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ABSTRAKT

Prace se zabyva aktualni problematikou naristajicich koncentraci 1éCiv, a tim 1 rostouciho
poctu rezistentnich bakterii v ptid€. Jednou z pficin je hnojeni zeméd¢€lskych poli zvifecimi
fekaliemi, ve kterych se antibiotika vyskytuji v nezménéné a stale aktivni formé nebo
nedostatecna ucinnost konvencnich metod pouzivanych v Cistirndch odpadnich vod. Ve snaze
zlepsit monitoring tohoto problému, byla vyvinuta a optimalizovana metoda stanoveni téchto
antibakteridlnich latek v padni matrici, za vyuziti extrakce tuhou fazi, a tak¢é UPLC/MS
metoda na jejich vyhodnoceni. Ze skupiny sulfonamidovych antibiotik byl vybran
sulfacetamid, sulfadiazol, sulfamerazin, sulfamethazin, sulfamethoxazol, sulfapyridin,
sulfasalazin, sulfathiaozal a trimethoprim. Nejniz§im limitem detekce metody byla
koncentrace 0,3 pg/g v ptipad¢ sulfathiazolu a nejvyssim 8,1 pg/g pro sulfasalazin.
Nejvyssich primérnych vytéznosti bylo dosazeno u sulfamethoxazolu a to konkrétné 63 +8 %.

ABSTRACT

This work deals with a current issue of increasing drug concentrations and thus the growing
number of resistant bacteria in the soil. One of the problem helping this issue is the
fertilization of agricultural fields with animal faeces, in which antibiotics occur in an
unchanged and still active form, as well as the insufficient effectiveness of conventional
methods used in wastewater treatment plants. In an effort to improve the monitoring of this
problem, a method for the determination of these antibacterial agents in the soil matrix, using
solid phase extraction, and also a UPLC/MS method for their evaluation have been developed
and optimized. From the group of sulfonamide antibiotics, sulfacetamide, sulfadiazole,
sulfamerazine, sulfamethazine, sulfamethoxazole, sulfapyridine, sulfasalazine, sulfathiaosal
and trimethoprim were selected. The lowest limit of detection for the method is 0.3 pg/g for
sulfathiazole and the highest of 8.1 ng/g for sulfasalazine. The highest average yields were
achieved with sulfamethoxazole, namely 63 +8 %.

KLICOVA SLOVA

Sulfonamidy, extrakce tuhou fazi, plda, antibiotika, 1éCiva, rezistence, vysokouc¢inna
kapalinova chromatografie, hmotnostni spektrometrie
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1 UVOD

Antibiotika jsou Siroce uzivana po celém svété k 1é€bé a prevenci infekénich onemocnéni
u lidi a zvirat. V nékterych zemich je rovnéz stale dovoleno jejich pouziti k podpofe ristu
¢i zvyseni pfijmu potravin u zvifat, které produkuji hospodarské produkty jako jsou vejce
¢i mléko (v Evropské unii zakazdno od roku 2006). Mezi nejpouzivangj$imi veterinarnimi
antibiotiky jsou tetracykliny a sulfonamidy, které se fadi do skupin chemoterapeutik, jelikoz
jsou syntetizovany cist¢ chemicky. Protoze se tyto slouceniny ve stfevech zvifat Spatné
vstiebavaji, je znacna ¢ast (az 90 %) z nich vylu¢ovana z téla ven. Do zivotniho prostiedi se
poté dostavaji predevsim aplikaci hnoje a kejdy jako hnojiva na zeméd¢€lskych polich. Jakmile
se antibiotika dostanou do pudy, tak podléhaji fad¢ fyzikdlnim, chemickym a biologickym
procestim, které zavisi na fyzikalné-chemickych vlastnostech 1€¢iv, pocasi a také vlastnostech
pady [1].

Z pudy se mohou nasledné antibiotika dostavat do podzemnich vod anebo byt splavovany
destém do povrchovych vod, kde maji negativni vliv na bakterie, které se podileji na kolobéhu
zivin i rozkladnych procest. Pfitomnost antibiotik v nizkych koncentracich po dlouhou dobu
zpusobuje vznik rezistentnich bakterii, coz predstavuje potencialni hrozbu pro vSechny
organismy. A jelikoZz v dneSni dobé nedochdzi k masivnimu vyvoji novych generaci
antibiotickych 1¢ékt, je zapotfebi zvysené obezietnosti pii predepisovani téch stavajicich, aby
byla zajisténa dlouhodoba dostupnost ucinné 1écby bakterialnich infekci. Pokud se antibiotika
stanou neuinnymi, pak soufasnd a nové¢ se objevujici infekéni onemocnéni mohou vést
k hor§imu pribéhu nemoci, nadmérnému vyuZzivani zdravotni péce a pfedc¢asnému umrti [2].

Udaje z30 zemi Evropské unie/Evropského hospodaiského prostoru odhalily vysokou
uroven stejn¢ se chovajiciho vzristajiciho trendu antimikrobidlni rezistence (AMR), pficemz
nejvyssi procenta AMR hlasily zemé na jihu a vychodé Evropy. Zprava z European
Antimicrobial Resistance Surveillance Network (EARSNet) z roku 2019 ukézala, Ze vice nez
polovina izolovanych bakterii Escherichia Coli a vice nez tfetina izolovanych bakterii
Klebsiella pneumoniae byla rezistentni na alespon jednu antimikrobidlni skupinu [3].

Cim vice budeme antibiotika pouzivat, tim diive se na n¢ bakterie dokdzou adaptovat, ¢imz
miZeme ztratit vyhody, které z antibiotické 1écby mame. Proto je dileZité najit nejlepsi
metodu jejich extrakce a stanoveni, abychom mohli koncentrace, ptipadné perzistence 1é¢iv
v pud¢ 1épe monitorovat a v¢as reagovat.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Antibiotika

Pfirodni antibiotika jsou latky produkované metabolismem bakterii nebo plisni, které jsou
namifeny proti jinym mikroorganismiim, nej¢astéji bakteriim. Jejich produkei do svého okoli,
si mikroorganismus zajistuje ptistup k vyzivovym zdrojim. Jedna se tedy o konkurenc¢ni boj,
ktery mize zvyhodnit napiiklad pomalu rostouci plisen, kterd muize diky antibiotikim
zpomalit rozmnozovani (bakteriostatickd) nebo pfimo zabit (baktericidni) rychleji rostouci
bakterii, a tim si zajisti Ziviny, coz ji umoziuje v daném prostiedi piezit [4].

2.1.1 Historie

Prvni pouziti mikrobii produkujicich antibiotika k prevenci nemoci se datuje na nékolik
tisicileti zpét. Ebertv papyrus z roku 1550 pf. n. 1. je nejstarSim dochovanym lékarskym
dokumentem, ve kterém se naptiklad popisuje vyuziti obkladl z plesnivého chleba k 1é¢bé
otevienych ran nebo UCinky ,,lécivé pldy“. Nicméné vyvoj protiinfekénich 1ékti a zdkladni
koncept chemoterapie vdéci vyzkumu Paula Ehrlicha, ktery spole¢né se svymi kolegy zhruba
pfed 112 lety vyvinul syntetické 1é¢ivo Salvarsan k 1é€bé Treponema pallidum, ptvodci
syfilis [5].

Salvarsan byl nahrazen sulfonamidovym prolékem Prontosilem, jez objevil Gerhard
Domagk, bakteriolog z Bayeru, ktery Iék pouzil k zachrané paze své dcery pred amputaci.
Domagk a jeho kolegové se pii vyrobé sulfonamidl inspirovali barvivy, které Paul Ehrlich
pouzival k selektivnimu barveni bakterialnich bunék. Sulfonamidy byly prvni skute¢né uc¢inné
Sirokospektralni antimikrobidlni latky pouZzivany v klinické praxi. Poté byly z velké casti
nahrazeny objevem penicilinu, ktery na kontaminované Petriho misce pozoroval v roce 1928
Alexander Fleming. Penicilin byl pozdéji purifikovan Normanem Heatley, Howardem Florey
a Ernestem Chain z Oxfordu, ktefi se zaslouZili o vyvoj penicilinu jakoZto léku. Dorothy
Hodgkinova objasnila beta-laktamovou strukturu penicilinu v roce 1945, ¢imz vyvratila
tvrzeni Roberta Robinsona, ktery véfil, Ze se jedna o thiazolidin-oxazolonovou strukturu.
To byl dilezity prilom, protoze umoznil vyvoj polosyntetickych derivati, které obchazeji
penicilinovou rezistenci. Ze vSech antibiotik objevenych v letech 1945 az 1978 pochazelo
55 % z rodu Streptomyces [6, 7).

2.1.2 Proc mikroorganismy tvori antibiotika?

Existuje vice teorii, nabizejici vysvétleni, pro¢ pidni mikroby vytvareji obecné tolik
bioaktivnich ptirodnich produkti. Nejpravdépodobnéjsi je, ze funguji jako chemické zbrané
k zabijeni konkurentd v pad¢ pro svou ochranu (defenzivni funkce) nebo zajiSténi potravy
(atocna funkce). Dal§im divodem muze byt jejich vyuziti jako vyznamné signalni molekuly
pro piibuzné mikroorganismy nebo interakce s eukaryotnimi organismy, jako je hmyz nebo
rostliny. Pfispivaji tomu dikazy o tom, ze se druhy Streptomyces a dalsi vlaknité
aktinomycety vyvinuly zhruba pted 440 miliony let, coZ je pfiblizné stejné doba, kdy rostliny
poprvé kolonizovaly Zemi. VIaknity rast téchto bakterii poskytoval vyhodu pfi napadani
kofent rostlin a piedpoklada se, ze mnoho z jejich piirodnich produktl se mohlo vyvinout
nebo byt prizpisobeno k zprostiedkovani téchto interakci [8].
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Jednim z nejpiekvapivejSich objevi, které vyplyvaji ze sekvenovani mikrobialniho genomu
bylo, Ze v pfirozeném prostiedi produkuji bakterie a houby daleko vice produktd, nez jsou
schopny vytvofit v laboratofi. M4 se za to, Ze alespon tii Ctvrtiny jejich schopnosti tvofit
bioaktivni latky nejsou mozné in vitro, coz vyvolalo Gsili o vyvoj inovativni metody
a nastroju k aktivaci jejich ,tajemnych® biosyntetickych genovych klastri v nadéji
na objeveni novych chemickych latek s uzite¢nymi biologickymi vlastnostmi. Mnoho
bezobratlych zivocichl, véetné hmyzu a moiskych hub, tvoii vzajemné prospésné symbidzy
s bakteriemi produkujicimi antibiotika a zda se pravdépodobné, ze vétSina, ne-li vSechny
suchozemské rostliny, délaji totéz [9].

2.1.3 Rozdéleni antibiotik

Podle sily uéinku je mizeme rozd¢lit na bakteriostatické, baktericidni ptipadné fungistaticka
a fungicidni, kterd jsou namifeny proti plisnim. Toto rozdéleni vSak muze byt zavadéjici,
protoze néktera bakteriostaticka antibiotika mohou ve velkych koncentracich ptlisobit az
baktericidné (chloramfenikol v pfipadé meningokokové infekce) a naopak néektera
baktericidni antibiotika neusmrcuji urcité bakterie ani ve vysokych koncentracich (penicilin G
u enterokokr) [10, 11].

V soucasné dob¢ jsme schopni rozliSovat nejen pfirodni antibiotika (penicilin, tetracyklin),
ale diky objasnéni struktury fady z nich, mame také polysynteticka (ampicilin, oxacilin), ktera
jsou substituovana z téch ptirodnich molekul, anebo ¢isté synteticka (chloramfenikol), ktera
jsou syntetizovana de novo. V zavislosti na rozsahu plisobeni se miize jednat o latky s izkym
nebo Sirokym spektrem. U antibiotik rozliSujeme 4 zakladni mechanismy ucinku, podle
kterych je miZeme rozdélit na: inhibujici syntézu bun&né stény, inhibujici proteosyntézu,
nukleovych kyselin, protoZze mezi né se fadi 1 sulfonamidy. Déle je naptiklad mizeme rozdélit
podle rozpustnosti na hydrofilni a lipofilni nebo podle cilové skupiny na protistafylokova,
antituberkulotika a dal$i. V neposledni fadé je miZeme rozdélit na zéklad€ jejich chemické
struktury, ¢imZ ziskadme skupiny antibiotik vykazujici podobné vlastnosti, jako je ucinnost,
toxicita a vedlejsi ucinky [10, 11].
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2.1.4 Mechanismus aéinku

Na obrazku 1 lze vidét prehledné vSechna mista bakterialni buiiky, na které antibiotika ptisobi.
Popis mechanismu je nasledné popsan v kapitole 2.1.4.1.

Syntéza buné&éné stény (IR Syrdzal | DN|A ﬁ'zef\a' RNA
polvmeraza

Cykloserin Chinolony - Novobiocin ~ Aktinomycin

Vankomycin Rifampin
Bacitracin Streptovaricin
Peniciliny

Cefalosporiny Syntéza proteinti
Karbapenemy (inhibitofi 505)

Erytromycin
Chloramfenikol
Klindamycin

Trimethoprim
Sulfonamidy

Linkomycin
Struktura ‘
cytoplazmatické Y Tetracykliny
membrany RN Streptomycin
: Nitrofurany
Polymyxin G iz
i PABA ol . entamicin
Daptomycin Cytoplazmatickd Bunééna
membrana sténa

Obrdazek 1: Cile puisobeni antibiotik (upraveno z [11])
2.1.4.1 Inhibice syntézy bunécné stény

Bakterialni buiiky jsou obklopeny bunécnou sténou z peptidoglykanu, ktery je slozen
z dlouhych cukernych polymerd. Jednd se o dva za sebou se fadici aminosacharidy,
a to N-acetylglukosamin a kyselinu acetylmuramovou, které jsou spojeny pies
beta-1,4-glykosidické vazby. Na COOH- skupiné kyseliny acetylmuramové jsou navazané
4 aminokyseliny. Tyto ,fetizky* jsou navzajem spojené a vytvaieji sit. D-alanyl-alaninova
cast peptidového fetézce je zesitovana glycinovymi zbytky v pfitomnosti proteini vazajici
penicilin (PVP), coz jsou dillezit¢ enzymy odpovédné za transpeptidaci a transglykosylaci
peptidoglykanovych jednotek vystupujicich z cytoplazmy [12].

Typickymi zastupci této skupiny jsou glykopeptidy a p-laktamy. Méa se za to,
ze B-laktamovy kruh napodobuje D-alanyl-alaninovou ¢ast peptidového fetézce, na kterou se
proteiny normalné vazi. Ty potom misto toho vytvaii vazbu praveé s B-laktamovym kruhem
a stavaji se nedostupnym pro syntézu nového peptidoglykanu, coz vede k lyzi bakterii. Tento
mechanismus se uplatiiuje pievazné u grampozitivnich mikrobli, protoZze bunécna sténa
gramnegativnich bakterii je doplnéna o fosfolipidovou vrstvu, kterd miize branit pruniku
hydrofilnich antibiotik k vazebnému proteinu [12].

12



2.1.4.2 Inhibice proteosyntézy

Zivé organismy véetné bakterii jsou definovany mnoZstvim a typem proteint, ze kterych se
skladaji a které neustale produkuji. Tyto proteiny jsou odpovédné mimo jiné za strukturni
slozeni, metabolické a fyziologické procesy a reakci na neptiznivé podminky. Typ a mnozstvi
proteinit produkované bakterii v daném okamziku vSak zavisi na informacich obsazenych
v dalsi velmi dilezité biomolekule — kyseliné deoxyribonukleové (DNA). DNA urcuje typ
proteinu, ktery ma bakterialni buiikka produkovat prostfednictvim urcitych informaci,
které jsou obsazeny v souboru genetickych kodi, zvanych kodony. Tyto informace se potom
pfepisuji na ribonukleovou kyselinu (RNA), konkrétné messenger RNA (mRNA). Tato
biomolekula putuje do ribozomi — tovarna na syntézu bilkovin v zivé buiice. Transferova
RNA (tRNA) pak desifruje kodony obsazené v mRNA a usnadnuje translaci sekvence kodonti
na sekvenci aminokyselin, které jsou stavebnimi kameny proteind [13].

Translace mRNA do proteinii probihd v ribozomech ve tfech po sob& jdoucich fazich
(iniciace, elongace a terminace). Ribozomy se sklddaji z proteinti a ribozomalni RNA (rRNA)
a deli se na dvé podjednotky, malou a velkou. Tyto dvé podjednotky se obvykle popisuji
na zakladé jejich sedimentacnich koeficientl a jsou méfeny ve Svedbergovych jednotkéach
oznacovanych jako 30S a 50S. Bakterie maji na své rRNA geny 58S, 16S a 23S. Gen 168 sidli
jako jediny gen RNA v malé podjednotce, zatimco dalsi dva geny rRNA (23S a 5S) se
vyskytuji na velké podjednotce bakterialniho ribozomu. Mezi prokaryotickou a eukaryotickou
rRNA je obrovsky rozdil, coZ umoZnilo védciim vyvinout antibiotika, kterd se zamétuji pouze
na rRNA Sirokého spektra patogennich bakterii. Vzhledem k dilezitosti proteind
v metabolickych procesech a Zivoté vSech Zivych organismil by cokoliv, co by narusilo proces
jejich syntézy, buiiku zneschopnilo, inhibovalo jeji rlst nebo ji dokonce zabilo. Léky,

-----

podtiid: inhibitory 50S a inhibitory 30S [14].

Antibiotika jako erythromycin, klindamycin, linkomycin, chloramfenikol, linezolid
a dal$i se projevily jako inhibitory ribozomu 50S. Obecné feceno, antibiotika inhibujici 50S
syntézy, kdy je prichozi aminokyselina spojovana s rostoucim peptidovym fetézcem. Piiklady
antibiotik, které blokuji zah4jeni translace proteinti, jsou ze skupiny oxazolidinond, zatimco
makrolidy, jako je linkosamid a streptogramin, blokuji syntézu proteini inhibici prodluZzovaci
faze translace mRNA. 30S ribozomové inhibitory funguji priméarné tak, ze blokuji pfistup
aminoacyl-tRNA k ribozomu. Pfiklady antibiotik, které¢ funguji timto zptisobem, zahrnuji
tetracyklin, streptomycin, spektinomycin atd. [15].

