantou Kp, ktera je
charakteristickd pro kazdou latku. Konstanta Kp vyjadiuje pomér mezi rovnovaznou
koncentraci analytu ve staciondrni fazi cg a rovnovaznou koncentraci analytu ve fazi mobilni

cy [69; 72; 73; 74].

C
_ 5
K, =

Mobilni faze je tekutina, ktera by méla spliiovat zejména nasledujici kritéria: dobra
rozpustnost pro analyty a mala viskozita. Miize se jednat o plyn, kapalinu nebo superkritické
fluidum. Role plynu jako mobilni fdze je Cist€¢ mechanickd, retenéni chovani analytu je
ovliviiovano zménou teploty. V pitipadé pouziti superkritického fluida jako mobilni faze je
retencni chovani zavislé na hustoté¢ mobilni faze (ta je adjustovana zménou tlaku) a teploté.
Zcela opacny vyznam ma pak kapalina jako mobilni faze; ta se aktivné podili na reten¢nim
chovani a selektivité, a proto je volba jejiho slozeni klicova. Stacionarni fdze mize byt bud’
pevnd latka, ptipadné kapalina zachycena na pevném nosic¢i [69; 72; 74].

Je znamo mnoho zplsobli d€leni chromatografie; podle uspotfadani to je kolonova
chromatografie nebo chromatografie v plosném usporadani (papirova, tenkovrstva). Dalsi
déleni je na zaklad¢ skupenstvi mobilni a staciondrni faze; toto dé€leni shrnuje nasledujici
tabulka [73].

Tabulka ¢. 6: Déleni chromatografie dle skupenstvi mobilni a stacionarni faze [73]

MF SF nazev zkratka
kapalina na nosic¢ plynova rozdeloyacn GLC
plyn chromatografie
tuha latka plynova adsorpcni chromatografie GSC
kapalina (polymer) vazana kapalinova rozd¢lovaci
i . LLC
na nosici chromatografie
. kapalina v porech sorbentu | gelova permeani chromatografie GPC
kapalina ., .
kapalinova adsorp¢ni LSC
tuhd latka chromatografie
iontov€é vyménna chromatografie IEC
tekutina . o . e
v nadkritickém kapalina (polyn'l?'r) vazana chromatogre_lf'le s mobilni fazi SEC
stavy na nosici v nadkritickém stavu
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2.4.1. Plynova chromatografie

Vzhledem ke své vysoké ucinnosti by méla byt tato separacni technika zvazovana pro analyzu
vzdy na prvnim misté. Jeji vyuziti sahd od analyzy permanentnich plynt az k ropnym
produktiim, oligosacharidiim a tukim. Vice jak 80 % prioritnich polutantii (EPA) lze stanovit
pomoci GC [69; 72; 74].

GC systém se skladd ze zdroje nosné¢ho plynu, injektoru, kolony a detektoru. Prostor od
injektoru k detektoru je uloZzen v termostatu. Systém je fizen pomoci pocitace, ktery slouzi
i jako zadznamové zatizeni. Nejbéznéji pouzivanym nosnym plynem je v GC, a to vzhledem
k jeho vlastnostem, helium. Podle uc¢elu aplikace se voli kolony napliové (dnes méné
pouzivané) a kolony kapilarni. Kapilarni kolony jsou kiemenné, potazené vrstvou polyimidu,
ktery slouzi ke kompenzaci jejich kiehkosti. Stacionarni faze jsou chemicky vazané, vesmés
to mohou byt riizné druhy polysiloxani nebo polyethylenglykol. Retencni ¢as analytd je
ovlivnén teplotou a interakcemi analytu se stacionarni fazi. Detekce je provadéna pomoci
tepeln¢ vodivostniho detektoru, plamenové ioniza¢niho detektoru, detektoru elektronového
zachytu, hmotnostné spektrometrické detekce atd.; volba vzdy zéaleZzi na chemickych
vlastnostech analytu [69; 72; 74].

Tato technika je vhodnd jen pro termostabilni slouceniny. V piipadé¢ nizké volatility,
v disledku ptitomnosti polarnich skupin, je vychodiskem derivatizace, ktera tyto skupiny
blokuje. Pfikladem miize byt derivatizace mastnych kyselin, kdy se tyto kyseliny pfevad¢ji na
jejich methylestery [69; 72; 75].

2.4.2. Kapalinova chromatografie

Zahrnuje mnoho technik, ve kterych je mobilni fazi kapalina. Stacionarni faze mize mit vice
podob, jak je shrnuto do tabulky ¢. 6 (viz. strana 32). Selektivita je ddna nejenom volbou
stacionarni faze, ale také volbou fize mobilni. V zacatcich kapalinové chromatografie byly
pouzivany sklenéné kolony o primérech 1-5 cm a délkdch 50-500 cm. Praméry c¢astic
stacionarnich fazi se pohybovaly vrozpéti 150-200 pm; tyto rozméry jesSté¢ umoznovaly
pruchod mobilni faze gravitatn€. S postupem cCasu bylo zjiSténo, ze vysSi UCinnosti lze
dosahnout snizenim velikosti Castic staciondrni faze, které se dnes pohybuji v rozmezi od 1—
5 um. Toto snizeni diametru Castic ma vSak za nasledek zvySeni zpétné¢ho tlaku systému
a prichod mobilni fize musi byt proto zajistén pomoci Cerpadel; takto upraveny metodicky
postup ziskal oznaceni jako vysokoucinna kapalinova chromatografie se zkratkou HPLC.
Klasicka sloupcova chromatografie ma v dneSni dobé vyznam spiSe preparativni [72; 76; 77].

2.4.3. HPLC

Je velice frekventované pouZzivana technika. Divodem je pfedevSim vysoka citlivost, moznost
separace nevolatilnich, termolabilnich latek, latek o vysoké molekulové hmotnosti a polarité.
Jeji pole plisobnosti je velice Siroké, pomoci této metody lze stanovit aminokyseliny, proteiny,
nukleové kyseliny, cukry, drogy, 1éCiva, pesticidy, organokovové slouCeniny a anorganické
slougeniny. U¢innost HPLC kolon je v porovnani s kolonami pouzivanymi v GC nizka; tento
nedostatek je vSak Castecné vyvazovan vétsi selektivitou [69]. HPLC systém se sklada ze
zasobniku mobilni faze a odplynovaci jednotky, cerpadla, injektoru, kolony, detektoru a data
zpracujici jednotky [77].
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2.4.3.1. Uspordadani HPLC

Zasobnik mobilni faze

Zasobnik poskytuje systému mobilni fizi nutnou k provedeni separace, ta je ze zasobniku
dopravovana Uzkymi teflonovymi nebo polypropylenovymi trubickami k pumpam.
Rezervoary musi byt dostatecné Cisté a inertni k rozpoustédlim, ktera jsou uvnitf.
Rozpoustédla nesmi obsahovat pevné Castice; vyzaduje se pouziti HPLC ,,gradient grade*
solventl nebo jejich filtrace ptes 0,45 um filtry. Trubicky k vedeni rozpoustédel jsou opatieny
sklenénymi fritami, které rovnéz brani vstupu pevnych castic. Jesté nez rozpoustédla vstoupi
do Cerpadel, je nutné provést jejich odplynéni, protoze i velmi malé mnozstvi vzduchu
pritomné¢ v mobilni fazi mlZe zplsobovat tlakové fluktuace, které mohou negativné
ovliviiovat n¢které detektory; snizuje se i reprodukovatelnost retenénich ¢asti analyti. Mobilni
faze prechazi pres cCast specidlni polymerni trubice-membrany umisténé v evakuované
komote; membrana ma selektivni propustnost pro plyny. Dalsi variantou odplynéni je potom
stripovani heliem [77].

Pumpy

Jsou jedny z nejdiilezitéjSich soucasti systému, protoze jsou zodpovédné za konstantni priatok
mobilni faze. Zména v pritoku nebo jeho pulzovani znamend nemozZnost identifikovat analyt
na zakladé retencniho Casu t, jelikoZ ziskané vysledky nejsou reprodukovatelné. Dobré
HPLC pumpy by mély byt schopny zajistovat priitok mobilni faze v rozmezi 0,1-10 ml/min,
mély by umoznovat generovani vysoky tlakii nad 40 MPa a konstantnich pritok s variacemi
do 0,5 % (moderni 1 do 0,07 %). Dnes vSak existuji 1 systémy, které jsou schopné generovani
vysSich tlakli v rozmezi 60—120 MPa s pritoky do 5 ml/min a specidlné¢ se oznacuji jako
UHPLC; tento vysoky nartist tlaku je zptisoben pouzivanim Castic stacionarni faze mensSich
jak 2 um (zvySeni uCinnosti separace). Pumpy by mély byt chemicky inertni a mit snadnou
udrzbu; proto je jako materidl téla pump pouzivana inertni ocel, pisty jsou safirové nebo
keramické. Pouzivany jsou reciprokacni pistové pumpy s dvéma pisty v sériovém uspoiadani.
Miseni solventli se miize odehravat v nizkotlaké nebo vysokotlaké ¢asti [69; 72; 73; 77; 78].

Davkovani vzorku

Nastiik musi byt piesny, precizni a rychly, zajiStujici dodani vzorku v symetrické ostré zoné.
Pouzivany jsou davkovaci smycky nebo castéji autosamplery, majici moznost variabilniho
objemu néastfiku. Existuje vice variant konstrukce autosamplerti, jednou z nich je ddvkovani
pomoci Sesticestného ventilu. Mobilni fize béhem chodu analyzy protékd pies jehlu
k chromatografické kolon¢; pti ddvkovani je ventil pfepnut, mobilni faze ke kolon¢ tece jinou
cestou, jehla je plnéna vzorkem, poté je ventil opét pfepnut a vzorek z jehly putuje do systému
[72; 77, 79; 80].
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Kolona

Idedlnim materidlem pro vyrobu kolon je sklo, které zarucuje inertnost a dokonalou hladkost
svého povrchu. Tyto kolony vSak odolavaji tlakiim jen do 5 MPa a pro ucely HPLC jsou
nepouzitelné. Jako modifikace se diive objevovaly rovnéz sklenéné kolony s nerezovym
plastém. Dnes jsou pouzivany kolony vyrobené z nerezové oceli, o dostatecné inertnosti
a odolnosti proti vysokym tlakiim. Jejich vnitini primér byva 4,0—4,6 mm, délka 60-250 mm,
také jsou dostupné kolony mensich primért a délek. Pro preparativni ucely dosahuji kolony
délek 900 mm a vice [72; 81]. Kolony o vnitfnich primérech 2-4 mm, oznacované jako
narrow bore, a 1-2 mm oznacované jako microbore, nachazeji vzrustajici uplatnéni. Jejich
vyhoda prameni ze sniZzeni spotfeby mobilni fize, dosahuje se zlepSeni rozliSeni v dusledku
zmenSené¢ diflize uvnitt kolony a také umoziuji relativné snadné spojeni s MS [69; 81].
Kolona je uloZena v termostatu [69; 78].