2.1.4.3 Inhibice syntézy nukleovych kyselin

Metabolické dréhy, které vedou k syntéze nukleovych kyselin, jsou velmi dilezité a jejich
naruseni je nepiiznivé jak pro pfeziti, tak pro rozmnozovani bakteridlnich bunék. Antibiotika
zasahuji do syntézy nukleovych kyselin blokovanim replikace nebo zastavenim transkripce.
Replikace DNA zac¢ind odmotanim struktury dvojité Sroubovice, coz je proces usnadnény
helikdzovymi enzymy. Chinolonové skupina antibiotik napiiklad interferuje s témito enzymy,
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¢imz narusuje jejich funkci. Antibiotika, jejichz mechanismem ucinku je inhibice syntézy
nukleovych kyselin, se také zaméiuji na bakterialni topoizomerazu II a topoizomerazu IV.
Naruseni aktivit téchto enzymui nepiiznivé ovlivituje RNA polymerdzu, kterd zase brani
syntéze RNA. Chinolony, které timto zplUsobem inhibuji syntézu bakterialni nukleové
kyseliny, neinteraguji se savéi RNA polymerazou, coz je ¢ini specificky antagonistickymi
vici grampozitivnim bakteriim a nékterym gramnegativnim bakteriim [16].

2.1.4.4 NaruSeni klicovych metabolickych drah

Ne¢ktera antibiotika, jako jsou sulfonamidy a trimethoprim, napodobuji substrat potiebny pro
bunéény metabolismus bakterii, coz zpusobi, ze se bakteridlni enzymy pfipoji
k antibiotiku spiSe nez k normalnimu substritu. Zejména sulfonamidy puasobi jako
tetrahydrofolat, ktery je nezbytny pro syntézu kyseliny listové v bakteridlnich bunkéch.
Kyselina listova je zivotné dilezitd v metabolismu nukleové kyseliny a aminokyselin [17].

2.1.5 Rozdil mezi antibiotiky a béZnymi lé¢ivy
Tabulka 1: Rozdily mezi beznymi leky a antibiotiky [18]

Vétsina léki Antibiotika (ATB)

Plisobi na bunky lidského téla Pusobi na bakterie ptitomné v tkanich

Ovliviyji funkci cilovych bungk, ale T . .
Zabijeji cilové bunky (patogenni bakterie)

nenici je
Cilové buiiky jsou v lidském organismu Cilové buiiky se mohou nachazet v riiznych
lokalizovany vzdy na stejné misté organech ¢i tkanich
Lidska populace je geneticky velmi Bakterialni populace je velmi riznoroda, ucinek
homogenni, ucinek je dobfe predpovéditelny empiricky podaného ATB ¢asto nelze predikovat.

. . . . Ucinek zavisi na mistnim stavu rezistence, ten muze
Maji na pacienty stejny ucinek, at’ jsou L., . . e
L . byt jiny v Praze nez v Brn€, v nemocnici jiny nez
1é¢eni kdekoliv . o . o
v komunité a na JIP jiny nez na standardnim oddg€leni

. 5 - Ucinek se miize béhem 1écby zménit v disledku
Ucinek se v ¢ase neméni .
adaptace bakterii

Piisobi jen na lécené osoby Mohou ovlivnit mikrofléru okolnich osob
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2.1.6 Antibiotika v Zivotnim prostiedi

Nékteré antibiotika jako jsou napfiklad peniciliny mohou byt metabolismem organismt
rozkladéna na oxid uhli¢ity a vodu. Mnohem ¢astéjsim ptipadem (kolem 70 %) vsak je, ze se
1é¢iva vyluCuji ztéla ven v nezménéné podob¢ jako stile aktivni sloucCeniny. Ty se poté
kanalizaénim systémem dostavaji do Cistiren odpadnich vod, kde pokud nejsou uspésné
eliminovany, konc¢i v povrchovych a podzemnich vodéach. Navic jsou tyto odpadni vody ¢asto
recyklovany a aplikovany v zemeédé@lstvi, coz je podporovano Evropskou unii v ramci
cirkularni ekonomiky. To z Cistiren dé€la hlavni zdroj vstupu antibiotik do zivotniho prostiedi.
Tento problém se vyskytuje hlavné u stalych a polarnich antibiotik, které se nevazi na pevné
Castice filtru. Poté uz totiz nejsou zachytdvany v zddném stupni CiSténi. Piehlizenym
problémem muize byt rovnéz to, ze v kone¢né matrici poté vznikd mix vSech moznych
antibiotik, ¢imz mize dochazet k aditivnim efektu a tim ke vétsi vysledné toxicité [19].

Antibiotika jsou také hojn¢ vyuzivana k 1écbé a prevenci nemoci u zvitat, které je rovnéz
vylucuji ve formeé moci a fekalii. Témi se poté hnoji zemédélska ptuda, ze které se pomoci
destd vymyvaji 1é¢iva az do podzemnich a povrchovych vod. Dal§im problémem muze byt
vstfebavani antibiotik rostlinami jako jsou mrkev, listy salatu, brambory, cibule a kukufice.
Podle studii tyto plodiny nejcastéji absorbovaly chlortetracyklin a sulfamethazin. Jejich
koncentrace nebyly v rostlinnych tkénich pfilis velké, ale postupné se zvySovaly s rostoucim
mnozstvim antibiotik v hnoji. Nejvyssi koncentrace absorbovanych 1éCiv z pady bylo
neméieno u kukufice a brambor. Dostupné studie vSak nenabizeji mnoho dikazu
o vyznamngjSim riziku pusobeni antibiotik v rostlinach. I tak to ale nemuzeme piehliZet,
protoZe tyto plodiny jsou nasledné pozivany zvifaty ¢i lidmi, ¢imZ se vytvaii zacarovany kruh
[20].

Dal§im vyznamnym zdrojem, ze kterého mohou antibiotika prostupovat do Zivotniho
prostfedi, je akvakultura. Tento pojem oznacuje cilené planované obhospodafovani vodnich
ploch, s cilem dosdhnout dlouhodobé¢ stalych vynost ryb, humrt, krabi, krevet a jinych
vodnich organismi. Antibiotika opravnéna k pouzivani v akvakultufe jsou florfenicol,
sarafloxacin, erythromycin, oxytetracyklin nebo prav€ sulfonamidy. Problém na téchto
farméach je ten, Ze jsou antibiotika davkovana pfimo do vody a nejsou organismy
spotfebovana na 100 %. Pronikaji tedy pfimo do vodniho prosttedi [19].
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Obrazek 2: Schéma pruniku léciv do Zivotniho prostredi [18]
2.1.7 Vstup antibiotik do potravinového retézce prostiednictvim plodin

Krom¢ toho, Ze se antibiotika dostavaji do pidy a vod, tak se prostfednictvim plodin mohou
dostavat az do lidského téla, kde mohou interagovat se stfevni mikroflorou a zplsobit zmény
ve slozeni mikrobioty. Tato nerovnovaha miize poté zpusobovat az pseudomembrandzni
kolitidu, kolorektalni rakovinu a riizné stfevni onemocnéni. DalSim problémem je, Ze stfevni
bakterie si vybudovavaji rezistenci, coz piedstavuje potencialni riziko. Pfitomnost antibiotik
v rostlinach byla studovana méné, nez ve vod¢ a pud¢, ale napiiklad Conde-Cid a kolektiv
detekovali antibiotika ve 12 z 27 analyzovanych vzorkl. Maximalni detekovana koncentrace
byla 0,3 mg-kg! pro tetracykliny (TC) a 0,6 mgkg™! pro sulfamethoxazol. Conde-cid a kol.
také uvedli, ze sulfonamidy byly detekovany v rostlindch castéji, coz mohlo byt zplisobeno
niZ8i molekulovou hmotnosti SA ve srovnani s TC, coZ usnadiiuje piijem rostlinou. Dosli takeé
k zajimavé informaci, ze v plodinach se vyskytovalo vice 1éCiv nez v samotné pidé, coz
naznacuje probihajici proces bioakumulace v rostlinnych tkanich [21].

Rezidua antibiotik vykazuji rovnéZ toxicitu pro rostliny (fytotoxicitu), protoZe postihuji
kliceni, rGst a vyvoj rostlin. Liu a kol. zkoumali U¢inky Sesti antibiotik (chlortetracyklin,
tetracyklin, tylosin, sulfamethoxazol, sulfamethazin a trimethoprim) na kli¢eni semen ovsa,
ryze a okurek, pticemz zjistili, ze nejcitlivéjsi na vSech 6 1éCiv byl oves a ze tetracykliny
a sulfonamidy byly s ohledem na kli¢eni semen toxi¢téjsi nez tylosin a trimethoprim [22].
Déle pfisli na to, ze oxytetracyklin, sulfamethazin a ciproflaxacin méli toxicky ucinek
na aktivitu kofenti a obsah chlorofylu v listech [23]. Opris a kol. pozoroval, Ze doxycyklin,
tetracyklin, ciprofloxacin a amoxicilin negativné ovlivnily rychlost fotosyntézy a obsah
chlorofylu v pSenici [24].
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2.2 Sulfonamidy a Trimethoprim

Sulfonamidy byly prvni I€ky, které vykazovaly selektivni t¢inek a u kterych bylo mozné
systémové pouziti proti bakteridlnim infekcim. Prvni uspésSné experimenty, které prokazovaly
uspéSnou ochranu pied bakteridlnim onemocnénim zplsobujici zanét pobfiisnice, pomoci
chemicky syntetizovaného 1éku z fad sulfonamidli, byly provedeny v roce 1932 Gerhardem
Domagkem. Konkrétn¢ se jednalo o 1€k Prontosil rubrum, hydrolyzovany in vivo
na aktivovany antimetabolit sulfanilamid. Od této doby se zacaly vyuzivat v klinické praxi
[25].

9 o
H,N s~

\
NH,>

Obrazek 3: Strukturni vzorec sulfanilamidu [26]

Sulfonamidy jsou Sirokospektralni bakteriostaticka antibiotika, coz znamena, Ze bakterie
nutn¢ nezabiji, ale zastavuji jejich mnozeni. Jedna se o strukturni analogy kyseliny para-
aminobenzoové (PABA), se kterou soutézi o vazbu na dihydropteroatsyntetazu, ¢imz inhibuji
konverzi PABA a dihydropteroatdifosfatu na kyselinu dihydrofolovou nebo dihydrofolat.
Toto zastaveni produkce dihydrofolatového meziproduktu naruSuje normalni bakteridlni
syntézu kyseliny listové (folatu). Folat je nezbytny metabolit pro bakteridlni rist a replikaci.
PouzZiva se pfi syntéze RNA, DNA, pfedevSim pfi biosyntéze thymidylati a purind, pfi
syntéze nukleovych kyselin a aminokyselin, vcetné serinu, glycinu a methioninu. Blokada
produkce kyseliny listové tedy inhibuje na folatu zavislé metabolické procesy riistu bakterii.
Lidé si kyselinu listovou syntetizovat neumi, proto ji pfijimaji v potravé, ale bakterie ji
syntetizovat musi. Sulfonamidové antimikrobialni latky lze kombinovat s trimethoprimem,
ktery plisobi na jiny enzym v cesté syntézy kyseliny listové, a tim se stavaly baktericidni,
tudiz bakterie zabijely. Obecné se podavaji v ordlni form¢ a vSechny se rychle vstifebavaji.
Metabolizuji se v jatrech acetylaci a glukuronidaci. Samotny 1€k i jeho metabolity se vylucu;ji
ledvinami. Nejcastéji se vyuzivaji na 1é€bu infekci mocovych a hornich dychacich cest [27].

Vyroba, distribuce a spotiteba se vSak v soucasné dobé velmi omezila. Vedly k tomu tfi
hlavni diivody. Jednim z nich je, Ze od jejich zavedeni ve 30. letech 20. stoleti bylo objeveno
mnoho dal$ich, ucinngjSich antibakteridlnich latek. Druhym divodem byla pomérné rychle
ziskand rezistence na tyto antibiotika mezi bakteriemi a tfetim diivodem byly zcela bézné
vedlej$i Gc€inky u léCenych pacientli. Mezi nejCastéjsi patiily krevni dyskrazie, vcetné
aplastické anémie, které byly pozorovany s frekvenci 5,3 na milion definovanych dennich
davek sulfonamidua se 17% tmrtnosti v postizené skupiné [28].

V tabulce 2 lze piehledné vidét strukturni vzorce vSech vybranych sulfonamidi
a trimethoprimu.

17



Tabulka 2: Strukturni vzorce vybranych sulfonamidi [26]

Sulfacetamid Sulfapyridin Sulfasalazin Sulfamethoxazol
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2.2.1 Sulfamethoxazol (SMX)

Jednad se o Casto vyuzivané antibiotikum v humanni i veterinarni mediciné k pfedchédzeni
a 1lécbe bakteridlnich onemocnéni postihujici vyluCovaci, dychaci a travici soustavu.
Vzhledem k tomu, Ze zpomaluje rast bakterii, je sulfamethoxazol povazovan
za bakteriostatick¢é antibiotikum. Podidva se v kombinaci s trimethoprimem, coz je
antifolatové antibiotikum, které spole¢né se sulfamethoxazolem pulsobi synergicky tak, ze
blokuji dva po sobé jdouci kroky v biosyntéze nukleovych kyselin a proteinii, coZ poméaha
zpomalit rozvoj bakteridlni rezistence. Je ucinny proti gram pozitivnim i gram negativnim
bakteriim [26].

2.2.2 Sulfapyridin (SPD)

Sulfapyridin je sulfanilamidovy antibakterialni 1€k, ktery se bézn¢ oznacoval jako M&B 693.
Toto antibiotikum se jiz nepredepisuje k lécbé infekci u lidi, mize se vSak pouzit
k 1écbé IgA nefropatie a ma vyuziti ve veterinarni medicin€. Jeho rozpustnost ve vod¢ je
velmi zavislad na pH, a proto existuje riziko krystalizace v mocovém méchyii nebo mocové
trubici, ktera by mohla vést k bolesti nebo zablokovani. Stejné jako u ostatnich sulfonamidi
existuje znacné riziko agranulocytdzy, coz je, spiSe nez vyvoj rezistence bakterii, hlavni
divod jeho ustupu v pouzivani [26].
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M&B 693 byl uspésné pouzit k 1€cb¢ bakteridlniho zapalu plic Winstona Churchilla béhem
druh¢é svétové valky. Stejny zdroj uvadi, ze v roce 1944 M&B 693 zachranil pred zapalem
plic také Nera, kralovského cirkusového lva. Mize byt uzivan bud’ ve formé tablet nebo
prasku, ktery se aplikuje pfimo do ran. Béhem druhé svétové valky byl pouzivan tak Siroce,
ze spolecnost May & Baker méla potize drzet krok s poptavkou. Pozdé¢ji byl z velké casti
nahrazen penicilinem a jinymi sulfonamidy [29].

2.2.3 Sulfasalazin (SSZ)

Lék, ktery se pouziva pii 1écbe zanétlivych onemocnéni stiev. Z chemického hlediska se jedna
o azoslouceninou sulfapyridinu (SPD) spolu s kyselinou 5-aminosalicylovou (5-ASA),
znamou téz pod nazvem mesalazin, ktery je vlastni u¢innou protizanétlivou latkou. Zptsob
ucinku sulfasalazinu nebo jeho metaboliti 5-ASA a SPD je stile pfedmétem zkoumani,
pozorovany u zvitat a in vitro modelech. Klinické studie vyuzivajici rektalni podavani
sulfasalazinu, SPD a 5-ASA ukazaly, ze hlavni terapeuticky u¢inek mtze spocivat ve skupiné
5-ASA [26].

2.2.4 Sulfacetamid (SAA)

Sulfacetamid je sulfonamidové antibiotikum s bakteriostatickymi tc¢inky a Sirokospektralni
aktivitou proti vétSiné grampozitivnich a mnoha gramnegativnich organismi. Hodn¢ kmeni
jednotlivych druhli si vSak vytvofilo rezistenci. VyuZzivd se k 1é€bé zanétu oc€nich vicek,
rohovky, spojivek, acne wvulgaris a bakteridlni vaginitidy. Vyzkumy prokazaly,
ze za pritomnosti UV-A svétla se stdva mirné drazdivy, a proto by se mél skladovat ve tmé
[30]. Sulfacetamid jako Iék je dostupny jako roztok, oc¢ni kapky, pletovd voda
a prasek [26].

2.2.5 Sulfadiazin (SDA)

PouZiva se spolecné s pyrimethaminem, inhibitorem dihydrofolat reduktazy. Je to prvni volba
pii 1écbé toxoplazmdzy, kterd je zplisobena prvokovym parazitem. Dale se vyuziva pii 1écbé
zanétu stfedniho ucha, profylaxi revmatické horeCky a chlamydii. PouZziva se také jako
doplikova 1écba malérie rezistentni na chlorochin a n¢kolika forem bakterialni meningitidy.
Pti uzivani je doporuceno vyhybat se slune¢nimu zateni. UZiva se oraln¢ [26].

2.2.6 Sulfathiazol (STA)

Sulfathiazol nebo také Norsulfazolum je organosirova slouc¢enina pouzivana jako kratkodobé¢
pusobici 1é¢ivo. Dokud nebyly objeveny méné toxické alternativy, jednalo se o bézné
perordlni a topické antimikrobidlni ¢inidlo. PfileZitostn€é se stile pouziva v kombinaci se
sulfabenzamidem a sulfacetamidem v podob¢ krému Triple Sulfa. Ve veterinarni medicing se
pouziva pti 1é€be skotu [26].
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2.2.7 Sulfamerazin (SMR)

Sulfamerazin je antibakteridlni latka pouzivana pti 1é€b¢€ riznych bakteridlnich infekci, jako je
bronchitida, zanét prostaty a infekce mocovych cest. VedlejSimi ptiznaky mohou byt
nevolnost, zvraceni, prijem a reakce precitlivélosti. U pacienti s deficitem
glukézo-6-fosfatdehydrogendzy se mohou také objevit hematologické ucinky, jako je anémie,
agranulocytoza, trombocytopenie a hemolyticka anémie. Sulfamethoxazol mtze také vytésnit
bilirubin z vazebnych mist pro albumin a zplsobit Zloutenku nebo kernikterus (poSkozeni
mozkovych jader) u novorozencii [26].

2.2.8 Trimethoprim (TMP)

Trimethoprim je antibiotikum pouzivané zejména pii 1é¢bé infekci mocCového méchyie.
Mezi dalsi pouziti patii infekce stiedniho ucha a cestovatelsky prijem. Se sulfamethoxazolem
nebo dapsonem muze byt pouZit na 1é¢bu zapalu plic zptsobenou u lidi s HIV/AIDS. Uziva se
usty. Mezi Casté nezadouci UCinky patii nevolnost, zmény chuti a vyrazka. Vzacné muze vést
k problémim s krvi, jako je nedostatek krevnich desti¢ek nebo bilych krvinek a citlivosti
na slunce. Existuji dikazy o mozném poskozeni béhem biezosti u nékterych zvitat, u lidi vSak
ne. Funguje tak, ze u blokuje bakteridlni metabolismus kyseliny listové prostfednictvim
dihydrofolat reduktazy, coz vede k jejich smrti. Pfiblizné 10-20 % pozité davky
trimethoprimu je metabolizovano, primarné v jatrech, zatimco az 80 % zbytku je vylu€ovana
v nezménéné podob¢ moci [26].

2.2.9 Mechanismus pisobeni

Sulfonamidy jsou G¢inné proti grampozitivnim 1 gramnegativnim  bakteriim.
Kompetitivng€ inhibuji  syntézu kyseliny listové, kterd je ristovym faktorem bakterii.
Antibiotika tedy plsobi pouze na mikroorganismy, které syntetizuji vlastni kyselinu listovou.
Jejich cinek je bakteriostaticky az baktericidni [16].

2.2.10 Syntéza

I pfes pokroky dosaZzené v aplikaci sulfonamidl zGstava jejich nejbéZznéjs$i metoda syntézy
od plivodni pouzité pro pifipravu Prontosilu ve 30. letech nezménéna. Kli¢ovou reakci je
slou¢eni aminu s odpovidajicim aktivovanym sulfonylovym derivatem, nejcastéji
sulfonylchloridem. Ten se pfipravuje elektrofilni chlorsulfonylaci matetského arenu nebo
oxidativni chloraci organosirovych arylovych sloucenin. Elektrofilni aromatické substitucni
procesy Casto vyzaduji siln€ kyselé podminky, omezujici kompatibilitu funk¢nich skupin,
a jsou ucinné pouze pro specifické substituce, vychazejici z charakteristik vychoziho arenu.
Podobné je tomu v ptipadé oxidacni chlorace, a navic je Casto vyZadovana piitomnost
pachnoucich thiolovych substrati. Témto problémiim by se dalo vyhnout, pokud by existoval
pfimy zplsob piipravy sulfonamidi ze snadno dostupnych vychozich materiald, které by
nevyzadovaly pfedinstalovanou funkéni skupinu siry [31].
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Koncepéné atraktivni zplsob syntézy sulfonamidi, ktery se vyhyba pouziti vychozich
materidlti obsahujicich siru, zahrnuje implantaci molekuly oxidu sifi¢ittho mezi vhodné
fragmenty uhliku a dusiku. Aby byly tyto dva fragmenty synteticky uzitecné, mélo by se
jednat o idedlné¢ jednoduché organické suroviny se Sirokou komercni dostupnosti.
V poslednich dvanacti letech se stalo pouziti oxidu sifi¢itého pfi katalyze Casto uzivanou
technologii pro zavedeni funk¢énich skupin odvozenych od sulfonylu. Zprava zroku 2010
poukazala na mozny zptisob piipravy pomoci Pd-katalyzované syntézy N-aminosulfonamida
kombinaci z aryljodidu, oxidu siry a hydrazinu. Jednalo se o prvni ukdzku moznosti zaclenéni
oxidu sifi¢itého pomoci kiizové vazby. Taky bylo poukazano na to, ze pouziti nahrazky oxidu
sifi¢it¢ho, v tomto piipadé¢ aduktu oxidu sifi¢itého s aminem DABCO, nabidl vyznamné
vyhody oproti pouziti plynného oxidu sifi¢itého [31].
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Obrazek 4: Katalytickd syntéza sulfonamidii za pouziti SO, [31].
2.2.11 Degradacni produkty sulfonamidia

Hlavnim abiotickym faktorem ovliviiujicim rychlost degradace SA v prostiedi je UV-A
zateni. Bylo prokazano, ze ptitomnost mikrobti ve vod¢ jezera vedla k 94,5% degradaci SMX
po 55 dnech ve srovnani se sterilnimi podminkami, kde to bylo 51,6 %. Ozéfeni vzorku
ve vodnim prostfedi pomoci slunecniho zateni, zpisobuje degradaci 88 %98 % SMX a SDA
[32]. V prostiedi se biotické a abiotické faktory vzajemné ovliviiuji synergicky, takZe rychlost
degradace SA ve skutecnych podminkéach zivotniho prostfedi bude vyssi nez v modelovych
podminkach. Degradaéni produkty (DP) antibiotik, jez zatim nejsou vSechny zndmé, tvoti
odliSnou, expanzivni skupinu sloucenin, které jsou potencialné nebezpecné kvili své neznamé
struktufe a fyzikalné-chemickym vlastnostem. DP mohou vykazovat vyssi biologickou
aktivitu nez jejich pfislusné matefské slouCeniny, coZ se mize promitnout do vyssi toxicity
v exponovanych organismech [33].

Sledovani procesu degradace SA v urc¢itych podminkach zivotniho prostiedi je obtizné,
protoze matetské slouceniny existuji ve velmi nizkych koncentracich a pisobi na né rtizné
faktory prostiedi. VétSina dosavadnich zprav popisuje simulace degradace SA pouze
za modelovych podminek [33].
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Jednim z hlavnich degradacnich produktii SMX je 4-N-acetyl-sulfamethoxazole s pomérem
m/z 296, proto ve zkratce DP296. Vznikd pifi druhé fazi metabolismu SMX
a vyskytuje se predevsim v exkrementech organismii podstupujici antibiotickou IéCbu,
tim padem je vyluCovan do Zivotniho prosttedi. V zavislosti na podminkach, jako je mnozstvi
kysliku nebo pfitomnost aerobnich organismii, mize z DP296 pomoci reverzni reakce zpatky
vzniknout SMX, a poté podstoupit degradaci pomoci jiné degradacni drahy. DalSim
z degradacnich produktd SMX je 4-N-dimethyl-sulfamethoxazol, ktery vznikd dvojitou
metylaci amino skupiny v benzenovém jadie SMX. Jeho pomér m/z je 281, proto ve zkratce
DP281. DP281 i jeho jednou metylovany derivat s pomérem m/z 268 maji delsi retencni Casy
nez jejich matetska sloucenina, protoze hydrofobni metylova skupina snizuje polaritu
molekuly, kterd zvysuje lipofilicitu vyslednych degrada¢nich produktt [34].
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Obrazek 5: Degradacni cesta SMX v Zivotnim prostiedi [33]

2.2.12 Rezistence na sulfonamidy

’

Ucinnost antibiotik znacné komplikuje rezistence (AMR) neboli odolnost bakterii, kterou po
urcité dobé od zavedeni antibiotik do 1é€by infek¢énich nemoci ziskaly nebo je soucasti jejich
fyziologického aparatu. Kvili odliSnému uspofadani bunécné stény grampozitivnich
a gramnegativnich bakterii maji grampozitivni bakterie méné moznosti, jak antibiotiklim celit.
Podle posledni studie z roku 2019 bylo zjisténo, Ze v souvislost s antimikrobialni rezistenci
doslo v téze roce ptiblizn€ k 4,95 miliond umrti, véetné 1,27 milion1, které byly AMR piimo
zpusobeny. Vysledky také ukazovaly, ze nejvyssi umrtnost napti¢ vékovymi kategoriemi byla
v subsaharské Africe, citajici 27,3 Umrti na 100 000 obyvatel a nejnizsi v Australii
s 6,5 umrtimi na 100 000 obyvatel. Nej€ast&jsi pricinou smrti byla infekce hornich dychacich
cest, ktera zabila vice nez 1,5 miliont lidi. Sest hlavnich patogent (Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pneumoniae, Acinetobacter
baumannii a  Pseudomonas aeruginosa) zapfi¢inilo 929 000 umrti na AMR
a 3,57 miliont spojenych s AMR [34, 35].
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Mechanismu, které zajist'uji ziskanou rezistenci, bylo popsano sedm:

1. Enzymaticka inaktivace antibiotik
Uskuteciiuje se pomoci rozstépeni molekuly antibiotika nebo pfipojenim postrannich
skupin. Tento typ rezistence se u bakterii vyskytuje velmi Casto, protoze jde o G¢inny
a ekonomicky zptisob, jak tc¢inku 1é¢iva odolat.

2. Zabranéni ataku cilového mista
Uskuteciiuje se to pomoci riznych zataras, které jsou si bakterie schopné vytvofit.
Jednou znich miize byt naptiklad pouzdro nebo vrstva hlenu, jehoz naboj muze
odpuzovat molekuly aminoglykosidi. Velmi ucinnou bariéru tvoii gramnegativni
bakterie pomoci zevni membrany, kterd je schopnd omezit pocet ptislusnych pord,
pfes které antibiotika prochazi nebo péry prestanou Uplné tvofit. Tim se ucinek
antibiotik omezi pouze na grampozitivni bakterie.

3. Aktivni transport antibiotika z bakterialni buiky

Tento typ rezistence neposkytuje kompletni ochranu pfed ucinkem antibiotik, spise
snizuje jejich razanci. Vyuziva se totiz preerpavani nezadoucich latek, které jiz
stacily proniknout do buniky pomoci transmembréanovych pump. To znamend, Ze Cast
proniknuté molekuly 1é€iva se ve vétSing pripadl stihne navazat na své cilové misto
a bunku tim poskodit. Vyhodou v3ak je, Ze tyto efluxni systémy jsou zakladnim
fyziologickym vybavenim bakterii a dokdZou vycerpat i n€kolik druhil antibiotik
zaroven.

4. ZnemoZnéni aktivace
Bakterie jsou schopné omezit tvorbu enzymit, které antibiotikum aktivuji, a tim
zamezit jejich ucinek. Lze to vyuzit pouze proti antibiotikiim, kterda se podavaji
v neaktivni (prodrug) formé&. Pfikladem mizou byt nitroimidazoly.

5. Modifikace cilového mista
Pomoci mutace genu, ktery koduje cilovy enzym, napadnutim metabolické drahy nebo
dodate¢nou upravou molekuly, mohou bakterie zménit struktury, na které se
antibiotika vazi a tim negativné ovlivnit jejich afinitu k pozménénému cili.

6. Nahrada zablokované metabolické drahy
Bakterie mohou v piipadé¢ zablokovani nékterych dulezitych metabolickych drah
vyuzit alternativni cestu, kterd sice neni tak vyhodna, ale postacuje k pieziti.

7. Vytvoreni nadbytku cilovych mist
Dalsi mozZnosti, jak se bakterie mohou ubranit proti u¢inklim antibiotik je zvySeni
produkce cilového enzymu, ktery je napadan. Byl objeven rovnéz zptsob ochrany,
kdy mykobakterie vytvaii tzv. molekularni mimikry v podob¢ zvlastnich peptida,
které napodobuji strukturu DNA, na které se napadajici flourochinolony navazi
a neposkodi tolik samotnou bakterii.
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Rezistence je podminéna geneticky a stejné jako kazda jind genetickd informace se dédi
z generace na generaci. Pokud je tato odolnost pro bakterii vyhodna, za¢nou se rezistentni
buiiky oproti ptivodnim prosazovat ¢im dal vice. Tento zplusob se nazyva klondlni Sifeni,
jehoz podstatou je pfenos genetické informace vertikdlnim zpiisobem, tj. z matetskych do
dcefinych bunék. Naopak horizontdlni pfenos vyuziva Sifeni genetické informace mezi
riznymi druhy ¢i rody bakterii. Uplatituje se mechanismus konjugace, transdukce
a transformace. Za horizontalni pfenos jsou zodpovédné predevsim plasmidy a transpozony
[37].

Plasmidy jsou malé, kruhovité tiseky DNA ve tvaru dvousroubovice. Vyskytuji se volné
v cytoplazmé bakteridlnich bunék, které bud’ mohou jejich genetickou informaci vyuzit nebo
se jich mohou zbavit.

Transpozony jsou geny schopné pienaset genetickou informaci tim, Ze se vystépi
z kompaktni DNA a pfeskoci na jiné misto DNA. Nejc¢astéji dochazi k preskoceni z plasmidu
na chromozom at’ uz v radmci jedné nebo vice bakterialnich bunék.

Snaha co nejvice zamezit zneuzivani antibiotik a zabranit tak prohlubujici se bakteridlni
rezistenci, vedla k zavedeni Usneseni Evropského Parlamentu o Evropském akénim planu
,wJedno zdravi® proti antimikrobialni rezistenci (2017/2254(INI)) nabyvajici platnosti dne
13. 9. 2018, které mimo jiné vyzyva Komisi, aby v souvislosti s dohodami o volném obchodu
zakézala dovoz potravinaifskych zivoc¢iSnych vyrobk v ptipadé, Ze jejich chov nebyl
v souladu s normami EU a vyzyvd Komisi, aby stejnou meérou investovala do vyvoje
neantibiotickych alternativ v oblasti zdravi zvitat, véetné ristovych stimulatorti [38].

2.2.13 Vedlejsi u¢inky sulfonamidu

Nezadouci ucinky tohoto typu antibiotik nejsou vétSinou natolik zavazné, aby vedly
k preruSeni 1écby. Obecné mezi nejCastéjSi projevy patii gastrointestinalni potize, poruchy
krvetvorby, poskozeni ledvin a alergické reakce. Alergické reakce postihuje 1,5-3 %
uzivateld a jsou desetkrat Cast€j$i u lidi s onemocnénim AIDS. Lécba zavisi na typu a sile
reakce. Stfedni nebo slabé reakce mohou byt léCeny pferuSenim podavani antibiotik
a nasazenim antihistaminik. Pfi silnych reakcich miiZze dojit az k hospitalizaci v nemocnici
a nasazeni steroidni 1€cby v podobé koznich krémi ¢i tablet. Alergickd reakce se muze
projevovat napiiklad syndromem pfiecitlivélosti na sulfonamidy, jehoz ptiznaky se projevuji
nejcastéji po sedmi az Ctrnacti dnech horeckou, vyrazkou a mohou byt postihnuty vnitini
organy. V ptipad¢ prudké reakce se projevuje mezi osmi az tficeti minutami od prvniho
podani 1éku Cerveny kulaty otok na kiizi Casto ohrani¢eny puchyifem [26]. V tabulce 3 Ize
prehledné vidét mimo jiné vedlejsi ucinky a toxicitu jednotlivych sulfonamida.
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Tabulka 3: Vyuziti a toxicita [26]

i . Mechanismus or y o .
Nazev Lécba . , Vedlejsi ucinky Toxicita
pusobeni
_ [Infekee Inhibice syntézy | Podrazdény Zaludek, LDsu
Sulfamethoxazol mocového ustroji, Kyseliny listové svracent. priiem mysi je 2300
bronchitida Y Y da mg/kg
. Duhringova Inhibice syntézy Horecka, bolest hlavy I.“DSO y
Sulfapyridin .S o \ s 1w 27| mysije 15800
dermatitida kyseliny listové svédeéni, kozni vyrazka
mg/kg
Crohnovg , Horecka, nevolnost,
Sulfasalazin choroba, ulcer6zni Zatim neznamé nizky pocet spermii u -
kolitida a TR
revmatoidni artritida
AT i . , LDsou
Sulfacetamid Zanétlivé §tavy Inhll?lce .synte’zy ] vZarl%dnutvl a otok myi je 16500
oka, akné kyseliny listové kize, zavraté, tlnava
mg/kg
, . , Zvonéni v usich, LDsou
L Toxoplazmdza, Inhibice syntézy . . wr s
Sulfadiazin RN o ; deprese, insomnie, mysi je 1500
zanét sttedniho ucha kyseliny listové A
zavrat mg/kg
Bronchitida, zanét o , Anémie,
. L Inhibice syntézy .
Sulfamerazin prostaty a mocovych o . agranulocytoza, -
kyseliny listové N
cest zloutenka
. . . Infekee Inhibice syntézy Podrazdény zaludek, LDsou
Trimethoprim mocového ustroji, Kvseliny listové Zvraceni. priiem mysi je 2764
bronchitida y Y v v - Pri mg/kg

2.2.14 Analyza sulfonamidi

Ke stanoveni sulfonamidii z enviromentalni matrice, at’ uz se jedna o odpadnich a €isté vody,
pudu ¢i hntij, dosud nebyla vyvinuta univerzalni metoda. Existuje ale mnoho studii, které se
sice 1i81 v jednotlivych krocich, principialné jsou ale velmi podobné. Ze zkoumané lokality se
odebere reprezentativni vzorek, ktery je nasledné ptevezen do laboratoie. Pokud se jedna
0 pevnou matrici, je tfeba vzorek nejprve vysusit a homogenizovat. Co se tyCe detekce téchto
analytd, vysokoucinna kapalinova chromatografie spojend s hmotnostni spektrometrii
v tandemovém rezimu (HPLC-MS/MS) je jednou z nejrozsifenéjSich technik, vyZaduje vSak
pouziti drahého a slozitého pfistrojového vybaveni, které neni vzdy dostupné pro rutinni
sledovani. Dalsi pfistupy pouzivané také ke stanoveni sulfonamidii jsou HPLC s UV detekci,
kapilarni elektroforéza (CE) a kapilarni elektrochromatografie (CEC) [39]. K pifedupravé
vzorkl se nejCastéji vyuzZiva extrakce kapalina-kapalina, extrakce pevnou fazi (SPE),
QuEChERS a materialii s molekuldrnim potiskem [39, 36].
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Pro uspésné stanoveni je nutno prevést vzorek do formy vhodné pro analyzu. Voda,
potraviny, biologické tekutiny a farmaceutika obsahuji rizné slouceniny, které mohou
interferovat se samotnou analyzou. Vzhledem k nizké koncentraci sulfonamida je nezbytné
vyizolovani a v zavislosti na metod¢ stanoveni (limity detekce) zakoncentrovani vzorku.
V idedlnim piipadé by mél byt maximalné eliminovan vliv matri¢niho efektu. V ptipadé
vzorkl vody je tfeba dbat na to, aby byly co nejméné zakalené. Je tfeba je piefiltrovat nebo
zcentrifugovat a uschovat v nepruhlednych sklenénych lahvickach za snizené teploty.
Lahvicky se pfedem vymyvaji acetonem nebo methanolem a byvaji zahtaty na 280 °C
z divodu odstranéni nezaddoucich necistot. Jestlize se predpokladd zvysSena koncentrace
ruSivych kationtli, pfidava se ke vzorku vody sodnd sil EDTA (chelaton 3) k vytvofeni
komplexu vépenatych a hotecnatych iontd (100 mg na 100 ml vzorku), a tim ke sniZeni
tendence antibiotik vazat se na matrici [40].