Kolony jsou naplioveé, velikost ¢astic stacionarni faze se pohybuje v rozmezi 2-5 pum. Vétsi
¢astice o prumérech 20-50 um mayji uplatnéni v preparativni chromatografii a ¢astice mensich
rozméra jsou pouzivany v UHPLC z diivodu vysokého narlstu zpétného tlaku systému [69;
78]. Jako napli kolon je pouzivan silikagel a jeho modifikace, méné potom alumina a oxid
titaniCity. Tyto materidly jsou tlakové stabilni a pouzitelné v Sirokém rozmezi pH [72; 78].
Zacinaji se také objevovat kolony monolitické, které obsahuji porézni silikagel tvofici jeden
celek (syntetizovan in situ). Tento materidl je vice propustny pro mobilni fazi, zachovava si
vysokou U€innost pii vysokych priitocich [69]. Dalsim sou¢asnym trendem je pouZzivani ¢astic
stacionarni faze s pevnym jadrem; benefitem je snizeni difizni dréhy analytu, zvySuje se
ucinnost, pikova kapacita a rozliSeni. Generovany zpétny tlak je mensi v porovnani s tlakem
u stejné velkych poréznich ¢astic, coZz umoznuje jejich pouziti v klasickych HPLC systémech
[82; 83].

Obrazek ¢. 15: Rozdil v difuzni draze analytu pro castici s pevnim jadrem a castici porézni [82]

Kratké (cca 0,4-1 cm) a méné finanéné€ narocné kolony jsou Casto zatazovany v sérii pred
vlastni analytickou kolonou. Tyto pfedkolony obsahuji stejnou stacionarni fazi jako kolona
analytickd a slouZi k jeji ochrané¢ pfed zneciStujicimi komponentami vzorku, které by
snizovaly jeji Zivotnost [69; 81].
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Silikagel je pouzivan pii chromatografii na normalnich fazich a slouzi jako zaklad pro mnoho
chemicky vazanych fazi. Silanolové skupiny Si-OH jsou zodpovédné za interakce s analytem.
Pti pH=8 ptechazi silikagel do roztoku a chromatografické loze je zni¢eno. Zptsobuje silnou
retenci bazickych sloucenin jako dusikatych bazi [72; 73].

Chemicky vazané faze jsou vyrabény derivatizaci silanolovych skupin silikagelu. Rezidualni
silanolové skupiny mohou byt odstranény navdzanim trimethylchlorsilanu (TMCS) nebo
hexamethyldisilazanu (HMDS); jednd se otzv. end capping. Vyhodou end cappingu je
zvySeni Zivotnosti a stability staciondrni faze. Pfitomnost rezidualnich silanolovych skupin
zpusobuje chvostovani pikti bazickych sloucenin. Jsou dostupné riizné vazané faze, vSechny
maji stabilni vazbu Si-C, na organickou ¢ast mohou byt navazany rizné polarni skupiny jako
hydroxy, amino, kyano nebo nitro a jsou pouzivany jak v chromatografii na normalnich, tak
také na obracenych fazich. Pokud je na silikagel navdzdna pouze organické slouceniny
(uhlovodikové fetézce v rozsahu C;-Cig), stacionarni faze je velice nepolarni a hydrofobni.
Nejcastéji je vazan oktyl nebo oktadecyl [69; 81].

Detektor a zaznamové zarizeni

Zaznamenava rozdil mezi priichodem c¢isté mobilni faze a mobilni faze obsahujici eluované
sloZky izolované ze vzorku. Idedlni HPLC detektor by mél mit vysokou citlivost a nizky
detekéni limit, dobrou selektivitu, rychlou odpovéd, Siroky linedrni dynamicky rozsah, bez
prispévkl rozsifujicich chromatografické zony, spolehlivost, jednoduchou obsluhu, nizkou
cenu a dostupnost [72; 73; 79]. Téchto pozadavkil Ize u jednoho detektoru redln€ jen tézko
dosahnout. VétSina detektorti splituje pouze Cast z vySe zminénych vlastnosti [72; 73].
Vybrané detektory budou podrobnéji popsany v nasledujici kapitole. Jako zaznamové zatizeni
bézné slouzi pocitac [72].
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Obrdazek ¢. 16: Zjednodusené usporadani HPLC [84]
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2.4.4. Detektory v HPLC
V nésledujici tabulce jsou uvedeny pouzivané detektory pro HPLC a jejich vlastnosti:

Tabulka ¢. 7: Zakladni parametry jednotlivych detektorii pouzivanych v HPLC [72; 73; 79]

Detektor Typ MoZnost Maximalni Maximalni
gradientu linearni rozsah citlivost [g/ml]
UV-VIS selektivni ano 10°-10 10°-10"°
DAD selektivni ano 10°-10* <2x107
RI univerzalni ne 10°-10* 107
Fluorescen¢ni velice selektivni ano 10-10* <10”
Amperometricky selektivni ano 10° 1072
FTIR selektivni ano 10* 10"
ELSD univerzalni ano 10° 10”
MS univerzalni ano 10-10* 107"

"bez zahrnuti tandemové MS

2.4.4.1. Spektrofotometrické UV-VIS detektory

Jsou to nejvice rozSifené detektory pouzivané v HPLC. Maji jednoduchou obsluhu, jsou
selektivni a nedestruktivni. Zakladem je rozdilna absorpce svétla analytu a mobilni faze.
Velké mnozstvi funkénich skupin absorbuje siln€é v UV oblasti, naptiklad aromatické
slouc¢eniny, karbonylové slouc¢eniny, alkeny a amidy. Naopak nasycené uhlovodiky, alkoholy
a jednoduché cukry absorbuji jen slabé nad 200 nm, zatimco néktera organicka rozpoustédla
absorbuji siln¢, naptiklad toluen a aceton. Proto je dulezity i vhodny vybér mobilnich fazi;
nevhodny vybér miize znacné snizovat citlivost detekce. Pokud analyt ve své struktuie
neobsahuje zadné chromofory, je detekce s vyuzitim tohoto detektoru nemozna. Vychodiskem
je provedeni derivatizace vhodnym c¢inidlem, abychom ziskali slou¢eninu schopnou absorpce
v UV-VIS oblasti. UV-VIS detektory lze rozdélit do dvou skupin, a to na detektory métici
pouze jednu vinovou délku nebo detektory méfici celé spektrum (DAD) [72].

Detektory s diodovym polem

Tyto detektory umoziuji snimani kompletnich spekter po cely Cas analyzy. ZvySuje se tak
citlivost v ptipadé€, pokud se absorpéni maxima pro jednotlivé analyzované latky li§i. Svazek
polychromatického svétla je coCkami soustfed'ovan do pratocné cely a nasledné pokracuje na
difrakéni miizku, kde dochdzi k rozkladu svétla na jednotlivé vinové délky (rozmezi — Sitka
Stérbiny). Toto svétlo dopadé na systém fotodiod. Komeréné dostupné DAD maji bézné 1024
diod na pokryti 600 nm (rozpéti 190-800 nm). Se sniZzujicim se poctem diod se rozliSeni
ziskanych spekter snizuje. Nedostatkem DAD je, Ze svétlo je dé€leno na jednotlivé vinové
délky, tim se snizuje jeho intenzita a klesa i citlivost [72].

37




zrcadlo miizka

o programovatelna

\ : $ifka Stérbiny

deuteriova vybojka

diodové pole

mérna cela

Obrazek 17: DAD [85]

2.4.4.2. Fluorescencni detektory

Vyznacuji se vysokou citlivosti a selektivitou, a proto jsou vhodné ke stopovym analyzam.
Vysoka selektivita je dosahovéana skutecnosti, ze pouze omezené mnozstvi latek je schopné
fluorescence. Jsou ziskavany dva druhy spekter, a to excitacni a emisni. Ob¢ dvé spektra jsou
charakteristickd pro kazdy analyt a napomahaji zna¢né k jeho identifikaci. Vzorek
prochézejici celou detektoru a je ozafen svazkem svétla o urcité intenzité¢ I, a excitacni
vlnové délce A, . Fluoreskujici analyt je schopen emitovat zafeni I" s charakteristickou vy3§i

vlnovou délkou A__ , ktera je zaznamendvana a prevadéna na elektricky signal. Protoze

em »
emitované zafeni neni monochromatické, selektivity lze dosdhnout monochromatorem,
nicméné se zvySenim selektivity klesé citlivost. S pomoci pfed-kolonové nebo post-kolonové
derivatizace lze touto technikou méfit 1 latky, které nejsou schopné fluorescence; v tomto
ptipadé Ize docilit vysoké selektivity a vybornych detek¢nich limiti [72].

2.4.4.3. Hmotnostné spektrometricka detekce

Jedna se o velice citlivou spektrometrickou metodu, kterd nabizi kvalitativni uplatnéni, pii
kterém dochdzi k objasiiovani struktur neznamych sloucenin, ur€eni molekulové hmotnosti
a prvkového sloZeni. Siroké uplatnéni nachazi také v kvantitativni analyze [72; 86].

MS je odliSna od ostatnich spektrometrickych technik, jakymi jsou napiiklad IR, UV-VIS
aNMR. VsSechny tyto techniky jsou zaloZeny na absorpci elektromagnetického zateni
a transformaci molekul ze zdkladniho stavu na stav excitovany; potom se vraci zpét do stavu
zakladniho. Jedna se proto o techniky nedestruktivni. U MS je konverze z iontii zpét na
molekuly nemoznd, a proto se jedna o destruktivni techniku [87].
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Je zaloZena na principu generovani iontti z molekul analytu, jejich naslednou separaci podle
poméru m/z a detekci. Vysledné hmotnostni spektrum piedstavuje zavislost relativniho
zastoupeni produkovanych iontl na m/z. Hmotnostni spektrometr se sklada z péti ¢asti: vstup
vzorku, iontovy zdroj, hmotnostni analyzator, detektor a sbér dat (PC). V hmotnostnim
spektrometru je z divodu prodlouzeni stfedni volné drahy letu ionti udrzovdno vysoké
vakuum. Vakuum je udrzovano v prostoru od iontového zdroje po detektor, ptipadné az za
iontovym zdrojem po detektor [86; 87].

Vzorek Spektrum
‘ A
Iontovy zdroj |~ Hmotnczstni — Detektor
analyzator

Zdroj vakua

Obrazek ¢. 18: Usporadani hmotnostniho spektrometru [88]

Spojeni HPLC a MS

Spojeni téchto dvou technik piinasi schopnost separovat a determinovat komponenty
komplexnich smési [72; 76]. Je obtizn€ji dosazitelné, nez je tomu u GC. Hmotnostni
spektrometrie pracuje pod vysokym vakuem a mobilni fize z HPLC musi byt proto
odstranéna [72; 86]. Mezi nejpouzivanéjsi iontové zdroje, vhodné pro spojeni kapalinové
chromatografie s hmotnostni spektrometrii, patfi elektrosprej (ESI) a chemickd ionizace za
atmosférického tlaku (APCI), ty budou déle popsany podrobnéji [72; 86].

Vakuovy systém

Generovani dostatecného vakua v systému je nedilnou soucasti MS. Pozadovand mira vakua
se odviji od pouzit¢ého hmotnostniho analyzéatoru, hodnoty byvaji v rozmezi 10°-10™"" Pa. Se
zvySujicim se vakuem vzrista stfedni volna drédha molekul/iontl, a proto pro analyzétory, ve
kterych ionty urazi del$i vzdalenosti, je zapotiebi vysSiho vakua. K dosazeni vakua jsou
pouzivany dvoustupniové Cerpaci systémy. V prvnim stupni jsou pouzivany rotacni olejové
pumpy a ve druhém potom turbomolekularni nebo diftzni pumpy [89].
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Iontovy zdroj

Ionizace analytu muze byt provedena mnoha zplisoby, a to v zavislosti na skupenstvi
analyzovaného vzorku a chemickych vlastnostech analyti [89].

Tabulka ¢. 8: Déleni ionizacnich technik [89]

ioniza¢ni technika

skupenstvi mékka tvrda
plynné CI EI

pevné MALDI -

kapalné ESI, APCI, APPI | -

Pro ionizaci z plynného stavu (vhodné pro spojeni GC/MS) je pouzivana elektronova
ionizace (EI), kde pfichazeji molekuly analytu do styku s elektrony o urCité energii.
Vzhledem ke své dobré reprodukovatelnosti je proto mozné vytvareni knihoven spekter
a porovnavani spekter neznamych latek se spektry ulozenymi v knihovnach (produkovano
velké mnozstvi fragmentovych ionti vzhledem k vysoké energii elektronti). Dal$i moznosti je
chemickad ionizace (CI), kde jsou molekuly analytli ionizovany prostfednictvim iontl
utvofenych z molekul reakéniho plynu (ty vznikaji interakci elektronil s reakénim plynem).
Reakéni spécie nejCastéji predava molekule analytu proton za vzniku kvazimolekularniho
iontu [M+H]". Jako reakéni plyn je pouZivdn methan nebo ethan; tato ionizace patii mezi
mekké ionizaéni techniky, a proto zde neni moznost vytvareni knihovny spekter. Jednim
z rozdilt téchto dvou technik je také to, ze EI na rozdil od CI produkuje pouze kladné nabité
ionty, zatimco CI produkuje ionty kladné i zaporné. Mize se stat, Zze molekulové ionty
nékterych latek nejsou ve spektru poskytnutém z EI viditelné, coz miize byt zptisobeno jejich
nestabilitou; informace o molekulové hmotnosti je proto nedostupna. CI je potom vhodnou
doplikovou technikou, protoze v jejim spektru lze nalézt kvazimolekuldrni iont a urcit z n¢j
molekulovou hmotnost. Pro ionizaci z pevného stavu je pouzivana technika laserové desorpce
za asistence matrice (MALDI) [87; 90].

Ionizace z kapalného stavu
Elektrosprej

Technika umoziujici vypafovani iontl pfitomnych v roztoku. Existuje velké mnozZstvi
nevolatilnich nebo termicky labilnich sloucenin, které maji kysel¢ nebo bazické funkcni
skupiny; pravé pro tuto skupinu slou€enin je elektrosprej vhodny. Je schopen vypatovat
z roztoku latky o vysoké molekulové hmotnosti a mnohonasobné je nabijet. Z tohoto divodu
je pouzitelny pro biomolekuly, jakymi jsou pfedev§im peptidy, proteiny, cukry a mnohé dalsi
[72; 81; 90].

Mezi kovovou kapilaru a vstup do analyzatoru je aplikovan potencial 2—-3 kV. Polarita
kapilary se voli na zakladé toho, jaké ionty maji byt detekovany. Pro kladné ionty je kapilara
udrZovana na kladném potencidlu, pro zdporné ionty naopak na zdporném potencialu. Vysoky

vvvvv
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k vnitinimu povrchu kapildry; mezitim jsou kladné ionty odpuzovany a soustied’uji se ve
sttedu kapilary (na jeji ose). lonty potom postupuji dal az k usti jehly. Vznikajici kapénky
obsahuji prebytek kladnych iontd. Pokud je na kapilate zaporny potencial, je situace zcela
opacnd; nabité kapénky obsahuji prebytek iont zapornych. Zavedenim zmlzovaciho
mechanismu (jako zmlzovaci plyn je pouzivan dusik) je umozné€no pracovat s prutoky
mobilni faze vétsSimi nez 0,2 ml/min a také je mozné pouzit vétsi procento vody v mobilni
fazi. Protiproud susiciho plynu (také dusik) slouzi k odpatfovani rozpoustédla ze vzniklych
kapének, jeho teplota se pohybuje okolo 350 °C [91; 72; 81]

lonty

Zmlzujici plyn
)

Aerosol Susici plyn

Kapilara

Obrazek ¢. 19:Elektrosprej [89]

Moznych mechanismli vzniku iontl z aerosolu je popsano vice. Jednim znich je Ion
evaporation. Postupnym odpafovanim mobilni faze se kapénky stdvaji mensi a mensi,
repulzni sily nakonec ptekonaji sily udrzujici kapénky pohromadé (povrchové napéti)
a dochazi ke Coulombické explozi, pii které postupné vznikaji kapénky mensi. Tento proces
se neustale opakuje, aZ nakonec vzniknou samostatné ionty [91; 72; 81].

+ t 4 + .

+ + ++4+ +' o
+  ® + . + + . L
+8 odpafovani _ + ® + Coulombicka + tot S &

v o ow - o0 r

+ ® ® _ rozpoustédia + .'++ exploze +H+ 4

+ * . 4t +@+

+ 4 + L+

dosazeni

Rayleighova limitu

Obrazek ¢. 20: Proces vzniku iontii z nabitych kapének mechanismem lon evaporation [89]
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Analyzatory

Maji za ukol separovat ionty na zdkladé poméru jejich hmotnosti a ndboje m/z. Pracuji na
podklad¢ nékterych fyzikalnich principti, jako je oscilace v elektrickém poli, doba letu,
odchyleni trajektorie v magnetickém nebo elektrickém poli a absorpce energie pfi
cykloiddlnim pohybu v magnetickém a elektrickém poli [92]. Daji se rozdélit na zakladé
jejich rozlisovaci schopnosti, kterou se rozumi schopnost pfistroje rozlisit dva sousedni ionty
o stejné intenzité [93].

ml

RP=——"—
m, —1m,

Timto zpiisobem se da vypocitat rozliSovaci schopnost (RP) pro dva sousedni piky s hmotami
m, a m,, které maji stejnou intenzitu a piekryvaji se v 10 % vysky. Jinou variantou je pomér

hmoty iontu k jeho $itce v 50 % vysky [93].

Tabulka ¢. 9: Déleni hmotnostnich analyzatorit na zdakladé jejich rozlisovaci schopnosti [92]

Nizké rozliSeni Kvadrupoél

RP do 5 000 Iontova past sféricka, linearni
Analyzator doby letu

Stfedni rozliSeni Analyzator doby letu s reflektronem

RP 5000 - 10 000 | Kvadrupol s hyperbolickym profilem tyci
Iontova past sférickd v zoom scanu

Vysoké rozliseni Sektorové s dvoji fokusaci
RP 10 000 a vice FT-ICR
Orbitrap

Analyzator doby letu s reflektronem

Iontova past sféricka

Pracuje v cyklickém rezimu a patii do kategorie dynamickych analyzatorid, u kterych jsou
trajektorie iontl ovlivnény silou ménici se s Casem [94]. Jednd se o zafizeni schopné
uchovévat ionty. Pracuje pouze s elektrickym polem, mé niz$i rozliSeni, avSak cenové je
dostupnéjsi. Skladad se z centralni prstencové elektrody a dvou elektrod krycich. Kryci
elektrody obsahuji otvory pro piivod iontl a jejich ejekci k detektoru. Na prstencovou
elektrodu je vkladano stfidavé radiofrekvencni (Rf) napéti; kryci elektrody jsou uzemnény
(toto nastaveni umoznuje stabilizaci iontd cca do 650 m/z, pro stabilizaci vétSich iontd je
nutné pridavné Rf napéti na krycich elektrodach. Po napusténi pasti jsou ionty kolizné
ochlazeny heliem (tlak 107 Torr) a soustiedény v centralni oblasti. Na prstencové elektrods se
postupné zvysuje Rf napéti, ionty za¢nou cirkulovat po stabilnich trajektoriich. ZvySovani Rf

Vv v

opoustéji prostor pasti a pokracuji k detektoru. Kapacita iontové pasti je limitovana, nebot’ pfi
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vétsSim mnozstvi iontd dochdzi ke vzniku prostorového naboje, ktery interferuje
s generovanym elektrickym polem, a proto je nezbytné optimalizovani intervalu napousténi
(provadéno automaticky) [72; 76; 86; 94; 92].

Velkym benefitem je potom moznost provadéni tandemové hmotnostni spektrometrie v Case.
Hlavni vyhodou tandemové spektrometrie je minimalizace chemického Sumu, a proto je
dosahovano nizsich limitd detekce. Misto postupného skenovani vSech ptitomnych iontl je
v pasti ponechan jen jeden prekurzor; ten je kolizné aktivovan s tercovym plynem (helium).
Na kryci elektrody je vlozeno rezonancni Rf napéti, kolize s heliem se stavaji energetické,
dochazi k fragmentaci a vzniklé fragmenty pak mohou byt skenovany, ptipadné je z nich
vybran dal§i prekurzor aje provedena MS®. Tyto kroky se mohou nékolikrat opakovat.
Nejvetsi praktické vyuziti ma vak MS? [92].

prstencova elektroda

iontovy
zdroj

p—

detektor

— (0

4

kryci
elektroda

kryci
elektroda

Obrazek ¢. 21: lontova past sféricka [95]
Detektor

Konvertuje svazek iontii na elektricky signal, ktery je dale zpracovavan. K témto ucelim se
pouziva elektronovy nasobic [76; 87].

Elektrondsobic s diskrétnim dynodovym systémem obsahuje systém dynod, z nichz kazda je
drzena na ur¢itém napéti (postupné se zvySujicim napéti); povrch dynod je z Cu/Be, ze
které¢ho je pii srdZzce s energickym iontem nebo elektronem vyrazen proud elektront.
Elektrondsobic s kontinudlnim systémem dynod ma tvar rohu (trubky), je ze skla s vysokym
obsahem olova. Napfti¢ celou délkou detektoru je vloZen potencial 1,8-2 kV. Ionty dopadaji
na povrch nedaleko vstupu, vyrdzi z povrchu elektrony, které po povrchu dale pteskakuji
a s kazdym narazem vyrdZzeji dalSi elektrony. Mohou byt umistény piimo za vystup
z magnetickych sektorovych analyzatorli, protoZe emitované ionty maji dostatek kinetické
energie na vyraZeni elektrond pfi jejich stfetu s detektorem. Mohou byt vSak pouzity
rovnéZz s kvadrupo6ly, avSak ionty musi byt nejdiive urychleny [76; 87].