Pevné vzorky se obvykle odebiraji z vrchni vrstvy pady (020 cm). Bud’ se stiraji pifimo
z povrchu nebo se provedou mensi vrty. Déale se pida vysusi na pfiblizne¢ 5% vlhkost
a velikost ¢astic vzorku se upravi roztiranim, mletim nebo prosivanim sitem s velikosti pori
2 mm. Pfi mleti vzorku je nutné se vyhnout piehrati. Nékdy je vhodné provést také lyofilizaci.
Po prekoncentraci cilovych analytl néasleduje jejich separace. Vétsina odbornych ¢lankt uvadi
jako pouzitou techniku pro separaci sulfonamidi metodu vysokoucinné kapalinové
chromatografie (HPLC), nejcastéji v kombinaci s hmotnostné spektrometrickou detekci (MS)
nebo s tandemovou hmotnostni spektrometrii (MS/MS) [40].
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2.3 Puda

vvvvvv

vyhodnocovanim, protoze se jedna o velmi komplexni matrici. I pfes vSechna snazeni je vSak
vétSinou dosahovano nizSich vytéznosti, nebot’ s extrahovanymi analyty ziskavame i velké
mnozstvi koextrahovanych latek. Ovlivitujici faktory, které se podili na vytéznosti méfeni,
jsou i1 samotné vlastnosti ptdy, jako je obsah organické hmoty, jeji pH, iontové vyménna
kapacita a dalsi. Plida obsahuje i1 velké mnozstvi rizikovych latek, mezi které se fadi naptiklad
ropa a jeji derivaty, polycyklické aromatické uhlovodiky, polychlorované bifenyly,
aromatické uhlovodiky, chlorované uhlovodiky a heterocyklické uhlovodiky [41]. Dale se
v pud¢ nachazi také huminové latky, coz jsou pfirodni organické latky, které vznikaji
prevazné rozkladem rostlinych zbytki a jen obtizné podléhaji dalsi degradaci.

Uspéch postupli je zavisly i na vlastnostech analyzovanych sloudenin v ekosytému
(pKa, Kow, Koc). Problém miize byt at’ uz samotna extrakce analytl z ptidy nebo vliv matrice
a extrak¢nich ¢inidel ptfi LC/MS/MS analyze, kdy mtze dojit k zvySeni nebo potlaceni signalu
analytu (matri¢ni efekty). Matriéni efekty jsou problém hlavné pii vyuziti elektrospreje (ESI)
v hmotnostné spektrometrické detekei, protoze ESI je vysoce citlivy na jakékoliv dalsi latky
pfitomné v eluatu z kolony. Pfi stopové analyze mtize byt potlaceni ionizace natolik silné, ze
ve vysledku zpiisobi falesné negativni vysledky. Za zdroje zpisobujici potlaceni iontd mohou
byt povazovany jak endogenni slouceniny, jako jsou organické nebo anorganické molekuly
pritomné ve vzorku, tak exogenni slouCeniny, které nejsou ptfitomny v pivodnim vzorku.
Exogenni slouceniny mohou byt do vzorku zavedeny v pribéhu jeho ptipravy [41, 42] .

Pro zlepSeni pfesnosti kvantifikace analytdl z environmentdlni matrice je proto vhodné
pouzit interni standardy (IS). IS jsou vétSinou latky, které maji podobné fyzikalné-chemicke
vlastnosti jako ty stanovované, akorat jsou upravené tak, aby byly rozliSitelné ve spektru pfi
vyhodnocovéani. To se nejéast&ji provadi izotopickym znacenim (*D, '*C, 'SN), protoze
pfitomnost tézSich izotopi zplsobi posun m/z, ¢imz dochdzi k odliSeni signdlu IS od
neznacené latky. V ptipadé sulfonamidi bylo v literatufe nejcastéji zminovano pouZiti
BCe-sulfamethazinu jako IS. Déle se pouzivaji deuterované standardy jako napiiklad
Dy-sulfadiazin, Ds-sulfathiazol, Ds-sulfametoxazol a Ds-sulfadimethoxin, jejichz pouziti
zpusobi posun m/z ve spektru o +4 m/z od pfislusné neznacené latky. Je zde dilezitd
podminka 1 Deuteria na 100 g/mol nativniho standardu, aby byl IS mimo jeho izotopicky
klastr, protoze jinak ¢im by byla vyS$i koncentrace nativniho standardu, zvySovala by se
1 koncentrace IS. Tim, Ze kalibrace je jejich pomér, dochazelo by ke Spatnym vysledkiim [44].

2.4 Extrakce tuhou fazi (SPE)

Je jednou z mnoha dostupnych technik, diky které jsme schopni upravit a nasledné analyzovat
slozité matrice vzorkd. Narozdil od vicekrokové extrakce kapalina-kapalina (LLE), které se
velmi podobd, nabizi SPE mnoho vyhod. Hlavni benefity jsou, Ze neni zapotiebi takového
mnozstvi organickych rozpoustédel, zisk vyS$8i vytéZnosti analytu, protoze nedochazi
k separaci mezi dvé faze, které by navzajem mohli ovliviiovat sviij objem, a také jsme schopni
zachytavat vice rusivych elementt, diky vétSim ¢asticim, které obsahuje tuha faze [45].
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V zévislosti na predupravé vzorku pro naslednou analyzu na LC skytd tato metoda jesté
vyhody v zesileni stopy analytu, odstranéni soli, odd¢leni latek biologické matrice a eliminaci
latek nebezpecnych pro kolonu. Pfi pokraovani pomoci LC je vhodné jako rozpoustédlo
vyuzit takovou latku nebo smés latek, které jsou mobilni fazi pfi chromatografii. V tomto
piipadé mohou byt pfimo nastfiknuty vétsi objemy frakce analytu, ¢imz se dosahne vétsi
detekeni citlivosti [45].

Pro spésné provedeni této extrakce je zapotiebi kolonka, jejiz sténa je vyrobena z velmi
¢istého polypropylenu, aby se ptredeslo kontaminace vzorku. Sklada se ze zasobniku ve forme
valecku, do kterého je umisténa frita, vyrobend z polytetrafluorethylenu, polypropylenu nebo
nerezové oceli a slouzi k udrZzovani loZiska se sorbentem v kolonce. Sorbenty jsou nejcastéji
na zéklad¢ oxidu kiemicitého, uhliku nebo polymeru [45].

Zasobnik

Frita —— Vrstva sorbentu

Obrazek 7: SPE kolonka [46].

Koncovka

V publikovanych ¢lancich, které se zabyvaly stanovenim sulfonamidovych antibiotik jako
jedinou skupinou cilovych analyt v akvatickych matricich, jsou pfi SPE extrakci pouzivany
pfedevs§im kolonky Oasis HLB. Zakladem jejich sorbentl je univerzalni, vodou smacitelny
kopolymer pro reverzni faze s vyvazenymi hydrofilnimi a lipofilnimi vlastnostmi, ktery nabizi
vysokou kapacitu pro polarni latky. SPE kolonky Oasis HLB byly ¢asto vyuzivany také pfi
izolaci sulfonamidi v rdmci multirezidudlnich analyz farmakologickych polutanti
v akvatickych matricich [47].

2.4.1 Postup

Pfed nanesenim vzorku je nejprve zapotiebi aktivovat sorbent, coZ se u polarné vazanych fazi
nejcastéji provadi methanolem nebo acetonitrilem. U silikdtovych gelii ovSem zptsobuje
jejich  deaktivaci, tudiz se zde wuzivd stfedné polarnich rozpoustédel jako
napt. metylén-chloridu. Tento krok je dilezity zejména kviili solvataci a vycisténi kolony od
vzdusnych necistot. Pokud jsou nasledné aplikovany vodné vzorky, promyvé se kolona taky
vodou. Ve druhém kroku jsou nandSeny samotné analyty, které museji byt rozpustény
ve slabém rozpoustédle, aby bylo zajisténo silné zadrzeni tuhou fazi. V zavislosti
na vlastnostech analytu volime pfisluSnou fazi na SPE. Pokud provadime SPE s tzv. normalni
fazi, rozpoustime vzorky v uhlovodikovych nebo jinych nepolarnich rozpoustédlech. Naopak
pokud je analyt rozpusStén ve vode nebo pufru s obsahem organické slozky (methanol nebo
acetonitril) nafedéné na 2,5-5 %, pak se provadi SPE s reverzni fazi (RP-SPE) [46].
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Aby se pfti eluci neuvoliiovaly ze sorbentu do rozpoustédla spolecné s analytem také rusivé
latky, je cilem tfetiho kroku jejich odstranéni. Zaroven je ale vSak tfeba zajistit, aby
nedochdzelo k uvoliiovani analytu. To zajistime spravnym vybérem typu a objemu
rozpoustédla a doby promyvani [46].

Cilem zéavérecného kroku je eluce sledovanych analyti vhodnym rozpoustédlem. VétSinou
se poziva methanol nebo okyseleny methanol. Nejdiive je vSak zapotiebi vysusit SPE kolonku
od zbytkové vody, coz se provadi proudem vzduchu cca 1 minutu. Tato metoda se Casto
spojuje s dalSimi metodami jako je homogenizace vzorka, fedéni, filtrace, uprava pH a dalsi
[46].

Krok ¢.1 Krok ¢. 2 Krok ¢. 3 Krok ¢. 4
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Obrazek 8: Schématicky zndzornény postup SPE (upraveno z [48])
2.5 Quechers

Metoda QuEChERS piekondva problémy spojené s casové narocnymi, nakladnymi
a pracnymi multirezidudlnimi metodami. Nazev vychéazi z anglickych slov Quick, Easy,
Cheap, Effective, Rugged and Safe, které v ptekladu znamenaji, Ze se jednd o rychlou,
snadnou, levnou, efektivni, robustni a bezpe¢nou metodu disperzni extrakce tuhou fazi.
Pivodné byla vytvofena pro stanovovani pesticidii v ovoci a zelening, ale diky svym skveélym
vlastnostem a velké vSestrannosti si metoda QUEChERS ziskala oblibu a rozsitila svilj rozsah
pouziti na extrakci rlznych analytli jako jsou polyfenoly, aminy, antidepresiva a latky
znecist'ujici zivotni prostiedi z n€kolika matric v€etné potravin, biologickych tekutin, ptd,
vod a dalsich [49].

Tento U¢inny a snadny postup pfipravy vzorklu se sklddd nejprve z extrakéniho kroku,
zalozeného na vysolovacim efektu, kde je podporovéana rovnovaha mezi vodnou a organickou
vrstvou. Nésleduje disperzni extrakce tuhou fazi (d-SPE), kterd zahrnuje dalsi Cistici kroky,
pomoci kombinace nékolika poréznich sorbentii a soli k odstranéni latek interferujicich
s matrici [49].
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Mezi hlavni vyhody patii moznost zanalyzovat 1 8 vzorki najednou béhem méné nez
30 minut, mens$i naroky na manipulaci, mén¢ krokl v postupu a potieba pouze malého
mnozstvi sorbentu, coz pfinasi finan¢ni uspory. Tato metoda je vhodna pouzit pted analyzou
Sirokého spektra latek vcetné nepolarnich a polarnich sloucenin. Dochazi k minimalnim
ztratdm analytu, a na rozdil od ostatnich technik zde neni nutnost pfidavku chlorovanych
rozpoustédel [50]. Pro vybér sorbentu je dilezity typ matrice vzorku [49].

Tabulka 4: Priklady matrice a sorbentii [49]

Typ matrice Piiklad matrice Sorbent
BéZna matrice Jablka, okurky, melouny siran hotfe¢naty, PSA
Tukové matrice MIéko, ceredlie, ryby siran hotecnaty, PSA, C18
Pigmentové matrice Salat, mrkev, vino siran hotecnaty, PSA, C18, GCB

Vysoce pigmentované

] Spenat, Eervena paprika siran hotecnaty, PSA, C18, GCB
matrice

Postup je velmi jednoduchy. V prvnim kroku procedury je zapotiebi extrahovat
zhomogenizovany vzorek a nasledné frakcionovat pomoci organického rozpoustédla
a roztokl soli. Druhym krokem je extrakce a ptecisténi organické vrstvy pomoci disperzivni
SPE techniky. Ke smési adsorbentti je poté pfidan 1 ml organického rozpoustédla z kroku 1,
obsah je diikladné promichan a zcentrifugovan. Tim je pfipraven Cisty extrakt pro analyzu
riznymi GC a HPLC technikami [47, 48].
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Quechers

| W
\ A 4 ﬁ i
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Obrazek 9: Schematicky zndzornény postup metody [49]
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2.6 Sorpéni extrakce na magnetické michadlo

Kviili zna¢né nizké koncentraci SA v pudé se zacind vyuzivat nové mikroextrakéni techniky
zvané sorpcni extrakce na magnetické michadlo (SBSE). Jeji vyhodou je, Zze pteciStovani,
obohacovani i1 extrakce miize byt provadén v jednom kroku. Taky se piedpoklada, ze
za pouziti mensiho mnozstvi organickych rozpoustédel a adsorbentli miize dosahnout vyssich
adsorpCnich kapacit, coz ukazuje na Setrnost k zivotnimu prostiedi. Tradi¢ni adsorbenty jako
je aktivni uhli, polydimethylsiloxan, styren-divinylbenzen a dalsi pouzité pfi této metod¢, sice
vylepsuji nedostatky klasické SPE, ale nejsou dostacujici pfi detekei SA v komplexni matrici.
Proto se v posledni dobé zacinaji vyuzivat molekularné potisténé polymery (MIP), coz jsou
polymery, které jsou zpracovany pomoci techniky molekularniho imprintingu, ktera
zanechava dutiny v polymerni matrici s afinitou pro vybranou molekulu. Z tohoto materialu
se poté vyrabi membrany nejcastéji za pomoci elektrospinningu [51].

2.7 Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie je jedna z nejpouZzivanéjSich analytickych separacnich metod,
protoZe je schopna separovat i velmi malé ¢astice jako jsou rozpusténé ionty, organické latky
ale i makromolekuly. Tato separacni metoda je zalozena na rovnovazné distribuci analytt
mezi vzajemné nemisitelnymi fdzemi. Stacionarni faze (SF) je nepohybliva, nejcastéji je
zakotvend na pevném nosici uvniti chromatografické kolony, mobilni faze (MF) je pohybliva
a je pod vysokym tlakem protlaovana okolo stacionarni faze. Béhem separace se analyt
rozd€luje mezi mobilni (kapalnou) a stacionarni (pevnou) fazi podle své afinity ke kazdé
z nich. Slozky, které se stacionarni fazi interaguji silnéji, se kolonou pohybuji niZsi rychlosti
(maji vyssi retenci) nez slozky, které vykazuji slabsi interakci. Latka, ktera ma delSi retencni
Cas a dosahuje tak v¢Etsi retence, je eluovana z kolony pozdéji. V ptipadé, Ze jednotlivé slozky
nemaji dostatecné rozdilné afinity, tak nedojde k jejich separaci. Vystupem této metody je
chromatogram — grafické znazornéni zavislosti intenzity signalu na Case, v némz se hodnoti
retenéni Cas, ktery v daném systému pii definovanych podminkéch slouzi k identifikaci
analytu, a plocha/vyska piku (elu¢ni kiivka), kterd je funkci koncentrace stanovované latky
[52].

2.7.1 UPLC (Ultraucinna kapalinova chromatografie)

Jednd se o novou, mimoiddné UCinnou separatni techniku v oblasti kapalinové
chromatografie, kterd nabizi praci s Sirokym rozsahem pritokli a vyznamné zkracuje dobu
analyzy. Cely separacni proces probihd za velmi vysokych tlakii (15000 psi, 1000 bar,
100 MPa). Oproti klasické HPLC nabizi navic snizeni ndkladd, zvySeni citlivosti, snizeni
meze detekce a vice kvalitativnich informaci. Dé&e se tomu diky vyuziti kratSich kolon
(cca 10 cm) s vnitfnim primérem 1-2,1 mm a menSich ¢astic, které kolonu vypliuji (<2 um).
V soucasné literatute se k analyze sulfonamidl nejcastéji vyuziva kolona C18, ojedinéle také
C12 nebo C8 [42, 53, 54]. Jako mobilni faze je nejcastéji vyuzivana smés methanolu nebo
acetonitrilu s vodou. Ve vétsing ptipadu je eluce analytu provadéna gradientem mobilni faze,
coz je typické pro separaci latek izolovanych z environmentalnich matric [44]. Ke stanoveni
sulfonamidi se UPLC nejcastéji spojuje s hmotnostné spektrometrickou detekci (MS),
ptipadné tandemovou hmotnosti spektrometrii (MS/MS) [42].
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2.7.2 Spojeni LC-MS a LC-MS/MS

Pro LC-MS a LC-MS/MS analyzu sulfonamidii je nejcastéji vyuzivanou ionizacni technikou
elektrosprej (ESI). Jednd se o mékkou ioniza¢ni techniku vyuZzivajici atmosférického tlaku,
ktera produkuje protonované [M+H]", popiipadé deprotonované [M—H]  ionty. Oba tyto ionty
mohou tvofit i sulfonamidy. Pfi jejich detekci pomoci MS i MS/MS je vsak vyhradné
uptednostiiovano vyuziti pozitivniho médu (ESI+), protozo protonované molekulové ionty
sulfonamidovych antibiotik [M+H]" se obecné povazuji za nejlepsi prekurzorové ionty pro
MS/MS detekci. Sulfonamidy poskytuji pti MS/MS specifické fragmentové ionty 92 m/z
[M-RNH2-SO2]", 108 m/z [M-RNH>-SO]" a 156 m/z [M-RNH,]" [44].

Nejpouzivangj$im analyzatorem pii LC-MS/MS analyze sulfonamidi, byl podle literatury
[55-57] trojity kvadrupdl, nastaveny v reZimu monitoringu vybranych reakci SRM (Selected
Reaction Monitoring). Principem SRM modu je nejprve selekce vybraného prekurzorového
iontu v prvnim kvadrupolu (Q1), ktery je nasledné fragmentovan v druhém kvadrupdlu (q2)
slouzicim jako kolizni cela. Poté se vybere jeden fragment (produktovy iont), ktery je dale
analyzovan ve tretim kvadrupo6lu (Q3). Sledovana antibiotika jsou kvantifikovana praveé
na zéklad¢ nejintenzivnéjSiho produktového iontu. Pro potvrzeni predpokladu strukturni
identifikace ptivodni molekuly lze pouzit i druhy nejintenzivngjs$i fragmentovy iont, coz je
kvalitativni SRM piechod. Tento rezim nam nabizi vysokou piesnost a citlivost analyzy, ale
nevyhodou je, Ze nemuizeme detekovat dals$i nezndmé latky [44].

V environmentalni analyze 1éCiv je nutné znat fyzikalné-chemické vlastnosti daného
analytu. Napfiklad ¢im vysSi je rozd€lovaci koeficient oktanol/voda (log P), a nizsi
rozpustnost latky ve vodég, tim lipofilngji se latka v organismu chova. Diky tomu snadno
prostupuje lipidovymi membranami a dochézi k bioakumulaci. Hodnota log P v rozmezi 1-3
zna¢i pramérnou lipofilitu, zatimco log P <1 znamena hydrofilni vlastnosti 1éCiva a vyssi
polaritu. Pro log P> 0 je doporucovéano systém reverznich fazi (RP). V prostfedi pid budou
vykazovat antibiotika s primérnou lipofilitou vyssi afinitu k adsorpci na organické pevné
castice nez antibiotika hydrofilni.

Na extrakci sulfonamidii ma vliv také pH eluentu, coz se d& vysvétlit pomoci jejich
disocia¢nich konstant (pKa). Sulfonamidy obsahuji dvé funk¢ni skupiny, které mohou byt
protonovany. Jedna ma kyselé vlastnosti (—-NH-) a druhd se chova jako zasada (—NH>). Kazda
z téchto skupin ma jinou hodnotu pKa.. Sulfonamidy v kyselém prostiedi (pH <2) existuji
pouze ve form¢ svych kationtli. ZvySeni hodnoty pK. na rozmezi 2—5 mé za nasledek,
ze se sulfonamidy zaCinaji vyskytovat i jako neutrdlni slouceniny. Tim padem milizeme
upravit pH vzorkil na rozmezi 3—4, ¢imz dostaneme podobny vysledek a neutralni slouceniny
jsou dobife zadrzovany na sorbentu SPE. Uprava vzorku na hodnotu pH vy$§i neZ 6 zpisobi,
ze slouceniny pfechdzi do aniontového stavu, takze extrakce pevnou fazi pii pH 7 vykazuje
nizkou ucinnost [33]. Prehled fyzikalné-chemickych vlastnosti zkoumanych antibiotik
popisuje tabulka 5.
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Tabulka 5: Parametry sulfonamidi dulezité pro LC/MS [27]

Sulfonamid kl;ls(;g) Z;;ﬁi:z log P (-) Mw (-)
Sulfacetamid 2,14 4,30 —0,96 214,243
Sulfadiazin 2,01 6,99 -0,1 250,278
Sulfamerazin 2,01 6,99 0,1 264,205
Sulfamethazin 2,07 6,99 0,9 273,33
Sulfamethoxazol 1,97 6,16 0,9 253,279
Sulfapyridin 2,14 6,24 0,4 249,29
Sulfasalazin 0,55 3,23 2,5 398,394
Sulfathiazol 2,04 6,93 0,1 255,32
Trimethoprim 7,16 17,33 0.9 290,32
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3 ANALYTICKA CAST

Tato Cast se zaméfuje na prizkum soucasné literatury se stejnym nebo velmi blizkym
tématem. Cilem bylo zjistit, jaké jsou v soucasné dobé nejastéji vyuzivany metody
ke stanoveni sulfonamidl v ptid¢ a jakych bylo dosahovéano vysledkti. Dal§im zamérem téhle
¢asti bylo prozkoumat, kdo je nejvice pfinosnym autorem pro danou problematiku, které
klicova slova se nejcastéji vyskytovala, a které zemé svéta vydaly nejvétsi pocet ¢lanka
fesicich dany problém. K tomu byla vyuzita desktopova aplikace VantagePoint, ktera nabizi
analytikim Sirokou sadu vykonnych nastroji k analyze, zpfesiiovani a podéavani zprav
o védeckych, technickych, trznich a patentovych informaci.

Nejprve bylo zapotfebi zadat do vyhledavace na internetové strance webofscience.com
algoritmus ((drug* OR antibiotic* OR sulfonamide*) AND determination AND (soil* OR
ecosystem® OR manure*)) a vybrat rozmezi let od 2019 do 2021. Celkové bylo nalezeno
2 669 clanku, které byly stazeny a exportovany do aplikace VantagePoint. Ziskané vysledky
po patfiénych analyzach lze vidét na obrazku 10. VSechny analyzy byly provedeny k datu
5.1.2022.
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Mogaddam, Mohammad Reza Afshar
Farajzadeh, Mir Ali

Jouyban, Abolghasem

Chen, Shen-Ming

Nemati, Mahboob

Martinez, Fleming

Mohebbi, Ali

Rahimpour, Elaheh

Zhao, Hongkun

Acree, William E, Jr

Obrdzek 10: 10 nejvyznamnéjsich autorii

Z tohoto obrazku lze zjistit, Ze nejvice aktivnim autorem odpovidajicim zadanému
algoritmu byl iransky védec Mohammad Reta Afshar Mogaddam, ktery si prvenstvi zaslouzil
diky 42 vydanych publikaci od roku 2019 do roku 2021. Na druhém a tfetim misté skoncili
rovnéz védci z franu Mir Ali Farajzadeh a Abolghasem Jouyban, kteti vydali 35 a 31 &lank.
I kdyZ by se proto mohlo zdat, e {ran bude zemi s nejvétsim vlivem pro nase téma, neni tomu
tak. Jak lze vidét na obrazku 11, nejtmavsi barvu, a tim 1 nejvice publikaci, méla jednoznacné
Cina, s konkrétnim poétem 729. Iran viak skonéil na druhém misté, oviem s pomérné velkym
odstupem, konkrétné¢ s 271 publikacemi a na tfetim misté s 207 clanky skoncila Indie.
Pro zajimavost v Ceské republice se vydalo 36 védeckych &lanku na dané téma.
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Obrazek 11: Prehled zemi s nejvétsim poctem vydanych clankii na dané téma

Nejcastéji pouzivanymi kli¢ovymi slovy byly podle obrazku 12 antibiotika, 1éky, kapalna
chromatografie a extrakce.
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Obrazek 12: Nejcastejsi klicova slova
V tabulce 6 lze vidét souhrnny piehled metod nejcastéji se vyuzivajicich ke stanoveni

sulfonamidi v pidé¢ podle dostupné literatury, vcetné mezi detekci, stanovitelnosti
a vytéznosti.
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Tabulka 6: Souhrnny prehled metod vyuzZivajici se ke stanoveni sulfonamidii z pudy

Sulfonamidy Vzorek Metoda Pieduprava vzorki LOD LOQ Vytéznost | Zdroj
SMZ, SMR, SAA, SDX, SB, STZ, LCI-QqLIT-MS/MS v MRM 0.0]— 0.05—
SQX, SDZ, SMDX, SMZ SMT, SMA, Pid modu, Atlantis C18 LC- PLE nasledujici SPE (Oasis 4 19 1’3 08 [58]
SMTP, SPY, SSA, SNT, AcSMZ, uda kolona (2.1 mm x 150 mm, 3 HLB) n. y N ’/ )
AcSMA, AcSPY, AcSDZ, AcSMR um) g'g &g'g
UPLC-MS/MS v MRM mddu, Freeze-dried vzorky extrahované
SDZ, SMZ, SM, SME, SDMX, SMA Skle?g;ova kﬁfoi‘:télljlzﬁ f’lf(lfofnli ACN a kyselym pufrem, nislednd 053/‘5 . ; [59]
ph ‘ : SPE (SAX a HLB) g8
1.7 pm)
UPLC-MS/MS v MRM médu, | Freeze-dried vzorky extrahované
or o Acquity UPLC BEH C18 Mcllvainovym pufrem a MeOH- | 0.1-0.8 o
SDZ, SMA, SMZ, SMM, 5CP Hnij a piida kolona (2.1 mm x 100 mm, ACN-acetonem, nasledné¢ SPE ng/g ) 65.6-90.0% [60]
1.7 pm) (SAX a HLB)
UPLC-MS/MS v MRM médu,
Praseci kejda a Waters UPLC BEH C18 QuEChERS extrakce nasledujici | 31-150 | 9-11 o
SMZ, SMA Cistirensky kal kolona (2.1 mm x 100 mm, online SPE (Oasis HLB) ng/L ng/L 7811 % [61]
1.7 um)
LC-MS/MS v MRM mddu, Extrakce Mcllvainovym pufrem 06-23
STZ, SMA, SMZ Puda XTerra MS C18 kolona (2.1 + hydroxid amonny, nasledné n y ‘ - - [62]
mm x 50 mm, 2.5 pm) SPE (Oasis HLB) g8
LC-MS/QExactive, Hypersil .,
SDX Pida GOLD C18 kolona (2.1 x 100 | FXtrakee Mcllvainovym pufrem, | 1.8 6.1 ; [63]
mm, 3 um) nasledné SPE (Strata-X) ng/g ng/g
LC-MS/MS v MRM mddu, Freeze-dried vzorky extrahované 36 10-20 84-110 % pfi
STZ, SMA, SME, SDMX, SMZ Praseci hniyj Symmetry C18 kolona (2.1 v Mcllvaine-EDTA pufru, no/ no/ spiku 0,05 [64]
mmx 150 mm, 5 pm) nasledn¢ SPE (HLB) &'e '8 mg/kg
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4 EXPERIMENTALNI CAST

Pfedmétem experimentalni Casti prace byl vyvoj a optimalizace metody pro stanoveni
sulfonamidi v pudé. Nejdiive byla optimalizovana metoda LC-MS pro kvalitativni
a kvantitativni analyzu. Nasledn¢ byly provedeny samotné extrakéni experimenty, kdy bylo
prozkouméno nékolik parametrti, které byly vhodné vyhodnoceny. K posouzeni Gc¢innosti
stanoveni mnozstvi antibiotik v modelovych vzorcich pid byla zvolena analytickd metoda
LC-ESI-MS.

4.1 Pouzité pristroje a pomiicky

Analytické vahy HR-120-EC, a & D Instruments Ltd.

Ptistroj pro ptipravu Milli-Q vody Millipore QGARD, Academic
Ultrazvukova vodni lazen Kraintek 5

BéZné laboratorni sklo a dalsi vybaveni

pH metr InoLab WTW series, Nameko, CR

SPE kolonky Oasis HLB 200 mg, Waters, USA

Koncentrator Evaterm, Labicom s.r.o, CR

Kapalinovy chromatograf Agilent 1290 Infinity

Kolona: Luna® Omega Polar C18 Phenomenex, (100 x 2.1 mm; 1.6 um)
Hmotnostni spektrometr BRUKER EVOQ LC-TQ
Generator dusiku a vzduchu, Peak Scientific — Genius 3045

4.2 Pouzity software pro zpracovani a interpretaci dat

6300 Series TrapControl Version 6.2

6300 Series DataAnalysis Version 6.2

6300 Series QuantAnalysis Version 6.2

Bruker Compass HyStar version 5.1.8.1, Bruker Daltonik GmbH 2019

Bruker Daltonics MS Workstation version 8.2.1, Bruker Daltonik GmbH 2017
TASQ version 2.2.14 1533, Bruker Daltonik GmbH 2018

Microsoft Office Excel 365 ProPlus

Microsoft Office Word 365 ProPlus6300
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4.3 Pouzité chemikalie a standard
4.3.1 Chemikalie

Milli-Q voda

Methanol — Chromasolv®, for HPLC o ¢istoté > 99,9 %, Sigma Aldrich
Kyselina mravenci o Cistoté > 98 %, Sigma Aldrich

Acetonitril — LC-MS Chromasolv® o Cistoté > 99,9 %, Sigma Aldrich
Dihydrogenfosforecnan draselny o Cistoté 99,0 %, Aldrich Chemical Co. Ltd
Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat o &istoté > 98 %, Lach-ner s.r.o, CR
Kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA), Lach-ner s.r.o, CR

Kyselina citronova monohydrat o Cistoté¢ > 99,0 %, Lach:ner

4.3.2 Plyny
Dusik — 4.7 Siad Czech spol. s. . o.

Argon — 5.0 SIAD Czech spol. s.t.0.

4.4 Vzorky pud

Pro nalezeni nejlepSich extrakénich podminek byly vyuzity vzorky pad typu Fluvisol (dfive
nivni ptida), vytvaiejici se na recentnich fluvidlnich sedimentech a vyskytujici se v fi¢nich
nivach, které jsou nebo byly (pfed Upravou vodniho toku) pravidelné zaplavovany
povodiiovou vodou. Jeji agrochemické vlastnosti lze vidét v tabulce 7 a obsah rizikovych
prvki je dostupny v tabulce 8.

Tabulka 7: Agrochemické viastnosti

pH P K Mg Ca Niot Cot
) (mg/kg) (%)
7,1 161 315 336 6106 0,19 1,83
Tabulka 8: Obsah rizikovych prvki
As Be Cd Co Cr Cu Ni Pb \% Zn Hg
(mg/kg)
13,6 1,25 0,43 16,1 67,4 30,2 45,5 31 52,7 113 0,14

Vzorky ptdy byly poskytnuty Usttednim kontrolnim a zkusebnim tstavem zemé&délskym.
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4.5 Priprava roztoki

4.5.1 Priprava zasobnich roztoki standardu

Na analytickych vahach bylo navazeno s ptfesnosti na 4 desetinna mista 10 mg jednotlivych
standardd. Nésledné bylo navdZzené mnozstvi analytu vzdy kvantitativné pifevedeno
do odmérmé banky o objemu 10 ml a doplnéno smési methanolu a milli-Q vody (50:50) po
rysku. Obsah odmérné banky byl vzdy dikladn¢ promichan a byly ziskany roztoky
o koncentraci 1 mg/ml (celkové 9 zasobnich roztok).

Z kazdého pripraveného roztoku standardu o koncentraci 1 mg/ml bylo odpipetovano
Hamiltonovou stiikackou 100 pl do odmérné bainky o objemu 10 ml. Obsah byl doplnén po
rysku 50 % methanolem, aby vysledny objem byl 10 ml a vysledna koncentrace kazdého
standardu 10 pg/ml (smésny standard). Tento roztok zaroven dale slouzil i pro pfipravu
kalibra¢ni zavislosti.

Nasledné z pripraveného roztoku o koncentraci 10 pg/ml bylo odpipetovano 1 ml do 10ml
odmémé banky, které bylo rovnéz doplnéno po rysku 100% methanolem. Vysledna
koncentrace kazdého standardu byla 1 pg/ml. Tento roztok se poté vyuzival na aplikaci 1éCiv
do pudy.

4.5.2 Priprava kalibracnich roztoku

Z ptipraveného zasobnich roztoku standardii o koncentraci 10 pg/ml byly naslednym fedénim
piipraveny smésné kalibra¢ni roztoky o koncentracich 500; 400; 300; 200; 100; 50; 40; 30;
20; 10; 5; 1; 0,5 a 0,1 ng/ml.

4.6 Priprava extrak¢énich medii

Antibiotika z pid byla uvoliiovana do né&kolika extrakénich medii (o rtizné extrakeni sile
a vlastnostech). V ramci extrak¢énich pokust byly pouZity nasledujici extrakéni média: H>O,
100% MeOH, 100% acetonitril, vodny roztok dihydrogenfosfore¢nanu draselné¢ho
a citrato-fosfatovy (Mcllavaine) pufr o rizném pH.