Jako zdznamové zafizeni slouzi vétSinou pocita€; analogovy signal z elektronasobice
(kontinualné se ménici proud nebo napéti) je digitalizovan [87].
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Pristroje a pomiicky
Analytické vahy HR-120-EC, a & D Instruments Ltd.
Ptistroj pro ptipravu milli-Q vody Millipore QGARD, Academic
pH metr InoLab WTW series, Nameko, CR
Kapalinovy chromatograf Agilent 1100 Series
e Kolona Kinetex C18 délka 150 mm, vnitini primér 3 mm, velikost ¢astic 2,6 um
e Kolona Discovery ZR-PBD délka 150 mm, vnitini praimér 2,1 mm, velikost ¢astic
5 um
e Kolona Ascentis Express HILIC délka 150 mm, vnitini priimér 2,1 mm, velikost ¢astic
2,7 um
Hmotnostni spektrometr Agilent lon Trap 6320 LC/MS
Infuzni pumpa kdS 9100, kdScientific
Generator dusiku Peak Scientific
Ultrazvukova vodni lazen Kraintek 5
Ptistroj pro suseni pod dusikem Evaterm, LABICOM s. r. o.
SPE extraktor SUPELCO aJ. T. Baker
Vakuova pumpa KNF LAB LABOPORT
SPE kolonky:
e Supel Select HLB 200 mg, 6 ml
e Oasis PRIME HLB 60 mg, 3 ml
e Supelclean™ ENVI — 18 500 mg, 6 ml

e Filtry se sklenénymi vlakny NM GF 1, primér 55 mm, Macherey-Nagel, Némecko
e Stiikackové filtry Cronus PTFE, 0,45 pm, primér 13 mm
e  Munktell papirovy filtr, primér 125 mm, ploSna hmotnost 84 g/m2

Bézné laboratorni sklo a pomiicky

3.2. Pouzivany software pro zpracovani dat
MS Excel 2007

MS Word 2007

Chemstation for LC 3D systems Rev. B.01.03-SR2
6300 Series TrapControl Version 6.2

6300 Series DataAnalysis Version 6.2
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3.3. Pouzité chemikalie a standardy

3.3.1. Chemikalie

Acetonitril — HPLC Far UV/Gradient Grade, J. T. Baker

Acetonitril — LC-MS Chromasolv® o Cistoté > 99,9 %, Sigma Aldrich
Kyselina mravenci o cistoté > 98 %, Sigma Aldrich

Amoniak — vodny roztok, min. 25 %, p. a., Lach-Ner, s. r. o.

Octan amonny o Cistoté > 99 %, p. a., Fluka

3.3.2. Plyny

Dusik — 4.7 Siad Czech spol. s. 1. o.
Helium — 6.0 Linde gas a. s.

3.3.3. Standardy

Azithromycin dihydrate — Dr. Ehrenstorfer GmbH, &istota 97 %
Clarithromycin — Dr. Ehrenstorfer GmbH, ¢istota 99 %
Erythromycin — Sigma Aldrich, ¢istota > 90 %

Roxithromycin — Sigma Aldrich, ¢istota > 90 %

3.4. Sledovana matrice

Odpadni voda odebrana z COV Veterinarni a farmaceutické univerzity Brno, p¥itok a odtok.
Odpadni voda odebrana z velkokapacitni COV Brno-Modfice, ptitok a odtok.

Odpadni voda odebrana z COV Mikulov, piitok a odtok.

3.4.1. Technologicka specifikace COV VFU Brno

Slouzi pro predcisténi a hygienizaci odpadnich vod produkovanych v celém aredlu univerzity.
V prvnim stupni je voda zbavena hrubych necistot a pokracuje do usazovaci nadrze, kde je
sedimentovan primarni kal. Dale pak voda vstupuje do aktivacni nadrze s provzdusnovanim
a potom pokracuje do dosazovaci nadrze. Sedimentovany aktivovany kal je vracen zpét do
aktivace pro zajisténi dostateného mnozstvi aktivni biomasy. Voda je nésledné
dezinfikovdna chlorem v mnozstvi 180 mg/h. Takto oSetfend voda odtéka do stokoveé sité
meésta Brna. Primarni kal je sterilizovan ve sterilizatoru pfti teploté 125 °C po dobu 35 min,
nasledné je kal ochlazen na teplotu v rozsahu 30-40 °C a vypustén do kanalizace [96].

3.4.2. Technologicka specifikace COV Brno - Mod¥ice

Jednd se o mechanicko - biologickou Cistirnu s maximalni kapacitou 515000 EO
a maximalnim pfitokem 137 000 m® odpadni vody za den. Priméarni mechanické ciSténi
sestava z lapaku Stérku, Ceslovny a lapdku pisku s provzdusiovanim k odstrafiovani tukd na
principu flotace. Za lapdky pisku je umistén automaticky vzorkova€. Voda dale natékd do
usazovacich nadrzi, kde dochézi k sedimentaci primarniho kalu, ten pak déle pokracuje na
predzahusténi. Biologicky stupen se sklada z aktivace s pfedfazenou denitrifikaci a anaerobni
defosfataci. Rovnéz zde probihd chemické srazeni fosforu Zelezitou soli. Voda prosla
procesem aktivace pokracuje do dosazovacich nadrzi, kde je odd€lovana findlni vyciSténa
voda od aktivovaného kalu. Vyc€isténa voda prochazi ptes zafizeni monitorujici pratok do
recipientu (feka Svratka); na tomto misté je umistén i automaticky vzorkova¢. Cast kalu

45



(vratny kal) je vracena zpét do aktivace k dosazeni optimalni koncentrace aktivni biomasy.
Zbyla cast kalu (kal ptebyte¢ny) je vedena do predzahusténi. Po homogenizaci primarniho
a prebytecného kalu putuje kal s obsahem susiny 5 % do vyhnivacich nadrzi. Vyhnily kal se
susinou 3,5 % je veden na odstfedivky, kde probihd jeho odvodnéni na kal s obsahem suSiny
25 %. Tento odvodnény kal je bud’ transportovan do kontejnerti a odvazen ke kompostovani
nebo je veden do suSarny, kde dochdzi k jeho suseni pifi 105 °C. Pii této teploté jiz
probiha pasterizace a hygienizace a produktem je kal s obsahem su$iny 85-92 %. Bioplyn
vznikajici ve vyhnivacich nadrzich je veden do plynojemil a po jeho odsifeni je spalovan
v plynovych motorech instalovanych v arealu COV [97; 98].
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Obrézek & 22: Poloha COV VFU a COV Brno — ModrFice

3.4.3. Technologicka specifikace COV Mikulov

Tato Cistirna rovnéz pracuje na mechanicko-biologickém principu; jeji maximalni kapacita je
24 850 EO a maximalni pfitok 5 184 m’/den. Mechanicky stupefi se sklada z lapaku §térku,
cesel a lapaku pisku. Voda pak pokracuje do ¢tyfkomorového anoxického selektoru a z ného
do prostoru aktivace s jemnobublinnnou aeraci. K odstranéni fosforu je davkovéano srazedlo
bud’ do mista pred aktivaci, nebo do mista pied dosazovaci nadrzi. Voda prosla aktivaci
natéka nasledné do dosazovacich nadrzi, kde probihd sedimentace aktivovaného kalu. Cast
aktivovaného kalu je vracena zpét do prvni komory selektoru a ¢ast je vedena jako piebytecny
kal k zahuS§téni. Odsazena voda je nasledné vedena na bubnovy mikrofiltr, ktery tvofi terciarni
Cast Cistictho procesu. Potom vyciSténd voda odtéka do recipientu. Kal je dale veden do
akumula¢nich nadrzi, kde dochazi k jeho provzdu$novani a hygienizaci; nasleduje odvodnéni
na odstfedivce a jeho transport na deponii v arealu COV [99; 100].
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Obrazek ¢. 23: Poloha COV Mikulov
3.5. Postup stanoveni

3.5.1. Odbéry vzorku

V pribéhu mésice dubna bylo provedeno nckolik odbéri vzorki vody z vysSe
popsanych COV; vzdy se jednalo o vzorek z pfitoku a odtoku. Nésledujici tabulka shrnuje
odbérové dny a typy vzorki u jednotlivych COV.

Tabulka ¢. 10: Charakterizace odbérovych dni a typii vzorkii

cov Datum odbéri Typ vzorku

VFU Brno 7.4.2016 prosty

Brno — Modfice | 19.4.-29.4.2016 | slévany 24 hodinovy
Mikulov 20.4.a27. 4. slévany 24 hodinovy

Vzorky byly skladovany v tmavych sklenénych vzorkovnicich o objemu 11 a do doby
zahajeni analyzy byly uchovany pfti teploté 4 °C. Analyza vzorkll prob&hla nejpozdéji do
48 hodin od jejich odbéru.

3.5.2. Uprava vzorku pied izolaci sledovanych analyti

Pted vlastni SPE extrakci bylo nutné odstranit ze vzorku vody suspendované pevné Castice.
Pro ptitok byla nejprve provedena filtrace ptes papirovy filtr a nasledné filtrace pres filtry se
sklenénymi vlakny. U vody odebrané na odtoku byla filtrace provedena pouze pres filtry se
sklenénymi vlakny. Po filtraci bylo pH vzorku upraveno roztokem amoniaku na hodnotu 7.
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3.5.3. Izolace sledovaného analytu

Pro izolaci analytu z matrice odpadni vody byla provedena extrakce na tuhou fazi (SPE). Pro
extrakci byly pouzity kolonky Supel Select HLB 200 mg/6 ml.

Optimalizovany SPE postup:

kondicionace 5 ml acetonitrilu
5 ml 10 mM CH3COONHy4 o pH ~7
naneseni vzorku 200 mlo pH ~ 7
promyti 3 ml milli-Q vody o pH ~ 7
suSeni proudem vzduchu 15 minut
eluce 2x2 ml acetonitrilu
suSeni pod dusikem
rozpusténi 1 ml acetonitrilu

SUPELCO younes

Solutions within™

Obrazek ¢. 23: SPE extrakce, faze nandseni vzorku
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3.5.4. Identifikace a kvantifikace analytu

Pro identifikaci a kvantifikaci vybranych makrolidovych antibiotik byla pouzita vysokoucinna

kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostné¢ spektrometrickou detekei; ionizaéni

technikou byl elektrosprej, analyzatorem sféricka iontova past. Analyty byly separovany na
kolon¢ Ascentis Express HILIC o rozmérech 2,1 x 150 mm a velikosti ¢astic 2,7 um.
Kvantifikace analytu probéhla metodou kalibra¢ni piimky.

HPLC podminky:
MF A: 10 mM CH3;COONH, pH=6,7
B: acetonitril
pritok 0,60 ml/min
nastrik 2,5 ul
gradient viz. tabulka nize
teplota kolony 50 °C
délka analyzy 6 min + 5 min ekvilibrace kolony
MS podminky:
tlak zmlZovace 35 psi
pritok susiciho plynu 12 /min
teplota suSiciho plynu 350 °C
ioniza¢ni mod pozitivni
scan 500-1000 m/z

Tabulka ¢. 11: Pribeh gradientu mobilni faze

Cas [min] | A[%] B [%]
0 20 80
3 20 80
5 50 50
6 20 80

Tabulka ¢. 12: Retencni casy a charakteristické hmoty pro jednotlivé analyty

Analyt Ry [min] m/z
ROX 2,7 837,6
KLA 2,8 748.5
AZI 2,8 749,6
ERY 3,0 734,5
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1. Urceni sledované charakteristické hmoty pro jednotlivé analyty

K tomuto zjiSténi byl nejdiive proveden piimy ndstfik jednotlivych analytd o koncentraci
10 pg/ml na hmotnostni spektrometr za pomoci infuzni pumpy. Jako vhodné rozpoustédlo byl
pouzit acetonitril.