4.6.1 Citrato-fosfatovy (Mcllavaine) pufr o rizném pH

Pro pfipravu citrato-fosfatového pufru o pH 2,5 bylo na analytickych vahach navazeno
s presnosti na 4 desetinnd mista 1,564 0 g NaoHPO412H,O a 3,744 0 g CeHgO7-H,O
(kyseliny citronové). V piipadé pH 4,0 se jednalo o 5,525 0 g Na,HPO4 12H>O a 2,582 9 ¢
CsHsO7'H20, a pro pH 7,5 bylo navazeno s piesnosti na 4 desetinnd mista 13,925 9 g
Na;HPO4-12H,0 a 0,120 0 g CcHgO7-H>0O. Navazené latky byly kvantitativné prevedeny do
odmérné bainky o objemu 200 ml a ta byla nasledn¢ doplnéna Milli-Q vodou az po rysku.
Nakonec byla ovéfena hodnota pH a piipadn€ upravena ptidanim Na HPO4-12H,O nebo
kyseliny citronové na hodnotu pH = 2,5+0,1, 4,0+0,1 a 7,5+0,1.
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4.7 Extrakce a analyza

TLUMISTIP IHagns

Obrdzek 13: Schématické zndzornéni postupu

4.7.1 Podminky a metody extrakce

Stanoveni antibiotik z modelovych pid se skladd ze tfi ¢asti, kdy je nejprve zapotiebi
takzvany spike (obohaceny vzorek), kterym se 1é¢iva do zeminy aplikuji, nasleduje zpétna
extrakce té€chto latek a na zaveér samotnd analyza prostiednictvim vhodné analytické metody.
Cilem extrakce je ziskat co mozna nejvys$s$i mnozstvi plivodné nastiiknutych latek zpét, a tim
najit metodu, ktera by se dala vyuzit pfi stanovovani mnozstvi antibiotik v ptidach realnych.
K tomu je nutné zvolit vhodné extrakéni médium (EM) (1) a dal§i podminky jako je doba
nalozeni v pufru (2), teplota (3), vliv pfidavku EDTA (4), vliv navazky pidy (5), vliv objemu,
ve kterém se znovu rozpousti vysuseny analyt po SPE (6), vliv rozdilné koncentrace spiku (7),
vliv pouzitych SPE kolonek (8) vliv odlisnych vlastnosti pidy (9) a dalsi.

4.7.2 Vybér extrak¢énich médii

Vybér extrakénich médii, které byly vramci experimentu vyzkouSeny, byl inspirovan
na zékladé¢ odborné Iliteratury. Ptehledn€¢ jsou znazornény v tabulce 9. Vzhledem
k vlastnostem sulfonamidi (jejich pKa) je mozné vyuzit rizné hodnoty pH extrakcnich smési.
Mezi pouzivané hodnoty pH patii 2,6; 4 a 7,5. Pro jeho pravu se vyuzivaji Mcllavaintv pufr
(kyselina citrénova + hydrogenfosfore¢nan sodny), kyselina mravenéi, amoniak atd. Casto
byla vyuzivana organicka rozpoustédla, predevS§im methanol a acetonitril.
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Tabulka 9: Vyber extrakcniho média

Navazka
x:dz Sulfonamidy Spike Extrak¢ni médium Typ extrakce Vyhodnoceni Vytéznost | Zdroj
pudy
. 1 0,5 ml
lg 9 sulfonamidu (1 mg/l) MeOH MASE LC-MS/MS 76,4-98.1 % [65]
© g0 200 uL ()
2g 6 sulfonamidt 1:1 voda:ACN LSE UPLC/MS/MS 77-112 % [66]
(0.5 ng/g)
. I ml MASE spojeno s o
2¢g 4 sulfonamidy (1 mg/ml) 4 ml ACN online SPE (alumina) LC-MS/MS | 84,6-93.1% | [67]
5g 22 sulfonamidi 90:10 McOH:voda PLE naa‘;dlzz‘;“a SPE | LeMmsmMs | 60-130% | [58]
2g 11 sulfonamid | 50 ug/kg 1:1 ACN a K3POy4 SPE LC-MS/MS 59-99 % [68]
1:1 ACN:MeOH, 0.2% HCOOH,
lg 17 sulfonamida | 50 pg/kg Na;EDTA SPE UPLC/MS 61-103 % [69]
a Mcllavaine pufr
. 50 ng/g
lg 4 sulfonamidy + |7 1o 1:1 MeOH:Mecllavaine pufr (pH 7) PLE UHPLC- 1 50 6 90.39% | [70]
trimethoprim vihy QqLIT
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4.7.3 Priprava vzorku pro extrakci

Nejdiive byly fixem oznaceny prazdné centrifugaéni zkumavky typu Falcon s vickem
o objemu 50 ml, do kterych bylo navdzeno na analytickych vahach s piesnosti na Ctyfi
desetinna mista 1 g pudy. Do téchto zkumavek bylo nésledné nastfiknuto pomoci
Hamiltonovy jehly 500 pl mixu 1éciv v MeOH o koncentraci 1pug/ml (spike). Byla snaha
o rovnomérnou aplikaci. Takto ptipravené vzorky se nechaly pies noc v digestoii, aby se
mohly vytvofit vazby mezi ¢asticemi pudy a stanovovanymi antibiotiky, a tim bylo zajisténo,
ze budou antibiotika stanovovany skute¢n¢ z vybrané matrice, a ne z tohoto rozpoustédla.
Rovnéz bylo zapotiebi odpareni methanolu.

Po vysusSeni methanolu z pidy se pomoci automatické pipety ptidalo vétSinou 10 ml
ptislusného EM. Obsah zkumavky byl poté zvortexovan po dobu 1 minuty pfi maximalnim
vykonu. Nasledn¢ se zkumavky pienesly do ultrazvukové lazn¢€, kde byly ponechany po dobu
10 minut. Objem vody v lazni byl 3,5 litru a kromé ¢asti, kdy byl optimalizovany vliv teploty
na rozpousténi vzorkl, byly experimenty provadény bez zahiivani. Byla zapnutd funkce
Degas (odstranéni vzduchovych bublinek), kterda vyznamné urychluje a zefektiviuje
odplynéni, snizuje povrchové napéti kapaliny a tim dochazi k dokonalému pfilnuti k povrchu
¢astic pudy, ¢imz by mélo dochazet k zvyseni uc¢innosti piechodu antibiotik do EM. Po deseti
minutdch byly zkumavky z lazn¢ vytazeny a osuseny. Poté se pieSlo k centrifuze, kde se
vzorky odstfed’ovaly po dobu 8 minut, pii 4800 otackach za minutu a 24 °C. Zkumavky byly
piredem zvazeny, aby se zajistilo potfebné vyvazeni. Kapalné ¢asti byly ptelity do oznacenych
600ml kadinek se snahou, aby nedoslo k zaneseni odstfedénym pevnym podilem. Pokraovalo
se druhou extrakci, jiz postup byl obdobny jako u té prvni. Po dokonceni druhého kola byly
kadinky doplnény milli-Q vodou na 500 ml, ¢imzZ se obsah organického rozpoustédla natedil
tak, aby nepiekracoval 2,5 %.

4.7.4 Extrakce tuhou fazi (SPE)

Soucasti zatfizeni umoziiujici provedeni této extrakce je sklenéna nadoba, viko, ve které jsou
umistény SPE kolonky a membranova vyvéva, zajistujici vakuum. VSechny zavity ve viku
byly uzavieny a cekalo se, nez bude podtlak dostatecny. Nasledné bylo zapotiebi nejprve
aktivovat sorbent, coz se provedlo napipetovanim 6 ml methanolu do kolonky, ktery se
pomalym otevienim zavitu nechal protéct rychlosti pratoku 1 ml/min, do faze, kdy se
meniskus kapaliny dotkl sorbentu, aby nedo$lo k jeho vysuSeni. Pod vikem byla zpocatku
umisténa plastovd nddoba, ktera nepotiebnou kapalinu zachytavala. Poté bylo napipetovano
6 ml milli-Q vody, kterd se rovnéz nechala kolonkou protéct po meniskus. Dale bylo
napipetovano 5 ml stanovovaného vzorku a na kolonku byla umisténa zatka s hadickou, ktera
byla pfipevnéna ke kadince, ve které se nachézel ptislusny analyt. Zavity se oteviely a tim
byla spuSténa extrakce tuhou fazi. Byl nastaven pritok 5 ml/min. Po piecerpani celého
objemu byla kddinka vyplachnuta 9 ml milli-Q vody, aby se zajistily co mozna nejmensi
ztraty. Na zaveér byl obsah kolonky proplachnut jesté 6 ml vody, kterd se nechala protéct tipIné
a nasledn¢ byly uzévéry naplno otevieny po dobu 1 minuty, ¢imz se docililo zdmérného
vysuSeni sorbentu od zbytku vody, kterd by pfi nasledném zakoncentrovavani vzorku proces
zpomalovala. Vyvéva byla vypnutd, sbérna nddobka vyjmuta a obsah vylit do vylevky.
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Pfi elucni ¢asti byly pod usti zaviti umistény oznaené 20ml vialky. Znovu se zajistilo
vakuum a do kolonek bylo napipetovano 9 ml 0,1% kyseliny mravenci ve 100% methanolu,
které se rovnéz nechalo protéct kolonkou rychlosti pritoku 1 ml/min. Na zavér byly zavity
naplno otevieny po dobu 1 minuty, aby se uvolnilo 1 zbytkové mnoZzstvi rozpoustédla.

Obrdazek 14: SPE aparatura

4.8 SuSeni vzorkii pod proudem dusiku

Vialky byly umistény do koncentratoru, ktery byl vyhiivan na 40 °C. K vrchni casti
konstrukce byly ptfipevnény jehly, které po jejim sniZeni zapadaly piesné do hrdla vialek.
Prislusné kohoutky byly otevieny a pomalu se nechal piivadét plynny dusik, ¢imz dochézelo
k rovnomérnému odpatfovani methanolu, a tim k zakoncentrovavani naseho analytu.
Po vysuSeni vzorku témét Upln€ do sucha byl pfivod dusiku zastaven.

Obrazek 15: Koncentrdtor
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4.9 Preduprava vzorki pied analyzou

Obsah vialek byl znovu rozpustén, tentokrat pomoci ptidavku 995 ul 0,1% kyseliny mravenci
v milli-Q vod¢€ a acetonitrilu v poméru 95:5. Rovnéz bylo pfiddno 5 pl vnitinich standarda
sulfamethoxazol-d4 a trimethoprim-d4 o koncentraci 10 pg/5 pl, a takto pfipravené vzorky
byly umistény v molitanu do ultrazvukové 1azné po dobu 1,5 minuty. Funkce Degas byla

vypnuta.

Mezitim byly pfipraveny plastové injekéni stiikacky o objemu 2 ml, na které byl nasazen
nylonovy filtr (0,22 pm, Chromservis). Nejdiive byly extrakéni roztoky nabrany Pasteurovou
pipetou a byly fadn¢ omyty stény vialky, poté byl roztok napipetovan do injekéni stiikacky
a byl prefiltrovan do oznacenych vialek o objemu 1,8 ml.

4.10 Kvantitativni analyza

Jako vhodné analytickd metoda pro kvantitativni analyzu extrahovanych antibakterilnich
latek zptd byla zvolena metoda UPLC-ESI-TQ. Pouzity kapalinovy chromatograf
a hmotnostni spektrometr je zobrazen na obrazku 16. Pro kvantitativni analyzu byla pouzita
nové vytvoiend metoda (viz kapitola 4.10.1) jejiZ parametry na kapalinovém chromatografu
a hmotnostnim spektrometru byly nastaveny podle tabulky 10 a tabulky 11.

Analyty byly separovany na chromatografické koloné¢ Luna® Omega Polar C18 o rozmérech

100 x 2,1 mm, s velikosti ¢astic 1,6 pm. Pfed kolonou byla do systému zapojena i1 ptedkolona.

Obrazek 16: Kapalinovy chromatograf Agilent 1290 Infinity s hmotnostnim spektrometrem Bruker
EVOQ LC-TQ
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4.10.1 Optimalizace LCMS metody

Vyvoji LCMS metody pfedchazelo studium literatury, kde bylo pfedmétem z&jmu hlavné
fyzikdlné-chemické parametry stanovovanych latek (Mw, pKa, log P..) a jaké mobilni faze
a kolony se nejcastéji pouzivaji (vétSina aplikaci v systému reverznich fazi, kdy se jako
kolona pouziva C18 a mobilni faze acetonitril a 0,1% HCOOH v Milli-Q vod¢ [42, 44, 53,
54].

Prvnim krokem bylo nalezeni MRM ptechodii, tedy vhodnych ptechodii a prekurzort.
Produkty fragmentace jsou dost Casto stejné, coz je zpusobeno tim, ze se jedna o 1éCiva ze
stejné skupiny, takze se fragmentuji obdobné, ale maji jiny prekurzor, ¢imz je zajiSténa
kvalitativni informace. Dale byla pozornost zaméfena na optimalizaci LC gradientu, kdy se
zacinalo v 95 % milli-Q vody a postupné se piechdzelo do ACN (viz. tabulka 10). Béhem
optimalizace LC gradientu se na MS nastavil méd SIM a sledovala se vzdy jedna m/z daného
analytu po celou dobu gradientu — sledovaly se konkrétné [M+H]" molekularni ionty, které
vznikaji primarné z diivodu ptidavku HCOOH do mobilni faze.

Az po optimalizaci LC gradientu se ptfeslo na optimalizaci MS parametrt, jelikoz slozeni
MF v daném reten¢nim c¢ase ovliviluje ionizaci analytu. V tomto kroku se postupné¢ meénily
vSechny parametry, které lze vidét v tabulce 11. Provedla se analyza ptfi napéti 4 500 V,
3500V,2500Val500V. Vysledné piky se porovnaly a bylo vybrano nejvhodné&jsi napéti.
Poté se postupné meénily pritoky a teploty plynu v rozsahu, ktery dovoluje pfistroj.
Po optimalizovani téchto parametri v modu SIM, se pfeSlo na mdd skenu produktu. Zde se
nastavil konkrétni prekurzor a skenovaly se ty jeho produkty ve vhodném rozsahu m/z pfi
raznych koliznich energiich (0-70 eV). Na zakladé méteni se vytipovaly nejlepsi produkty
a porovnavala se jejich intenzita. Byly vybrany vzdy 2 piechody. Jejich pomér nese
kvalitativni informaci a je dulezité ho sledovat u meéfeni redlnych vzorkti a porovnavat
s kalibraci, protoze to miize odhalit koeluci.

Tabulka 10: Optimalizovand metoda UPLC-ESI-TQ — parametry UPLC

Nastrik | Prutok | Teplota POST .
vzorku MF kolony Mobilni faze Gradient mobilni faze time "
(nl) (ml/min) ©0) (min)
A B: t
. 0,00,5(13,0| 13,1 | 15,5 15,9
(min)
7 0,5 35 0,1% | ACN 2 | OFF
HCOOH B
10 | 10 | 65 95 10 10
vMQ (%)
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Tabulka 11: Optimalizovana metoda UPLC-ESI-TQ — parametry ESI

Parametry ESI
Tontovy zdroj Elektrosprej (HESI)
Napéti elektrospreje 4500 V
Toniza¢ni méd (polarita) Pozitivni (ESI+)
Pritok pomocného plynu 25 a.u.
Teplota pomocného plynu 500 °C
Pritok suSiciho plynu 15 a.u.
Teplota suSiciho plynu 350 °C
ZmlZovaci plyn 45 a.u.
Aktivni odtah ON
ReZim scanu MRM
Tlak kolizniho plynu 1,5 mTorr

Kvantifikace analyti byla provedena metodou vnéjsiho

standardu a korigovéana

na vytéznost deuterovanych standardl sulfamethoxazolu-d4 a trimethoprimu-d3. Kvalitativni
informaci, potvrzujici pfitomnost danych analyti ve vzorich pidy, jsou Rt, specifické

prekurzory a produkty (MRM piechody) a poméry téchto prechodti.

Tabulka 12: Optimalizovana metoda UPLC-ESI-TQ — parametry MRM prechodii

Kvantitativni prechod Kvalitativni prechod

Rt ., .,

Latka Kolizni Kolizni
(min) | Prekurzor | Produkt . Prekurzor | Produkt .

energie energie

m/z m/z m/z m/z

(eV) (eV)
Sulfacetamid 1,77 215,2 155,9 10,0 215,2 91,9 20,0
Sulfadiazin 2,10 2513 155,6 10,0 251,3 92,0 25,0
Sulfathiazol 2,44 256,0 155,8 10,0 256,0 92,2 20,0
Sulfapyridin 2,45 250,3 156,0 10,0 250,3 92,1 25,0
Sulfamerazin 2,70 2653 108,0 20,0 2653 92,1 20,0
Trimethoprim 2,76 291,2 260,9 25,0 291,2 123,0 20,0
Sulfamethazin 3,21 279,3 185.9 10,0 279,3 92,1 25,0
Sulfamethoxazol | 4,43 2543 155.,6 10,0 2543 92,1 25,0
Sulfasalazin 7,28 399,3 222.8 25,0 399,3 380,8 15,0
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Intenzita (mV)

2,E+07

2,E+07

2,E+07

1,E+07

1,E+07

1,E+07

8,E+06

6,E+06

4,E+06

2,E+06

0,E+00

Sulfathiazol
+
Sulfapyridin

Sulfadiazin
Sulfamethazin

Trimethoprim
Sulfamethoxazol

Sulfacetamid

JU\ I

Sulfasalazin

0,03

0,58

1,12 1,66 2,84 3,56 4,61 5,21 5,75 6,29
Retencni ¢as (min)

Obrazek 17: Chromatogram zkoumanych sulfonamidii pro kalibracni roztok o koncentraci 500 ng

6,84

7,38
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Kalibracni zavislost

Ptfed kazdym meéfenim vzorkl byla nejdiive proméiena kalibrac¢ni fada pro kvantifikované
latky, podle které se namétfena data vyhodnocovala. Kalibra¢ni zévislosti ze dne 29. 4. 2022

jsou zobrazeny v tabulce 13 a to véetné typu vyuzivanych funkci pro kalibracni zavislosti,

vahové funkce a koeficientu determinace.