MS podminky
pritok 5 pl/min
tlak zmlZovace 7 psi
pritok susiciho plynu 10 I/min

teplota suSiciho plynu 350 °C

ioniza¢ni mod pozitivni
scan 100-900 m/z

Intens8 AZ|_000000.d: +MS
x10°
749.6

2.5+

[M+H]"

2.0+

0.5

[M+H+H]*

1 375.3
0.0 L \ N A i

100 2(')0 360 460 5(')0 6(’)0 760 8(')0 mz

Obrazek ¢. 25: Hmotnostni spektrum azithromycinu
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Intens. CLA_000000.d: +MS
x108
748.5
1.0
[M+H] *

0.8
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N
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0.2
00 : : : : “ : W
100 200 300 400 500 600 700 800 mz
Obrazek ¢. 26: Hmotnostni spektrum klarithromycinu
Intens. ERY_000000.d: +MS
x108
7345
1.0
N
[M+H]

0.8

0.6

0.4

N
[M+Na]
0.2 756.5
0.0 : : : : : : e
100 200 300 400 500 600 700 800 mz

Obrdazek ¢. 27: Hmotnostni spektrum erythromycinu
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Intens. | ROX_000000.d: +MS
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Obrazek ¢. 28: Hmotnostni spektrum roxithromycinu

Pro kazdy analyt byla vybrana charakteristicki hmota m/z predstavujici jejich
kvazimolekularni iont [M+H]".

4.2. Optimalizace chromatografickych podminek
4.2.1. Vybér vhodné kolony

4.2.1.1. Kolona Discovery ZR-PBD, 150 x 2,1 mm, 5 uym

Pracuje na principu obracenych fazi. Stacionarni fazi tvofi sférické CcCastice oxidu
zirkonicitého, na kterém je chemicky vazan polybutadien. Tento druh stacionarni faze je
schopen odolavat vysokym teplotdm az do 150 °C, stabilni je vrozmezi pH 1-13 aje
pouzitelnd do tlaku 310 barti. Castice stacionarni faze generuji mensi zpétny tlak neZ je tomu
u Castic na bazi silikagelu; rozdil je v ploSe aktivniho povrchu. Tak je mozné pracovat
s vyS$Simi prutoky mobilni fize a sniZovat délku analyzy. Jako organicka slozka mobilni faze
je vice doporucovan acetonitril nez methanol, divodem je poskytovani vy$§i UCinnosti
separace. Jako vodna slozka jsou pro spojeni LC-MS doporucovany pufry jako octan amonny
nebo amoniak. Tato kolona je zvlasté vhodna pro bazické slou€eniny, a to z divodu mozZnosti
pracovat za vysokych hodnot pH; rovnéz nezplsobuje chvostovani pikil bazickych sloucenin,
jako tomu byva u staciondrnich fazi zaloZenych na vazaném silikagelu (rezidudlni silanolové
skupiny mohou u bazi vyvolat sekundarni interakce projevujici se prave chvostovanim) [101].
Na zéklad¢ téchto poznatkli a chemickych vlastnosti stanovovanych analytii byla tato kolona
zvolena jako vhodna pro ovéfeni.
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HPLC podminky:

MF A: 10 mM CH3COONH; o pH 7,6
nebo 10 mM NHj; o pH 9,5
B: acetonitril
pritok 0,20 ml/min
nastrik 2,5 ul
teplota kolony 30 °C
MS podminky:
tlak zmlZovace 20 psi
pritok susSiciho plynu 10 /min
teplota suSiciho plynu 350 °C
ioniza¢ni mod pozitivni
scan 100-900 m/z

Bylo provedeno néckolik experimentid, pifi kterych bylo ménéno sloZzeni mobilni faze
a jeji gradient. Ani jedno z méteni nepfineslo pozitivni vysledky, protoZe analyty na koloné
nevykazovaly zadnou retenci. Z téchto diivodi bylo nutno vyzkouset dalsi kolonu s jinym
druhem stacionarni faze.

4.2.1.2. Kolona Kinetex C18, 150 x 3 mm, 2,6 um

Tato kolona pracuje rovnéz v modu obracenych fazi. Stacionarni faze je slozena ze silikagelu
modifikovaného oktadecylem, ¢astice maji pevné jadro. Kolona je stabilni v rozmezi pH 1,5
az 8,5, je mozna pouzivat do tlaku 600 bar, teplotné je stabilni do 60 °C [102]. Velké
mnozstvi studii zabyvajicich se stanovenim makrolidovych antibiotik pravé tento druh
stacionarnich fazi pouzivalo, a proto byla tato kolona vybrana k experimentalnimu ovéieni.
Byly nastaveny nasledujici podminky:

HPLC podminky:
MF A: 10 mM CH3;COONH, pH=6,7
B: acetonitril
prutok 0,20 ml/min
nastrik 2,5 ul
gradient od 25 % ACN po 90 % ACN v 9. minuté
teplota kolony 40 °C
délka analyzy 18 min + 12 min ekvilibrace kolony
MS podminky:
tlak zmlZovace 25 psi
pritok suSiciho plynu 10 /min
teplota suSiciho plynu 350 °C
ioniza¢ni méd pozitivni
scan 100-900 m/z
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Obrazek ¢. 29: Extrahované iontové chromatogramy pro jednotlivée makrolidy, koncentrace 1000
ng/ml

Jak je vidét z obrazku €. 29, pfi téchto chromatografickych podminkéach byly piky analyt
Siroké ajejich tvar, zejména u erythromycinu, nebyl idedlni. U azithromycinu
a klarithromycinu dochéazelo ke koeluci, nicméné pro MS detekci tato skute¢nost problém
nepiedstavuje. NejvétsSim problémem bylo neidealni chovani azithromycinu na této koloné, po
eluci v ¢ase 15,8 min byl totiz v ur¢ité dobé pozorovan dalsi narust jeho intenzity signalu (viz.
Sipka v obrazku ¢. 29).

K dosazeni vyssi ucinnosti kolony byl dale zvysen prutok mobilni faze. Optimum pratoku pro
tuto kolonu se pohybuje okolo 0,50 ml/min. Pro moznost pracovat s témito vyS§imi pratoky
byl na elektrosprej nainstalovan spacer, ktery zvétSuje prostor mezi ustim sprejovaci jehly
a prestupni kapilarou. Toto zvySeni pritoku znamenalo inartst zpétného tlaku, proto byla
teplota kolony upravena na 40 °C.

HPLC podminky

MF A: 10 mM CH3;COONH, pH=6,7
B: acetonitril
prutok 0,50 ml/min
nastrik 2,5 ul
gradient od 25 % ACN po 90 % ACN v 4. minuté
teplota kolony 40 °C
délka analyzy 9 min + 6 min ekvilibrace kolony
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MS podminky

tlak zmlZovace 35 psi
pritok susSiciho plynu 12 I/min
teplota suSiciho plynu 350 °C
ioniza¢ni mod pozitivni
scan 500-1000 m/z
Intens. |
x108
7.3 min
KLA 7.0 min
1.0- ROX
0.84
ERY
0.6
5.7 min
AZI
0.4
0.2 /
0.0

T T T T T T T
55 6.0 6.5 70 75 8.0 Time [minl

Obrazek ¢. 30: Extrahovany iontovy chromatogram pro jednotlivé makrolidy, koncentrace 1000 ng/ml

Z chromatogramu je patrné znacné snizeni retencnich casti analytli, zvySuje se uUc¢innost
kolony, vzrlstd intenzita signalu. Nicméné na neidedlnim chovéni azithromycinu se nic
nezménilo, také u piku erythromycinu nedochazi ke zlepSeni. Ani dalSi provadéné zmény
v gradientu nemély za nasledek zlepSeni tvaru piki.

4.2.1.3. Kolona Ascentis Express HILIC, 150 x 2,1 mm, 2,7 um

Vzhledem k vySe uvedenym skute¢nostem bylo oveéfovano pouziti i dalsi kolony. Tato kolona
pracuje na principu normalnich fazi; stacionarni fazi je nevdzany silikagel, ktery je stabilni
vrozmezi pH 1 aZz 8. Mechanismus retence je vice komplexni a zahrnuje napt. déleni
kapalina-kapalina (na povrchu silikagelu je drZena vrstva vody z mobilni faze, pfedevs§im pti
jejim vysSim procentu) a/nebo se uplatiiuje mechanismus adsorpce polarnich funkénich
skupin analytli na stacionarni fazi. Vhodna je na separaci polarnich latek [103]. Na této
koloné byly vyzkouseny nasledujici podminky.
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HPLC podminky:

Intens.
x107

MF A: 10 mM CH3COONH, pH=6,7
B: acetonitril
pritok 0,60 ml/min
nastrik 2,5 ul
eluce izokraticka, 80 % acetonitrilu
teplota kolony 50 °C
délka analyzy 4 min + 4 min ekvilibrace kolony
MS podminky:
tlak zmlZovace 35 psi
pritok susiciho plynu 12 /min
teplota suSiciho plynu 350 °C
ioniza¢ni mod pozitivni
scan 100-900 m/z
ROX

T
3.25

3.50 3.75 Time [min]

Obrazek ¢. 31: Extrahovany iontovy chromatogram pro jednotlivé makrolidy, koncentrace 400 ng/ml

Pouziti této kolony pfedstavuje vhodny vybér, protoze stouto kolonou byly jiz nalezeny
optimalni podminky pro analyzu sledovanych antibiotik. DoSlo k dalsimu poklesu v Case
analyzy, tvary pikil byly jiz optimalni, jejich Sitka se také snizila a intenzita signilu znacné
vzrostla. RovnéZ byly vyzkouSeny rizné typy gradientli, avSak izokraticka separace s 80 %
acetonitrilu byla idedlni. Pro analyzu redlnych vzorkd bylo vSak nutné, a to po eluci
erythromycinu ve 3. minuté, zvysit elu¢ni silu mobilni faze tak, aby byly z kolony vyeluovany
1 latky s vysSi retenci. Rozsah skenovani iontové pasti byl upraven nasledovné: ze 100—
900 m/z na 500-1000 m/z.
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4.3. Optimalizace SPE extrakce

4.3.1. Kalibra¢ni pfimka

Pro zjisténi koncentraci, a tim i vytéznosti SPE metody, byly sestrojeny kalibracni piimky
predstavujici zavislosti plochy pikli na koncentraci. Rozsah kalibrace byl proveden v rozsahu

na 2,5-400 ng/ml.
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Graf ¢. 3: Kalibracni primka azithromycinu
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Graf'¢. 4: Kalibracni primka klarithromycinu

57




3,0E+08 T . 4 /4 A4 0
] Kalibrac¢ni primka erythromycinu
2,5E+08 -
— 2,0E+08 1
= ]
=
2 1,5E+08 1
g y =701 534x - 56 754
E ] R?=0,99996
& 1,0E+08 1
5,0E+07 1
O’OE+00-‘Illllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllll
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
koncentrace [ng/ml]
Graf ¢. 5: Kalibracni primka erythromycinu
4,0E+08 1 Kalibrac¢ni pfimka roxithromycinu
3,5E+08 ]
3,0E+08 ]
= 2,5E+08 ]
= ]
2 ]
= 2,0E+08 1
5 ]
] R?=0,99996
1,0E+08 1
5,0E+07 ]
0,0E+00:\llll|llll|lllllllllllllllllllllllllllllllllll
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

koncentrace [ng/ml]

Graf ¢. 6: Kalibracni primka roxithromycinu

4.3.2. Vybér vhodného druhu kolonky a pracovniho postupu

Byly ovéfovany celkem tfi typy SPE kolonek, ato Supel Select HLB 200 mg/6 ml,
Supelclean ENVI-18 SPE 500 mg/6 ml a Oasis PRIME 60 mg/3 ml.