Tabulka 13: Kalibracni zavislosti ze dne 29. 4. 2022 vcetné typu funkce kalibracni zavislosti,

vahové funkce a koeficientu determinace

Analyt Funkc,e ?(alibf'aéni Vahova Kalibraéni zavislost R%(-)
zavislosti funkce

Sulfacetamid kvadraticka 1 0,00104x>+3,572x + 37,91 | 0,99602
Sulfadiazin kvadraticka 1 2,585-107*x2+ 6,456x + 48,10 | 0,99513
Sulfamerazin kvadraticka 1 —0,00262x2+ 3,457x + 24,13 | 0,99567
Sulfamethazin kvadraticka 1 —0,01068x2+ 16,06x + 64,43 | 0,99759
Sulfamethoxazol kvadraticka 1 0,00157x2+5,157x + 15,73 0,99965
Sulfapyridin kvadraticka 1 -0,00617x>+12,32x + 37,09 | 0,99867
Sulfasalazin kvadraticka 1 —0,00509x>+ 5,872x + 13,33 | 0,99816
Sulfathiazol kvadraticka 1 —1,456:107*x>+ 6,007x + 22,46 | 0,99798
Trimethoprim kvadraticka 1 —4,146:107*x> + 1,525x + 1,557 | 0,99840

5.1.1 Urdeni mezi stanoveni metody — LoD a LoQ

Z kalibra¢nich zavislosti, respektive z jejich oblasti pro kvantifikace byla nasledné¢ vypocitana

mez detekce (LoD), ktera udavéa nejmensi koncentraci analytu, vyvolavajici odezvu méticiho

systému a rozpoznatelnou od ostatnich vlivh a mez stanovitelnosti (LoQ) udévajici
koncentraci analytu, kterou lze s definovanou ptesnosti kvantitativné stanovit a pro kterou

byla metoda validovana.

Ob¢ tyto meze byly vypocitdny podle némecké smérnice DIN 32645 [71], kterd dava
do poméru standardni odchylku méfeni na Grovni blanku (Spiank) a sklon kalibracni kiivky (b).

Vztah pro vypocet Ize vidét nize.

S
LOD = 6 - blank
b
S
LOQ = 9=

(Rovnice 1)

(Rovnice 2)
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Vysledné meze detekce a stanovitelnosti metody pro vSechny stanovované sulfonamidy
jsou zobrazeny v tabulce 14.

Tabulka 14: Limity detekce a limity kvantifikace pro jednotlivé SA na UPLC-ESI-TQ

LoD (ng/g) LoQ (ng/g)
Sulfacetamid 0,73 1,1
Sulfadiazin 0,5 07
Sulfamerazin 0,40 0,60
Sulfamethazin 0,4 0,53
Sulfamethoxazol 0,5 0,7
Sulfapyridin 0,4 0,6
Sulfasalazin 8,14 12,21
Sulfathiazol 0,3 0,44
Trimethoprim 1,14 1,70

5.2 Vysledky optimalizace jednotlivych kroki metody

Postupné byly optimalizovany jednotlivé kroky méteni podle obrazku 13 a v dalsi fazi uz byly
vyuzivany jen ty nejlepSi z ptedchozich. Pro ovéfeni pravdivosti jednotlivych udajii byly
provedeny vzdy 2 opakovani. Namétfena data byla pfenesena do programu TASQ version
2.2.14 1533, Bruker Daltonik GmbH 2018. Nésledné¢ byla exportovana do programu
Microsoft Office Excel 365. VytéZznosti jednotlivych méfeni se vypocitaly jako podil
mnoZzstvi analytu, které bylo naméfeno na detektoru ku mnoZstvi analytu, které bylo
na zacatku aplikovano do pidy. Ze dvou opakovani byl pomoci funkce PRUMER spoéitan
primér a pomoci funkce SMODCH.P byla vypocitdna smérodatna odchylka méfeni.
V programu Microsoft Office Excel 365 byly vysledky rovnéz graficky zpracovany.

5.2.1 Vybér acinnéjsi SPE kolonky

Nejprve bylo zapotiebi optimalizovat SPE metodu, a to vybérem uc¢innéjsi SPE kolonky,
schopné zachytavat vice molekul zkoumaného analytu. Jednou z moZnosti byly kolonky Oasis
HLB 6¢cc (200 mg) od firmy Waters a druhou moznosti byly kolonky SPEextra clinical HLB
30 um 200 mg od firmy Chromservis s.r.o. Pokus probihal zcela bez vlivu matri¢niho efektu,
kdy bylo rovnou do 600ml kédinek napipetovano 0,5 ml spiku a doplnéno milli-Q vodou
na 500 ml celkového objemu. Cilem bylo zjistit, které z vybranych kolonek nabizeji lepsi
vytéznosti SA.
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Obrazek 18: Prumérné vytéznosti SA pro riizny typ SPE kolonek

Jak lze vidét na obrazku 18, vytéznost byla mirn¢ vyssi ve prospéch kolonek od firmy
Chromservis. Diivod neni zcela jasny, protoze kviili uchovani firemniho tajemstvi neni znamo
pfesné sloZeni jednotlivych sorbentd. ProtoZe vSak rozdily nebyly tak markantni a pocet kust
kolonek od firmy Waters byl vétsi, pokratovalo se v optimalizaci dalSich krokd pravé
s kolonkami od této firmy. Toto rozhodnuti bylo uéinéno rovnéz z ekonomického hlediska,
protoze tyto kolonky jsou levnéjs$i, na coz se taky musi brat ohled. Kolonky od firmy
Chromservis byly pouzity az na zavér, pti provadéni pokusu se vSemi optimalizovanymi
kroky. Nejlepsich vysledkd bylo dosahovano v ptipadé sulfamerazinu, ktery se za pouziti SPE
kolonky od firmy Waters podafil stanovit se 106 £2% utspéSnosti. Vytéznosti sulfasalazinu se
i v tomto piipadé pohybovaly pod limitem detekce, a proto nebyly do grafu zahrnuty. Ciselné
hodnoty jsou dostupné v tabulce 18 v seznamu pftiloh.

5.2.2 Optimalizace typu extrakéniho média

Nasledné bylo na zakladé odborné literatury (tabulka 9) zvoleno 13 riznych EM, které byly
pfidavany do zkumavky po vysuSeni naspikované pldy. Jednotlivé pufry jsou uvedeny
v tabulce 15. V piipadé EM 6 a 7 se pfi druhé extrakci ptidavalo pouze poloviéni mnoZstvi
rozpoustédla a EDTA se uz nepfidavala vibec. Tento vybér rovnéz umoznuje porovnani
ucinnosti extrakce v acetonitrilu a methanolu.
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Tabulka 15: Prehled zvolenych extrakcnich medii

EM 1 5 ml milli-Q + 5 ml ACN

EM 2 5 ml ACN + 5 ml (KH,PO4 + H3PO4) pH3,09

EM 3 5ml 1:1 ACN:MeOH + 5 ml citrat-fosfatovy pufr pH2,6, 0,6 g EDTA

EM 4 5 ml MeOH + 5 ml citrat-fosfatovy pufr pH7,8

EM 5 5 ml ACN + 5 ml citrat-fosfatovy pufr pH2,6

EM 6 5 ml ACN + 5 ml citrat-fosfatovy pufr pH4

EM 7 0,6 g EDTA +20ml (7,5 ml citrét-fosfzitoxf}'/ pufr pH2,§; 7,5 ml ACN;
5 ml Mg(NO3)>'NH;3-H»0), pfi 2. extrakei uz jen 10 ml mixu a bez EDTA

EM 8 0,6 g EDTA +20ml (7,5 ml citrét—fosfétoyy pufr pH7,.8; 7,5 ml ACN;
5 ml Mg(NOs3),'NH3-H»0), pti 2. extrakci uz jen 10 ml mixu a bez EDTA

EM 9 5 ml milli-Q + 5 ml MeOH

EM 10 5 ml MeOH + 5 ml (KH,PO4 + H3PO4) pH3,09

EM 11 5 ml ACN + 5 ml citrat-fosfatovy pufr pH7,8

EM 12 5 ml MeOH + 5 ml citrat-fosfatovy pufr pH2,6

EM 13 5 ml MeOH + 5 ml citrat-fosfatovy pufr pH4

Z vysledkli zndzornénych na obrazku 19 lze pozorovat, Ze souhrnné nejlepsich vysledkt

bylo dosahovano pii pouziti EM 1, Kdy se podafilo ziskat zpét z matrice 99 £5 %

sulfamerazinu, ale soucasné bylo dosazeno 1 nejmensi vytéznosti sulfacetamidu (nepocitaje ty,
které vysly pod limitem detekce) a to pouze 9,88 +0,24 %. EM 9 nabizelo rovnéZ zajimavé
vysledky, ale po prozkoumani smérodatnych odchylek bylo prokadzano, Ze vytéZnosti

jednotlivych méteni se velmi liSily, a proto bylo jako jistéj$i volba se stalejSimi vytéznostmi
zvoleno EM 1. Vytéznosti sulfasalazinu se pii pouziti jakéhokoliv EM pohybovaly pod

limitem detekce (LOD), a proto nebyly do grafu zahrnuty. Ciselné vysledky lze nalézt
v seznamu piiloh v tabulce 17.
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V odborné literatufe [66] testovali totozné extrakéni médium na extrakci sulfadiazinu,
sulfathiazolu, sulfamethazinu a sulfamethoxazolu z pudy, kdy dosahovali podobnych (lepsich)
vytéznosti, kolem 90 %. Ve stejném c¢lanku rovnéz ovétovali ucinnosti extrakce v roztoku
1:1 MeOH:voda a ve smési 1:1 MeOH:ACN, kdy dosahovali stejné¢ jako v mém piipadé
nejlepSich vytézka pii pouziti roztoku 1:1 ACN:voda. Kdyz vSak porovname ucinnosti
zpétného zisku sulfonamidii ve smési ACN (EM 2, EM 5, EM 6 a EM 11) a MeOH (EM 10,
EM 12, EM 13 a EM 4) sjinym rozpoustédlem nez vodou, ziskdvame piekvapive lepsi
vytéznost v ptipadé MeOH. Vsechny byly vSak nizsi nez v piipadé EM 1. Idealni situaci by
bylo, kdyby jedno EM fungovalo nejlépe pro vSechny SA, ale to neni moc realné, protoze
vybrané latky jsou na ptiklad jinak polarni, takZe jim vyhovuje jiné pH. Proto bylo vybrano
takové, které nabizelo souhrnné nejlepsi vysledky pro vSechny stanovované SA. Obecné by se
vsak podle naseho méfeni dalo fict, ze hromadné nejidealné€jsi hodnotou pH pro stanovovani
nami vybranych SA je kolem 6,5, kter¢é mélo EM 1 a EM 9, dle stanovovani podle
Lakmusovych papirki, coz je v rozporu s odbornym ¢lankem [33], kde tvrdi, Ze nejlepSich
vytéznosti se dosahuje pti hodnoté pH kolem 4, a ze pfi pH>6 uz jsou SA velmi Spatné
zachytavany pii SPE.

5.2.3 Optimalizace vlivu doby naloZeni pudy s 1é¢ivy v EM

Pti optimalizaci dal§iho parametru se zkoumal vliv doby naloZeni pudy s antibiotiky
v extrakénim médiu. V prvnim piipad¢ se v experimentu pokracovalo okamzité po ptidani
EM a v dalSich ptipadech se zkouSely vzorky v EM ponechat po dobu 6, 12 a 24 hodin.
Motivaci bylo zjistit, zda se ustali rovnovaha a vytéznost se s delSi dobou naloZeni zvysi.
Tento parametr totiz nebyl ovéfovan v Zadné dostupné literatufe, ktera byla prostudovéna.
Prekvapivé se vSak doslo k vysledkiim, Ze vytéznosti jednotlivych SA se chovaly proti
predpokladiim a s rostoucim Casem se snizovaly. Toto mohlo byt zplisobeno napftiklad
dikladné€jSim navdzanim molekul sulfonamid na molekuly matrice, ¢i jejich iontd, coz by
zpusobilo nedokonalé prevedeni stanovovanych latek do roztoku. Problémem moznd mohlo
byt 1 potencialni adsorpce SA na sténu plastovych zkumavek, ve kterych byly uschovény.
Z grafickych (obrazek 20) a ¢iselnych (tabulka 19) vysledkt, bylo vyhodnoceno, ze nejlepsi
vysledkd se dosahovalo pii okamzitém pokracovani pokust bez del§iho nalozeni pidy v EM.
Déle se vSak dosahovalo pomérné totoznych vysledkil, coz miize znamenat, ze sulfonamidy
jsou s rostoucim ¢asem stabilni a nedegraduyji.
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Obrdazek 20 Priumérné vytéznosti SA v zavislosti na dobé naloZeni v EM
Nejlepsich vysledki bylo dosazeno opét v ptipadé sulfamerazinu, kdyz byla nalozena ptida
s 1é¢ivy v EM po dobu 12 hodin (107 £5 %). Naopak nejhtife dopadl znovu sulfacetamid,
tentokrat v ptipad¢ analyzy vzorku po 24 hodinach (0,9 +0,3 %).

5.2.4 Optimalizace vlivu teploty

Dalsi parametrem, ktery byl ovéfovéan byla teplota, pii ktera se extrakce provadéla. V tomto
pfipadé se zkousSela extrakce bez ohfevu tj. 25 +2 °C, pii 35 £2 °C, 45 £2 °C a 55 +2 °C.
Teploty bylo docileno pomoci termostatu ultrazvukové 1azné, ve které byl vzorek ponoten, pti
kazdé z extrakei, po dobu deseti minut.

Stejné jako v ptipad€ [72] byly hodnoty primérné vytéznosti ziskané u vSech antibiotik
sniZzeny s rostouci teplotou, jak lze vidét na obrazku 21, coz mohlo byt zptisobeno napiiklad
diisledkem tepelné degradace analytu nebo vétSiho vlivu matrice na vysledky. Proto byla
v dalSich krocich zvolena teplota extrakce 25 °C tzn. vzorky nebyly dodatecné zahiivany
a experiment probihal za laboratorni teploty. V piipad¢ stanoveni sulfasalzinu za kazdé
teploty a sulfacetamidu pii teploté 45 °C vychazely vysledky pod limitem stanoveni. Ciselné
vysledky lze najit v tabulce 20 v ptilohach.
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Obrazek 21: Primerné vyteznosti SA v zavislosti na viivu teploty

5.2.5 Optimalizace vlivu pridavku EDTA

Pti upravé vzorku pro multirezidualni analyzu je pted aplikaci na SPE, krom¢ upravy pH
vzorku, také Casto ke vzorku pridavano chelate¢ni Cinidlo EDTA, které slouzi ke sniZeni
tendence antibiotik véazat se na kationty v matrici, ke zlepSeni tvaru piku a k prevenci
interferenci béhem extrakce antibiotik. Pfidani silného chelata¢niho ¢inidla EDTA do vzorku
pred extrakci se vétsinou vyuziva k vyvazani kovii nebo vicemocnych kationtt (Ca®" a Mg?"),
které jsou dostatecné rozpustné ve vode, do komplexnich sloucenin. Typ pudy, kterd byla
na tento krok vyuZita je hodn€ vapenatd, a proto pfipadalo pfidani EDTA v uvahu. Dle
odborné literatury [44] vSak sulfonamidy komplexy s divaletnimi a polyvalentnimi kationty
kovll netvoii. Znamena to, ze pokud se stanovuji pouze SA, neni tato Gprava nutna. Timto
krokem jsme chtéli toto tvrzeni potvrdit a dle obrazku 22 se shoduje s mymi vysledky, kdy
piidavek EDTA vytéZnosti nejenomze nezlepsil, ale dokonce zhorsil. Ciselné vysledky jsou
k dispozici v ptilohach v tabulce 21.
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Obrdazek 22: Prumérné vytézky SA v zavislosti na pridavku EDTA

5.2.6 Optimalizace vlivu navazky pudy

vvvvvv

[65, 69, 70], ale jsou i takové [66—68], kde probiha méfeni vytéznosti sulfonamidi ze 2 g
pudy. Proto byla pozornost zaméfena i na tento faktor. Cilem bylo snizit limity detekce
a kvantifikace. I po snizeni limitu detekce vSak nebylo mozné sulfasalazin stanovit, a proto se
v grafu nenachazi. LepSich vytéZnosti bylo vSak dosahovano pti pouZiti 1 g pidy, jak 1ze vidét
na obrazku 23.

Primeérna vytéznost (%)

105

90

75

60

45

30

15

lg 2g
Navazka pudy
m Sulfacetamid ™ Sulfadiazin m Sulfamerazin Sulfamethazin
® Sulfamethoxazol ® Sulfapyridin B Sulfathiazol B Trimethoprim

Obrdazek 23: Priimérné vytezky SA v zavislosti na velkosti navazky piidy
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5.2.7 Optimalizace vlivu objemu rozpoustédla béhem rekonstituce vzorku

Tento krok nasledoval po vysuseni vzorkti dusikem ziskanych po SPE. VysuSené vzorky bylo
titeba opét rozpustit, aby byla mozna jejich analyza na UPLC/MS. Na to se vyuzival roztok
vody s ACN (95:5) s ptidavkem 0,1% HCOOH, ktery slouZzil rovnéz jako MF v kapalinovém
chromatografu. Cilem bylo zjistit, zda bude uc¢innost dané metody ovlivnéna riznymi
koncentra¢nimi urovnémi SA, kvili ¢emuz byly vzorky rozpoustény ve 2 ml, 1 ml, 0,5 ml
a 0,33 ml mobilni faze. Ocekavalo se, Ze rekonstituce v niz§im objemu bude diky vyssi
koncentraci SA ve vzorku pfinasSet lepsi vysledky, ale dle obrazku 24 se tomu tak nestalo.
Ciselné vysledky jsou rovnéz k dispozici v piilohach v tabulce 23.
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Obrazek 24: Primerné vyteznosti SA v zavislosti na objemu rozpoustédla pri rekonstituci

5.2.8 Vliv koncentrace aplikovanych lé¢iv

Motivaci bylo ovéfit, zda tato metoda funguje na riznych koncentra¢nich trovnich, coz je
vyZadovano i1 ve valida¢nich postupech. V redlnych podminkach se 1éCiva v ptidé nachézeji
v daleko nizSich koncentracich, nez bylo do plid pfidavano v této praci, ale s cilem lepsiho
a snaz$iho nalezeni problému, pfi optimalizacich bylo zvoleno pravé mnozZstvi pfidavanych
1é¢iv na 500 ng, nicméné bylo ovéfeno, Ze 1 pii podminkach podobnéjsich skute¢nym, nase
metoda funguje a lze ji sulfonamidy z pudy stanovit. Vysledky tohoto méfeni jsou zobrazeny
na obrazku 25. Pfesné hodnoty jsou v tabulce 24.
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Obrazek 25: Primerné vyteznosti SA v zavislosti koncentraci nastriknutych leciv

5.3 Aplikace kone¢né metody na rizné typy pid

Na zavér byla optimalizovana metoda, skladajici se z navazky 1 g pudy, 500 ng spiku IéCiv,
acetonitrilu a vody (1:1) jako extrakéniho média, okamzité extrakci pii teploté 25 °C, SPE
kolonek od firmy Chromservis a objemem MF na rekonstituci vzorku 1 ml, vyzkousena
na dalsi 4 pidy rozdilného pidniho druhu s riznymi agrochemickymi vlastnostmi, které lze
vidét v tabulce 16. Piida ¢islo 4632KO je piida, na kterou byla metoda ptfipravend a nebyla jiz
soucasti findlniho experimentu. V tabulce 16 a obrazku 26 je zndzornéna jen pro porovnani
jejich agrochemickych vlastnosti a vytéznosti.