Na téchto kolonkach byl ovéfovan pracovni postup €. 1. Objemy a druhy kondicionacnich,
promyvacich a elucnich c¢inidel byly vybrany na zdkladé doporuceni vyrobce kolonek a na
zakladé vlastnosti sledovanych analyti. Pro kazdy druh kolonky byly provedeny dvé paralelni
stanoveni a vysledné hodnoty byly zprimérovany.
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Postup ¢. 1:

5 ml acetonitrilu
5 ml 10 mM CH3COONH, o pH 7
200 ml vody o pH 7, obsah 300 ng kazdého antibiotika

kondicionace

naneseni vzorku

promyti 3 ml milli-Q vody o pH 7
suSeni vzduchem 15 minut
eluce 2 x 2 ml acetonitrilu
odpareni pod dusikem podporované zahiivanim na 40 °C
rozpusténi 1 ml acetonitrilu

Na kolonk4dch Oasis PRIME bylo dosazeno uc¢innosti v rozmezi 7-10 % a na kolonkach
Supelclean ENVI-18 nebyly analyty zadrZzovany. Nejlepsi vysledky byly dosazeny pfi pouZiti
kolonek Supel Select HLB, jejichz u¢innost se pohybovala v rozmezi 86—90 %. Tyto kolonky
byly proto vybrany jako optimalni pro extrakci danych antibiotik.

Tabulka ¢. 10: Stanovené koncentrace analytit a ucinnosti pro jednotlivé druhy kolonek

AZI KLA ERY ROX
c[ng/ml] | n[%] |c[ng/ml] |n[%] |c[ng/ml] | n[%] |cng/ml] |mn][%]
PRIME 30,75 10,25 22,92 7,64 22,65 7,55 23,01 7,67
ENVI - - - - - - - -
HLB 266,0 88,66 260,9 86,98 258.,8 86,27 270, 6 90,19

4.3.3. Modifikace postupu pro kolonky Supel Select HLB 200 mg/6 ml

4.3.3.1. Vliv pouzitého kondicionacniho Cinidla

Diivodem tohoto ovéfovani byla snaha o zjednoduseni kondiciona¢niho kroku; misto pouziti
roztoku octanového pufru o urCité koncentraci a pH byla vyzkouSena pouze milli-Q voda
o pH 7 pfi zachovani stejnych parametrti jako u postupu €. 1. Efekt této modifikace mél vsak
negativni vliv (pokles o 5 %) na ucinnost extrakce, a proto byl jako optimalni ponechan
roztok 10 mM CH3;COONHs o pH 7. Vzhledem k vysoké ucinnosti extrakce pii vychozim
postupu nebylo déle tfeba modifikovat druh organické ¢asti kondicionace.

4.3.3.2. Vliv objemu nandSeného vzorku

Na extrakci mize mit vliv icelkovy objem nandSené¢ho vzorku; tato skutecnost oveéfovana
nebyla, protoze pii vy$Sim objemu jak 200 ml by uz hrozilo u realnych vzorkii ucpavani
kolonky (i kdyz byla voda filtrovana). Niz$i objem vody by pak znamenal mensi absolutni

v v

signalu.
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4.3.3.3. Vliv koncentrace analytii

Dale byla ucinnost ovéfena rovnéz na niz§i koncentracni hlading, a to pfi obsahu 15 ng
ve 200 ml. Tyto hodnoty byly vybrany na zdkladé ptedpokladanych koncentraci v odpadni
vode (75 ng/ml a 1500 ng/l). Pro kazdou koncentra¢ni tiroven bylo provedeno Sest paralelnich
stanoveni a vysledky byly statisticky zpracovany. Bylo zjisténo, Ze v tomto koncentraénim
rozmezi jsou G¢innosti extrakce srovnatelné.

4.3.3.4. Vliv promyvaciho Cinidla

Promyvaci krok je dualezity k ziskani CistSiho extraktu, coz ma pozitivni dopad u samotné
analytické koncovky. Chromatografickd kolona neni tolik zatéZovéana, snizuje se mnoZstvi
moznych interferentd (jind mira u¢inku i v zavislosti na zptisobu detekce, napt. MS vs. MS?
atd.). Jako promyvaci €inidlo byla testovana milli-Q voda o pH 7 aroztok 5% methanolu
v milli-Q vodé& o pH 7 a objemu 3 ml. Pouziti roztoku methanolu jiZ mélo znatelny negativni
vliv na ucinnost, analyty byly pravdépodobné Castecné eluovany jiz v promyvacim kroku,
ucinnosti se pohybovaly pro vSechny analyty okolo 70 %.

4.3.3.5. Vliv mnoZstvi sorbentu

Dostupné byly i kolonky stejné znacky, avSak stacionarni faze meéla hmotnost 60 mg.
Kolonky byly otestovany za pouziti optimalizovaného postupu ¢. 1. Bylo zjisténo, ze niz§i
mnozZstvi sorbentu neni pro izolaci analytii dostate¢né. Uginnosti se pohybovaly pro viechny
analyty okolo 20 %.

4.3.3.6. Dalsi parametry majici vliv na ucinnost extrakce makrolidu

Dal$im moZznym parametrem ovliviiujicim extrakci je pro polarni analyty hodnota pH, pro
makrolidy s hodnotami pK, blizicimi se 9 nelze ocekavat, ze by nizs$i nez pouzit¢ pH bylo
uc¢innéjsi. Hodnota pH 7, ktera poskytovala vysoké u¢innosti, byla proto zvolena za optimalni.
Déle 1 pouzité elucni ¢inidlo a jeho objem mtize vyrazné ovlivnit vytéznost. Jelikoz i€innost
extrakce pifi vychozim postupu byla dostatecné vysokd, nebylo tieba tento krok jesté
optimalizovat.

4.3.4. Statistické vyhodnoceni

Pro statistické vyhodnoceni optimalizované metody bylo za identickych podminek provedeno
Sest paralelnich stanoveni pro dvé koncentra¢ni tirovné.

Tabulka ¢. 11: Vysledné koncentrace analytii pro kolonky Supel Select HLB 200 mg/6 mi, postup ¢. 1,
teoreticka koncentrace v extraktu 300 ng/ml

Teoreticka Vysledna koncentrace
koncentrace [ng/ml]
[ng/ml] AZI KLA ERY ROX
300 268,3 266,4 260,2 270,4
300 263,7 2554 2574 270,7
300 276,7 2787 256,2 284,7
300 273,0 2747 260,1 265,8
300 2774 267,2 263.,4 275,8
300 263,3 270,0 254,1 266,9
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Tabulka ¢. 12: Vysledné koncentrace analytii pro kolonky Supel Select HLB 200 mg/6 ml, postup ¢. 1,
teoreticka koncentrace v extraktu 15 ng/ml

Teoreticka Vysledna koncentrace
koncentrace [ng/ml]
[ng/ml] AZI KLA ERY ROX
15 12,74 11,83 13,17 13,52
15 13,99 13,59 12,14 14,50
15 13,22 12,85 12,63 13,36
15 12,97 13,70 13,10 13,73
15 12,85 12,98 13,25 13,95
15 13,55 13,23 12,89 14,23
Tabulka ¢. 13: Porovnani ucinnosti extrakce pro obé koncentracni urovné
Utinnost [%]
AZ1 KLA ERY ROX
15 300 15 300 15 300 15 300
ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml
1 84,92 89,43 78,84 88,81 87,80 86,74 90,14 90,13
2 93,29 87,89 90,60 85,15 80,93 85,79 96,64 90,24
3 88,13 92,22 85,66 92,89 84,21 85,40 89,05 94,88
4 86,45 91,01 91,35 91,58 87,33 86,71 91,51 88,61
5 85,70 92,47 86,56 89,05 88,33 87,78 92,99 91,94
6 90,32 87,77 88,23 90,01 85,93 84,69 94,90 88,95
pramér 88,14 90,13 86,87 89,58 85,76 86,19 92,54 90,79

Pro ob¢ koncentracni rovné byla nasledné vypoctena smérodatnad odchylka S v MS Excel
funkci SMODCH. Relativni smérodatnd odchylka RSD byla vypoc¢tena podle vzorce:

RSD:lO(_)'S

C

S ... smérodatnd odchylka [ng/ml]

C ... prumérna koncentrace [ng/ml]

Pomoci funkce VAR. VYBER byl nasledné vypoéten rozptyl namétenych hodnot.

Tabulka ¢ 14: Ucinnosti a zakladni statistické parametry SPE pro spike 300 ng/ml

AZI KLA ERY ROX
primérna koncentrace [ng/ml] 270,4 268,7 258.,6 272,4
primérna ucinnost [ %] 90,13 89,58 86,18 90,79
smérodatna odchylka [ng/ml] 5,71 7,32 3,03 6,36
RSD [%] 2,11 2,72 1,17 2,33
rozptyl [ng/ml] 39,06 64,24 11,05 48,48
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Tabulka ¢ 15: Ucinnosti a zdkladni statistické parametry SPE pro spike 15 ng/ml

AZI KLA ERY ROX
primérna koncentrace [ng/ml] 13,22 13,03 12,86 13,88
prumérna vytéznost [ %] 88,13 86,87 85,76 92,54
smérodatna odchylka [ng/ml] 0,43 0,62 0,38 0,39
RSD [%] 3,29 4,74 2,97 2,84
rozptyl [ng/ml] 0,23 0,46 0,18 0,19

4.3.5. Matriéni efekt

Latky pfitomné ve vodé mizou mit negativni, pozitivni nebo zadny efekt na ucinnost SPE.
Proto bylo provedeno ovéfeni této teorie. Za optimalizovaného SPE postupu byla analyzovana
voda z piitoku a odtoku, odebrand na COV VFU Brno; do vody bylo naddvkovano 300 ng od
kazdého antibiotika. Soucasné byla provedena extrakce a stanoveni pro vzorek bez pridavku.
Plochy piki analyti s pifidavkem byly odecteny od ploch pika analyti ve vzorku bez
piidavku; nicmén¢ ani tento postup neni zcela piesny. V idedlnim piipad¢€ by mél byt matri¢ni
efekt vyhodnocovan na vod¢, ktera je sledovanych analyt prosta, avSak ma stejné vSechny
ostatni vlastnosti jako voda, ktera ma byt analyzovéana na obsah téchto latek. Tyto podminky
jsou jen tézko dosazitelné, protoze laboratorné ptipravend odpadni voda se nemusi zcela
shodovat s redlnou odpadni vodou, ve které je ptitomno velké mnozstvi riznych latek. Dalsi
moznosti je stanoveni matricniho efektu na redlné vod¢, u které je vysokd pravdépodobnost,
ze cilové analyty neobsahuje; zde vSak muze byt také problém, protoze ne vSechny IéCivé
latky jsou schvaleny nebo pouzivany v radmci urcitého statu.