Tabulka 16: Agrochemickeé viastnosti vybranych pud

Cislo pady Pudni druh pH (- l?;%::i(colz; Ca’ (mg/kg) (lzqg%:g)
4632KO Fluvisol 7,1 5.1 6106 336
5017BO Kambisol 6,3 7.1 99,7 30,7
6019BO Glejsol 6,5 3.4 112 35,5
7902KO Cernosol 7,6 4,2 192 7,69
8002BO Luvisol 5,8 2,4 66,1 15,7

Graficky jsou vysledky tohoto méfeni znazornény na obrazku 26. Pti aplikaci konecné
metody na odlisné ptidy nebylo dosazeno takovych vytéznosti, jako v ptipadé pudy 4632KO,
kde jedinym odliSnym parametrem oproti tomuto pokusu bylo pouziti SPE kolonek od firmy
Waters. Prave tento rozdil v§ak mohl ve vysledku priimérné vytéznosti znacné¢ ovlivnit. Vybér
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Prumérna vytéznost (%)

SPE kolonek od firmy Chromservis na konecny experiment byl totiZ u¢inén ¢isté na zakladé
experimentu v kapitole 5.2.1, kde vSak byly posuzovany uspéS$nosti zachytu stanovovanych
lé¢iv na sorbentu SPE kolonek bez jakéhokoliv vlivu pidni matrice. Je vSak mozné, Ze
na kolonky od firmy Chromservis ma matrice jisty vliv. Naptiklad mohlo dojit k ovlivnéni pH
vzorku, coz by mohlo mit za nasledek horsi zdchyt molekul sledovanych analytii na sorbentu
SPE kolonek. Vylepseni by proto mohlo nabizet tiprava pH ziedéného vzorku pied samotnou
SPE extrakei, ptipadné vyzkouSet 1 SPE kolonky od firmy Waters, které jsou délany na zachyt
polarnéjsich vzorkd.
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Pida 4632KO Puda 5017BO Pida 6019BO Puda 7902KO Puda 8002BO
Typ pudy
m Sulfacetamid m Sulfadiazin m Sulfamerazin Sulfamethazin
m Sulfamethoxazol m Sulfapyridin m Sulfathiazol B Trimethoprim

Obrazek 26: Primerné vytéznosti SA v zavislosti na typu pouZité pudy
Primérné vytéznosti SA vSak v dalSich ptidach vychazely velmi podobné, a protoze podle
tabulky 16 obsahuji vybrané ptidy pomérn¢ vyznamné odlisny obsah iontl, a hlavné daleko
niz8i nez v ptipade pudy 4632KO0, se kterou bylo dosahovano nejvyssich vytéznosti, mohlo by
to potvrzovat zavery z odborné literatury [44], Ze sulfonamidy netvoii komplexy s divaletnimi
a polyvalentnimi kationty kovil, coz by znesnadnovalo jejich extrakci z této matrice.

59

v v

Primérna vytéznost (%)



6 ZAVER

V ramci diplomové prace byla zpracovana aktudlni problematika tykajici se vybéru
a optimalizace vhodné metody na stanoveni antimikrobiélnich latek z fad sulfonamidt v pade¢.
Bylo vybrano 9 antibiotik a to sulfapyridin, sulfadiazin, sulfathiazol, sulfamerazin,
sulfamethazin, sulfamethoxazol, sulfasalazin, sulfacetamid a trimethoprim. Hlavni motivaci,
pro¢ analyzovat rezidua téchto antibiotik v pidach, je vzrastajici rezistence bakterii vuci
témto latkdm. Jelikoz je ptida velmi komplexni matrici, ktera obsahuje spoustu anorganickych
i organickych sloucenin, které by analyzu mohly ovliviiovat, bylo prozkoumdno nékolik
parametrii, scilem dosazeni nejspravnéji kvantifikovatelnych vysledk. Pro izolaci
a zakoncentrovani analyti z plvodni matrice byla zvolena metoda extrakce tuhou fazi.
V prubéhu prace bylo dale postupné vybrano vhodné extrakéni médium, typ SPE kolonek,
teplota, doba nalozeni v extrakénim médiu, navazka ptdy, koncentrace aplikovanych lé€iv
a vliv objemu rozpoustédla na rekonstituci vzorku. Jakozto vhodné analyticka metoda pro
kvalitativni 1 kvantitativni analyzu byla zvolena analytickd metoda ultrat¢inné kapalinové
chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii UPLC/MS, kterou bylo nutné nejdiive
optimalizovat. Pouzitou ioniza¢ni technikou byl elektrosprej, analyzatorem trojity kvadrupol.
Kvantifikace analytii byla provedena metodou vné&jsiho standardu a korigovana na vytéznost
pouzitych deuterovanych standardd.

Z vysledki vyplyvd, ze se podafilo najit vhodnou metodu, kterou lze pouzit
na multirezidudlni stanoveni sulfonamidt z riiznych typt pid, jejiz soucasti bylo i Gispésna
optimalizace LC/MS metody pro vyhodnocovani. Nejlépe metoda funguje na stanoveni
sulfamethoxazolu, kdy se pii pouziti 5 riznych pid dosahovalo primérné 63 +8% vytéznosti.
Tato metoda vSak neni nejvhodnéjsi pro sulfacetamid, ktery se podafilo ziskat zpét z pudy
s uspéchem pouze 5,0 +2,2 % a sulfasalazin, ktery vychazel pokazdé pod limitem detekce,
a proto nebylo mozné stanovit jeho pfesné mnozstvi. V téchto dvou ptipadech mohl hrat roli
jejich méné polarni charakter, a proto nevhodna SF pii SPE extrakci 1 LC/MS vyhodnocovani.
Z divodu lipofilnéjSiho charakteru sulfasalazinu mohlo rovnéz dochdzet ke vétsi afinité
k adsorpci na pevné organické slozky pudy, a tim k horSimu extrahovani. Protoze nalezeni
univerzalni metody na stanoveni latek s takto rozdilnymi vlastnostmi neni snadné, dalo by se
povazovat jeji vhodnost pro zbyvajicich 7 latek za Uspéch. Metoda byla rovnéZ ovéfena
na velmi nizké koncentrace 1é¢iv v pudé, které se blizi redlnému vyskytu.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ATB
SA
SMX
SPD
SSz
SAA
SDA
STA
SMR
SMT
TMP
AMR
SPE
USE
MAE
PSE
LSE
MASE
LLE
SBSE
MeOH
ACN
EM

LoD, LoQ

Antibiotika

Sulfonamidy
Sulfamethoxazol

Sulfapyridin

Sulfasalazin

Sulfacetamid

Sulfadiazin

Sulfathiazol

Sulfamerazin

Sulfamethazin

Trimethoprim
Antimikrobialni rezistence
Extrakce tuhou fazi

Extrakce ultrazvukem
Extrakce v mikrovlnném poli
Extrakce podporovana tlakem
Extrakce kapalina-pevna latka
Extrakce podporovana mikrovinnym ohtfevem
Extrakce kapalina-kapalina
Sorpé¢ni extrakce na michadlo
Methanol

Acetonitril

Extrakéni médium

Mez detekce a stanovitelnosti
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HPLC, UPLC

MS

ESI

GC

SF, MF

SRM

SIM

IS

CE

CEC

EDTA

MIP

PABA

TC

PVP

LDsg

DABCO

DP

EU

Vysoko/Ultra Gi¢inna kapalinova chromatografie
Hmotnostni spektrometrie

Elektrosprej

Plynova chromatografie

Stacionarni a mobilni faze

Rezim skenu vybranych reakci

Rezim skenu vybranych iontt

Vnitini standard

Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektrochromatografie
Ethylendiamintetraoctova kyselina
Molekularné potisténé polymery

Kyselina 4-aminobenzoova

Tetracykliny

Proteiny vazajici penicilin

Letalni davka usmrcujici 50 % testovanych
1,4-Diazabicyklo[2.2.2]oktan

Degradacni produkty

Evropska unie
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9 PRILOHY

Tabulka 17: Ciselné vysledky priimérné procentudlni vytéznosti SA pii optimalizaci vhodného EM

EM | Sulfacetamid | Sulfadiazin | Sulfamerazin | Sulfamethazin | Sulfamethoxazol | Sulfapyridin | Sulfasalazin | Sulfathiazol | Trimethoprim
EM 1 9,88 £0,24 69 £5 99 £5 69 +£2 81,9 +1,1 69 +7 LOD 76 £2 64,4 +0,9
EM 2 30,2 +£0,9 64 £3 62,5+2,4 38 +£2 63,73 +£1,0 41 £5 LOD 55,0 £0,9 52,9 +0,9
EM 3 42 £2 65 +7 56,8 0,9 34 £5 61 £2 41 +6 LOD 45 £5 55,9 £1,0
EM 4 LOD 72,3 £1,1 76,13 £0,03 58 +4 66 +7 66,0 £1,1 LOD 68,9 +0,8 61 +3
EM 5 27,1 £1,0 5543 52,6 £0,6 3444 5343 34,0 1,4 LOD 36 +3 50 £3
EM 6 23 £5 65 +1 70 £3 42,9 +£0,3 68 £8 43 £3 LOD 56,7 £0,6 64 £9
EM 7 14 +4 31 +£12 29 £12 20 +6 36 15 19 £9 LOD 26 +7 7145
EM 8 18 £10 52 £20 60 £13 40 £13 61 £10 37 £12 LOD 51 +£20 63 +8
EM 9 16 £7 77 £20 96 £13 62 £13 75 +8 85 +20 LOD 80 +20 57,9 £1,2

EM 10 59 £10 64 £12 77 £3 43 +6 59 +4 60 £11 LOD 57 +£8 47 £7
EM 11 LOD 11+£2 35,8 £1,3 26,4 +£0,2 21,3 +£0,9 42 £3 LOD 36 +3 62 7
EM 12 48 £5 61,3 £0,6 69 £5 32,1 +0,6 5042 47,6 2,4 LOD 49,40 £2,0 36,423
EM 13 61 £12 76 £7 83 +6 47 +4 63 +6 66 £10 LOD 68 £11 41 £6
Tabulka 18: Ciselné vysledky priimérné procentudlni vytéznosti SA pro rozdilné SPE kolonky
Vyrobce Sulfacetamid | Sulfadiazin | Sulfamerazin | Sulfamethazin | Sulfamethoxazol | Sulfapyridin | Sulfasalazin | Sulfathiazol | Trimethoprim
Waters 8,7+0,9 46 +1 106 +2 68 +4 79,7 +0,5 80 +3 LOD 74,1 £0,6 68 +1
Chromservis 9,5 +0,4 5543 108 £12 84 +6 92 +2 90,1 £2,0 LOD 86,1 £0,6 68 +4
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Tabulka 19: Ciselné vysledky priimérné procentudlni vytéznosti SA pii optimalizaci doby naloZeni vzorku v EM

t (hod.) | Sulfacetamid | Sulfadiazin | Sulfamerazin | Sulfamethazin | Sulfamethoxazol | Sulfapyridin | Sulfasalazin | Sulfathiazol | Trimethoprim
0 9,88 £0,24 69 +5 99 +5 69 +2 81,9 +1,1 70 £7 LOD 76 £2 64,4 +0,9
6 1,6 0,5 29,7 £0,7 80 +20 31+4 46 £9 42 £6 LOD 40 +£8 51,0 +£0,5
12 1,7 £0,4 38 +£2 107 £5 41,8 £0,9 61,4 +0,2 61,5 +0,3 LOD 54,5 +1,2 56,7 +0,3
24 0,9 £0,3 36 +5 89 +20 36 £10 44 £20 45 £10 LOD 45 £13 50,2 £0,7
Tabulka 20: Ciselné vysledky priimérné procentudlni vytéznosti SA pii optimalizaci teploty extrakce
T (°C) | Sulfacetamid | Sulfadiazin | Sulfamerazin | Sulfamethazin | Sulfamethoxazol | Sulfapyridin | Sulfasalazin | Sulfathiazol | Trimethoprim
25 9,88 £0,24 69 +5 99 +5 69 +2 81,9 +1,1 70 £7 LOD 76 £2 64,4 £0,9
35 1,75 +0,11 65 £20 67,2 £1,2 37 £11 56 11 51 +20 LOD 54 +14 48,9 £2.3
45 LOD 54 +5 65 +2 35,8 +1,4 60,03 £0,23 46,3 £0,0 LOD 48 £3 45,1 £2,1
55 1,56 £0,08 58 £20 29 +£7 29 £20 30+2 45,0£2,3 LOD 50 +£20 37,4+0,3
Tabulka 21: Ciselné vysledky priimérné procentudlni vytéznosti SA pii optimalizaci pridaviu EDTA
m (g) | Sulfacetamid | Sulfadiazin | Sulfamerazin | Sulfamethazin | Sulfamethoxazol | Sulfapyridin | Sulfasalazin | Sulfathiazol | Trimethoprim
0 9,88 £0,24 69 +5 99 +5 69 +2 81,9 +1,1 70 £7 LOD 76 £2 64,4 £0,9
0,6 743 43 £5 41 £3 17,5 £2,1 36,9 +1,0 24,1 4£23 LOD 28 £3 3245
1,2 10 +4 48 £24 44 £23 23 +9 46 £12 29 £20 LOD 33 £20 27,4 £0,9
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Tabulka 22: Ciselné vysledky priimérné procentudlni vytéznosti SA pii optimalizaci navazky piidy

m (g) | Sulfacetamid | Sulfadiazin | Sulfamerazin | Sulfamethazin | Sulfamethoxazol | Sulfapyridin | Sulfasalazin | Sulfathiazol | Trimethoprim
1 9,88 +£0,24 69 +5 99 +5 69 +2 81,9 +1,1 70 £7 LOD 76 £2 64,4 £0,9
2 LOD 61 £20 46 £9 28 +5 58 +4 48 £5 LOD 59 +9 43,7 £1,3
Tabulka 23: Ciselné vysledky priimérné procentudlni vytéznosti SA pii optimalizaci objemu rozpoustédla po vysuseni vzorku
V (ml) | Sulfacetamid | Sulfadiazin | Sulfamerazin | Sulfamethazin | Sulfamethoxazol | Sulfapyridin | Sulfasalazin | Sulfathiazol | Trimethoprim
2 4,3 +£0,5 50 +6 146 £3 51,3423 50 +7 85,0 0,8 LOD 43 +£2 41 +4
1 9,88 +£0,24 69 +5 99 +5 69 +2 81,9 1,1 70 £7 LOD 76 £2 64,4 £0,9
0,5 LOD 40 +4 67 +4 24,9 +0,3 47 +£6 38,7 +1,1 LOD 42,0+1,4 39,7 +0,4
0,33 1,9 +£0,6 83 £20 67 £2 19,0 £0,7 56,0 1,1 54 2 LOD 78 £20 42 +4
Tabulka 24: Ciselné vysledky priimérné procentudlni vytéznosti SA pii optimalizaci koncentrace spiku
V (nl) | Sulfacetamid | Sulfadiazin | Sulfamerazin | Sulfamethazin | Sulfamethoxazol | Sulfapyridin | Sulfasalazin | Sulfathiazol | Trimethoprim
50 2,4 +0,2 27 £10 73 £20 44 +7 89 +9 68 +20 LOD 53 £20 119,6 +0,4
100 3,6 £0,4 27 £7 63 +9 36 +3 66,6 +2,4 52 +10 LOD 40 +£6 73 +11
500 9,88 +0,24 69 +5 99 +5 69 +2 81,9 +1,1 70 £7 LOD 76 £2 64,4 +0,9
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Tabulka 25: Ciselné vysledky priimérné procentudlni vytéznosti SA pii pouZiti riznych typii pid

Puda Sulfacetamid | Sulfadiazin | Sulfamerazin | Sulfamethazin | Sulfamethoxazol | Sulfapyridin | Sulfasalazin | Sulfathiazol | Trimethoprim
4632KO | 9,88 +£0,24 69 £5 99 +5 69 +2 81,9 £1,1 70 £7 LOD 76 £2 64,4 +0,9
5017BO 2,8 +0,8 25,3 +1,1 49,1 £1,1 35,6 +2,4 65 +3 43,2 +0,4 LOD 35,0 +0,7 52 +6
6019BO 5,1+1,2 29 +5 50 +8 3545 67 +5 41,7 +0,2 LOD 34,5 +1,1 32,2 40,5
7902KO 32+04 24 +3 5345 41 +4 69 +3 49 £5 LOD 37,1 £3,6 59,5 +0,5
8002BO | 5,90=+0,21 | 27,87+0,13 55,7 +0,8 32,9+1,4 58,9 +0,7 43,1 +0,4 LOD 33£2 44,1 £1,2
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