Matri¢ni efekt byl vypocitan podle nasledujici rovnice:

%M = 100- plocha piku v realném vzorku

[104]
plocha piku v modelovém vzorku

Byl pozorovan negativni vliv matrice na extrakci makrolidovych antibiotik. Nejsiln€jsi vliv
byl zjistén na piitoku do COV. Pro azithromycin a klarithromycin byl pozorovan nejvétsi
pokles. Hodnoty matri¢nich efekti pro jednotlivd antibiotika jsou shrnuty do nasledujici
tabulky.

Tabulka ¢. 16: Stanovené hodnoty matricnich efektii

M [%]
AZ1 KLA ERY ROX
pritok 46,14 47,53 55,35 62,44
odtok 92,15 91,25 95,87 98,75
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4.4. Realné vzorky

Optimalizovana LC/MS a SPE metoda byla néasledn¢ pouzita k analyze realnych vzorki
odpadnich/vy¢isténych vod z COV.

Rovnéz byly vypocteny meze detekce a meze stanovitelnosti podle nasledujicich vztahi.
Mez detekce (LOD) dle vztahu:

. c ... koncentrace analytu
LOD =3- IN [105] S ... signal, vyska piku pti koncentraci ¢
N ... vySka Sumu

Mez stanovitelnosti (LOQ) dle vztahu:

. ¢ ... koncentrace analytu
LOQ = 10'% [105] S ... signél, vyska piku pii koncentraci c
N ... vyska Sumu

Vyska Sumu byla odectena z deseti mist v okoli piku analytu (z jeho ptislusného EIC) a byla

v w7

Timto zpisobem byly zjiStény limity detekce a kvantifikace pfi optimalizovanych
podminkach.

Vybrané makrolidy byly na COV VFU Brno detekovany, jejich piitomnost byla potvrzena na
pritoku 1 na odtoku s vyjimkou roxithromycinu. Nejvyssi koncentrace byly prokazany
u azithromycinu a klarithromycinu. U¢innost &isticiho procesu byla pro viechny antibiotika
vyssi jak 50 %.

Tabulka ¢. 17: Metrologické parametry sledovanych analytii

LOD LOQ R Koeficient )
[ng/ml] [ng/ml] determinace R
AZ1 0,6567 2,189 y=359619x-317740 0,99927
KLA | 0,3587 1,196 y =867798x—-25942 0,99994
ERY | 0,5908 1,969 y =701534x-56754 0,99996
ROX | 03916 1,305 y =2838944x-765101 0,99996
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4.4.1. COV VFU Brno

Tabulka ¢. 18:Koncentrace makrolidii na COV VEFU Brno a ticinnost jejich odstranéni

koncentrace [ng/l1]
AZ1 KLA ERY ROX
P7.4. 172,0 + 4,644 180,3 £ 6,727 32,27 £0,6681 | 38,55 +£0,9985
0174. 39,69 + 1,072 49,78 + 1,857 | 16,202 + 0,3354 ND
ucinnost 77 % 72 % 50 % ~100 %

200 - COV VFU Brno

180 77 % ] 2%

160

140
E 120
8 ]
g 100 -
S ]
£ 801
=< 1

60 1

1 I 50 % 100 %
40 1 z =
20 - _
0 : T T T T T T T 1
AZI P AZI O KLAP KLAO ERYP ERYO ROXP ROXO

Graf ¢ 7:Stanovené koncentrace antibiotik na pritoku a odtoku COV VFU Brno 7.4.2016
s procentuelnim vyjadrenim ucinnosti Cisticiho procesu

Vsechny sledované analyty byly detekovany a kvantifikovany v odpadni vod¢ z pfitoku na
COV, rovnéz s vyjimkou roxithromycinu byly analyty detekovany i na odtoku z COV.
Ucinnost &isticiho procesu se pohybovala v rozpéti 50—100%.
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4.4.2. COV Mikulov

Tabulka ¢ 19:Koncentrace makrolidii na COV Mikulov a ui¢innost jejich odstranéni

koncentrace [ng/1]
AZ1 KLA ERY ROX
P20.4. | 720,6 £20,78 | 714,8 £33.40 | 78,19 +4,491 | 19,22 +1,210
0204. |192,8+8,12 207,5 £ 8,42 25,35+2,396 | 10,30+ 0,336
ucinnost 73 % 71 % 68 % 46 %
P274. |4951+15,70 |466,3+20,21 |33,34+2,396 | 15,17 +0,508
0274. |101,1 +£1,28 111,8 +4,27 25,22 +1,140 | 7,878 £0,5618
ucinnost 80 % 76 % 24 % 48 %
COV Mikulov
800 -
_ 73 % L 1%
700 ]
600
' 80 % 76 %
= 500 - {
Ej I
]
g 400 A
S
=
2 300
200 1 I -
100 " *
0 : T T T T T T T 1
AZI P AZI O KLAP KLAO AZI P AZI O KLAP KLAO
20.4. 20.4. 20.4. 20.4. 27.4. 27.4. 27.4. 27.4.

Graf ¢ 8:Stanovené koncentrace azithromycinu a klarithromycinu na pritoku a odtoku COV Mikulov
ve dnech 20. 4. a 27. 4. s procentuelnim vyjadienim ucinnosti Cisticiho procesu
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Graf ¢ 9: Stanovené koncentrace erythromycinu a roxithromycinu na pritoku a odtoku COV Mikulov
ve dnech 20. 4. a 27. 4. s procentuelnim vyjadienim ucinnosti Cisticiho procesu

Jak je zieymé z pfilozenych grafi a tabulek, sledované analyty byly detekovany
a kvantifikovany ve 100 % ptipadi. Nejvyssi koncentrace byly prokazany u azithromycinu
a klarithromycinu, niz$i potom u erythromycinu a roxithromycinu. Ug&innost &istictho procesu
se s vyjimkou roxithromycinu pohybovala nad 50 %.
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4.4.3. COV Brno-Mod¥ice

Tabulka ¢. 20: Stanovené koncentrace makrolidii na COV Brno-Modyice v priitbéhu 19. — 29. 4. 2016
a procentuelni ucinnosti jejich odstranéni

koncentrace [ng/1]
AZI KLA ERY ROX
P 194. 1604,4 £ 45,43 | 1763,1 + 71,66 71,40 £ 1,778 36,55+ 5,192
0 20.4. 1404,4 +£ 48,08 | 1394,2 + 59,66 68,93 + 1,849 34,88 + 1,079
ucinnost 12 % 21 % 3% 5%
P 20.4. 1737,2 £ 56,61 | 1800,8 £ 69,74 68,26 + 1,603 53,62 £ 5,184
0 21.4. 1354,5 + 50,32 | 1368,5 £ 58,17 64,62 +£1,701 30,65 + 1,524
ucinnost 22 % 24 % 5% 43 %
P 214. 1634,7 £ 56,82 | 1378,7 £ 60,87 83,51 £ 7,679 49,15 + 5,067
0 224. 1318,3 +51,52 | 1345,4+51,45 78,54 + 1,900 41,32 £2,044
ucinnost 19 % 3% 6 % 16 %
P 22.4. 1684,0 £ 55,62 | 1757,5+72,55 67,44 £2,093 43,31 £ 3,900
0 23.4. 926,52 £ 44,40 | 935,29 +£57,49 61,05 +£2,078 29,54 + 1,074
ucinnost 45 % 45 % 9 % 32 %
P 23.4. 1566,1 +£ 66,82 | 1843,1 £79,70 93,13 + 7,262 56,23 + 6,161
0 24.4. 1060,6 + 62,12 | 1081,6 +63,53 73,72 £ 4,418 29,27 + 1,347
ucinnost 32 % 41 % 21 % 48 %
P 24.4. 1456,7 +£50,92 | 1653,4 +77,65 83,98 + 11,58 38,03 + 1,291
0 25.4. 1063,0 £ 46,45 | 1109,7 £ 54,41 73,68 + 4,393 32,21 £2,241
ucinnost 27 % 33 % 12 % 15 %
P 25.4. 1668,3 + 63,40 | 1848,7 +72,99 148,7 £ 7,031 45,30 £ 2,383
0 26.4. 1146,8 £33,90 | 1156,5+£52,14 82,55 +2.211 31,30 + 1,154
ucinnost 31 % 38 % 44 % 31 %
P 26.4. 1554,80 +£ 59,66 | 1690,1 + 72,36 71,48 £ 1,699 34,56 + 4,064
0 274. 1007,5 +£52,72 | 1108,1 £ 62,57 67,24 £ 1,796 30,27 £ 1,750
ucinnost 36 % 34 % 6 % 12 %
P 27.4. 1491,0 £48,94 | 1558,3 +75,04 50,88 + 3,330 45,50 £ 5,225
0 28.4. 1097,1 £33,12 | 1142,7 £45,28 45,72 £3,210 18,20 £ 2,487
ucinnost 26 % 27 % 10 % 60 %
P 28.4. 1291,3 +£52,45 | 1282,8 +37,15 63,66 + 2,063 98,46 + 12,25
0 29.4. 1164,8 £ 60,46 | 1212,3 +60,86 56,50 + 1,816 30,70 + 1,369
ucinnost 10 % 6 % 11 % 69 %
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Graf ¢ 10: Stanovené koncentrace azithromycinu s procentuelnim vyjadrenim ucinnosti cisticiho
procesu
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Graf ¢. 11: Stanovené koncentrace klarithromycinu s procentuelnim vyjadienim ucinnosti Cisticiho
procesu
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Graf ¢ 12: Stanovené koncentrace roxithormycinu s procentuelnim vyjadrenim ucinnosti cisticiho
procesu
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Graf ¢ 13: Stanovene koncentrace erythromycinu s procentuelnim vyjadienim ucinnosti cisticiho
procesu
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Tabulka ¢ 21: Priimérné stanovené hodnoty koncentrace makrolidit na COV Brno-Modrice v priibéhu
19. =29. 4. 2016 a procentuelni ucinnosti jejich odstraneni

koncentrace [ng/1]
AZI KLA ERY ROX
Pritok 1570 £ 55,7 1662+ 69,0 80,24 + 4,612 50,07 £4,971
Odtok 1154+ 48,3 1190+ 56,6 67,25 £2,537 30,83 + 1,607
Utinnost 26 % 29 % 16 % 38 %

I na COV Brno-Modfice byly sledované analyty detekovany a kvantifikovany. Koncentrace
byly nejvyssi pro klarithromycin a azithromycin, u erythromycinu a roxithromycinu byly
zjistény koncentrace o dva fady niz§i. U¢innosti &isténi se pohybovaly pod 40 %.

4.4.4 Porovnani efektivity ¢isticich procesii u jednotlivych COV

Porovnani ucinnosti Cisticiho procesu u jednotilivych
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Graf ¢ 14: Porovnani uicinnosti jednotlivych COV

Z naméfenych dat je patrné, Ze nejniz$i GCinnost odstranéni vybranych makrolidii byla
zjisténa na COV Brno-Modfice. Podstatné vys§i wginnosti v odstrafiovani viech
stanovovanych makrolidéi byly prokazany na COV situované na Veterinarni a farmaceutické
univerzit¢ Brno a na COV Mikulov. Nicméné je vsak dileZité upozornit na to, Ze data
ziskana z COV Brno-Modfice piedstavuji priimérné hodnoty za deset dni, u ostatnich dvou
COV se jednalo o odbéry provadéné pouze v jednom nebo ve dvou dnech, a proto tyto
hodnoty nemusi zcela korektné reflektovat primérnou situaci. Pro jednozna¢né tvrzeni, ktera
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COV je u¢inngjsi, by bylo zapotiebi nastavit stejné podminky provadéného experimentu. Jak
je ztejmé i z prilozenych grafl, U¢innosti odstranéni analytii mohou v rdmci dni znacné
kolisat (napf. pro azithromycin rozmezi 10 — 45 %).

4.4.4. Metabolity klarithromycinu

Pti vyhodnocovani vysledk pro erythromycin s charakteristickou hmotou 734,5 m/z, byl
v extrahovaném iontovém chromatogramu pfitomny jesté¢ jeden vyrazny pik s retencnim
casem 2,8 min. Tento pik byl zjistén ve vSech naméfenych vzorcich. V literatuie bylo
prezentovano, ze klarithromycin je v lidském téle metabolizovan na dva hlavni produkty, a to
14-hydroxy(R)-klarithromycin a N-desmethyl-klarithromycin (viz. pfiloha €. 2) o relativni
molekulové hmotnosti 763,5, respektive 733,5. Ve studii zabyvajici se akvatickou toxicitou
klarithromycinu a jeho metaboliti byla k jejich detekci pouzita kapalinova chromatografie ve
spojeni s hmotnostni spektrometrii za ionizace elektrosprejem. Sledovanymi hmotami byly
734,5 m/z pro N-desmethyl-klarithromycin a 764,6 m/z pro 14-hydroxy(R)-klarithromycin
[54]. Ob€ tyto hmoty s piky v retencnich Casech 2,8 min a 3,2 min byly identifikovany
v analyzovanych vzorcich. K ovéteni hypotézy, ze jde opravdu o metabolity klarithromycinu,
by mohly slouzit MS" experimenty vybranych prekurzori, pfi kterych by mohla byt objasnéna
struktura slouc¢eniny. U N-desmethyl-klarithromycin by se teoreticky dalo o¢ekavat podobné
retenni chovani jako u klarithromycinu, a to vzhledem k malému rozdilu v chemické
struktute. U 14-hydroxy(R)-klarithromycin by pak retence mohla byt vysSS§i nez
u klarithromycinu v disledku ptitomnosti dalSi hydroxy- skupiny. Této Uvaze odpovidaji
inaméfend data. K ovéfeni hypotézy a kvantifikaci by nicméné bylo nutné porovnani se
standardy.

Intens7. ] 022D
x10

2.8 min

734,5 m/z
klarithromycin
748,5 m/z
34
764,6 m/z
24
erythromycin

3.2 min

2.8 min
. . 14-hydroxy-(R)-klarithromycin
N-desmethyl-klarithromycin

110 V 115 210 2j5 370 315 410 415 Time [min]
Obrazek ¢. 32:EIC pro hmoty 734,5; 748,5; 764,5 m/z u odtoku COV Brno — Modrice 28. 4. 2016

71




5. ZAVER

Cilem diplomové prace bylo stanoveni makrolidovych antibiotik v odpadnich vodéach. Byla
vybrana Ctyfi makrolidova antibiotika, a to azithromycin, klarithromycin, erythromycin
a roxithromycin, které patii ze skupiny makrolidd k nejvice pouzivanym v CR. Pro tyto uéely
musel byt sestaven a optimalizovan vhodny analyticky postup, ktery by vedl k ziskéani
pfesnych a spravnych vysledkii. K izolaci analytti zodpadni vody byla vybrdna extrakce
tuhou fazi (SPE) za pouziti optimalizovaného postupu s kolonkami Supel Select HLB
200 mg. Pro identifikaci a kvantifikaci byla zvolena metoda vysokoucinné kapalinové
chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (HPLC/MS) za pouziti elektrospreje
jako ioniza¢ni techniky a sférické iontové pasti jako analyzatoru.

Optimalizovana metoda byla nasledné aplikovana pfi analyze redlnych vzorkd. Ve dnech
19. az 29. 4. 2016 bylo provedeno desetidenni sledovani koncentrace vybranych analyti na
piitoku a odtoku COV Brno-Modiice. Dale byla ve dnech 20. a 27. 4. 2016 provedena analyza
vzorkil vody z piitoku a odtoku z COV Mikulov a dne 7. 4. 2016 z COV VFU Brno. Cistirny
se od sebe 1isi jednak kapacitn€ a jednak v pouzité Cistici technologii. Spole€nym znakem je
zafazeni biologického stupné &isténi za pouziti aktivace. COV Mikulov ma navic zafazeny
terciarni stupefi ¢isténi pomoci bubnového mikrofiltru, COV VFU Brno m4 zase zafazenou
chloraci s pouzitim volného chloru jako chlora¢niho ¢inidla.

Sledované analyty byly detekovany ve vsech vzorcich z pfitokii na COV ataké, a to
s vyjimkou jednoho analytu v jednom vzorku, ve viech vzorcich z odtokti z COV. Nejvyssi
koncentrace  byly zjiStény u azithromycinu a  klarithromycinu, erythromycin
s roxithromycinem byly vesmés zastoupeny minoritné. Koncentrace se pohybovaly na
hladinéch jednotek ng/l az jednotek pg/l. Z namétfenych dat byly vyhodnoceny ucinnosti
jednotlivych COV ve smyslu odstrafiovani vybranych makrolidovych antibiotik z odpadni
vody. Pro COV Brno-Modfice byla zjisténa primérna Gi¢innost v rozsahu 16-38 %, pro COV
Mikulov 47-76 % a pro COV VFU Brno 50-100 %. Je proto pravdépodobné, Ze proces
chlorace pasobi pozitivné pii odstranovani téchto latek z vody. Otazkou vSak zlstava
problematika produktt chlorace, které mohou nebo nemusi mit toxické ucinky; odpadni voda
(1 voda po sekundarnim ¢isténi) je komplexni matrici, ktera obsahuje velké mnozstvi latek,
a proto i identifikace vSech moznych produkti chlorace miize byt téméef nerealizovatelna.
Z hlediska hroziciho vyvoje bakteridlni rezistence je vSak jednoznaéné ptinosné odstranéni
t&chto latek z vody chloraci. Velice pozitivng se projevila také technologie zavedend na COV
Mikulov. Technologicky postup, zavedeny na COV Brno-Modfice, poskytuje z hlediska
eliminace makrolidovych antibiotik z odpadni vody nejnizsi G¢innost.

Smér, kam by se méla posunout dalsi prace, je jednoznacné zjisténi, ktery z technologickych
stupiiiit ¢iSténi odpadni vody mé za ndsledek nejvysSi snizeni koncentrace téchto latek,
moZnosti optimalizace procesu, vyvoj, ovéfeni a zavedeni novych pokrocilych technologii
CiSténi a jejich zafazeni do provozu. Ke komplexnéjSimu posouzeni ucinnosti Cisticiho
procesu by mélo byt jesté¢ provedeno stanoveni koncentrace vybranych makrolidi
v Cistirenském kalu.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK a SYMBOLU

ACN
APCI
APPI
BCF
BSKs
Ccov
DAD
DNA
ELSD
EPA
ESI
FLD
FTIR
GC
GIT
HPLC
LC
LLE
LOD
LOQ
MF
MIP
mRNA
MRSA
MS
NL
NMR
NSAID
PABA
PAH
PE
PTFE
SF
SPE
RID
RNA
TOF
UHPLC
UV
WWTP

acetonitril

ionizace za atmosférického tlaku
fotoionizace za atmosférického tlaku
biokoncentracni faktor

biologicka spotieba kysliku za 5 dni

Cistirna odpadnich vod

detektor s diodovym polem
deoxyribonukleova kyselina

evaporative light scattering detector
agentura pro ochranu Zivotniho prostredi
ionizace elektrosprejem

Fluorescencni detektor

infracervena spektroskopie s fourierovou transformaci
plynova chromatografie

gastrointestinalni trakt

vysokoucinna kapalinovéa chromatografie
kapalinova chromatografie

extrakce kapalina/kapalina

limit detekce

limit kvantifikace

mobilni faze

molekuldrné vtistény polymer

mediatorova ribonukleova kyselina
methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus
hmotnostni spektrometrie

nerozpusténé latky

Nuklearni magneticka rezonance

kyselina paraaminobenzoova

polycyklické aromatické uhlovodiky
polyethylen

polytetrafluorethylen

Stacionarni faze

extrakce tuhou fazi

Refraktometricky detektor

ribonukleova kyselina

analyzator doby letu

ultra-vysokouc¢inné kapalinova chromatografie
ultrafialové zareni

wastewater treatment plant (¢istirna odpadnich vod)
zivotni prostiedi
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Ptiloha ¢. 1: Extrahované iontové chromatogramy sledovanych analytii z odtokll nebo ptitok
na COV
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Obrazek ¢ 33: Extrahovany iontovy chromatogram azithromycinu z odtoku COV Brno — Modrice ze
dne 28. 4. 2016
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Obrizek ¢ 34: Extrahovany iontovy chromatogram klarythromycinu z odtoku COV Brno — Modrice ze
dne 28. 4. 2016
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Obrazek ¢ 35: Extrahovany iontovy chromatogram roxithromycinu z odtoku COV Brno — Modrice ze
dne 28. 4. 2016
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Obrizek ¢.. 36: Extrahovany iontovy chromatogram erythromycinu z odtoku COV Brno — ModFice ze
dne 28. 4. 2016
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Obrazek ¢. 37: Extrahovany iontovy chromatogram azithromycinu z piitoku COV Brno — Modrice ze
dne 28. 4. 2016
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Obrizek ¢. 38: Extrahovany iontovy chromatogram klarythromycinu z pritoku COV Brno — ModFice
ze dne 28. 4. 2016
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Obrazek ¢. 39: Extrahovany iontovy chromatogram klarythromycinu z odtoku COV Mikulov ze dne
27.4. 2016
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Obrizek ¢ 40: Extrahovany iontovy chromatogram azithromycinu odtoku COV Mikulov ze dne
27.4. 2016
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Obrazek ¢ 41: Extrahovany iontovy chromatogram roxithromycinu z odtoku COV Mikulov ze dne
27.4.2016
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Obrizek ¢. 42: Extrahovany iontovy chromatogram erythromycinu z odtoku COV Mikulov ze dne
27.4. 2016

88



Ptiloha ¢. 2: Metabolity klarithromycinu

klarithromycin 14-hydroxy(R)-klarithromycin

lidsky

metabolismus

N-desmethyl-klarithromycin

Obrazek ¢. 43: Chemicka struktura dvou hlavnich metabolitu klarithromycinu [54]
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Ptiloha €. 3: Pristrojové vybaveni

Obrdazek ¢. 44: Kapalinovy chromatograf Agilent 1100 Series a hmotnostni spektrometr Agilent 6320
Series lonTrap
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Piiloha ¢&. 4: Fotografie COV

Obrazek ¢. 45: Letecky pohled na areal COV Brno — Modrice [106]
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