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ABSTRAKT

Tato bakalafska prace se vénuje problematice vyskytu a stanoveni penicilinovych antibiotik
V odpadnich vodach. Vybranym zastupcem této skupiny antibiotik byl penicilin V, protoze je
nejCastéji predepisovan. Jako metoda izolace sledovaného analytu z odpadni vody byla
zvolena extrakce tuhou fazi (SPE). Optimalni podminky byly nalezeny pro SPE kolonky
Bakerbond Cig. Analyza 1é¢iva probéhla na ultra-vysokou¢inné kapalinové chromatografii
(UHPLC) s UV-VIS detekci s diodovym polem (UV/VIS-DAD). Za optimalizovanych
podminek byla provedena analyza odpadni vody z ptitoku a odtoku COV Brno Modfice.

ABSTRACT

This bachelor thesis deals with the occurrence and determination of penicillin antibiotics in
wastewater. Penicillin V was selected as a representative of this class of antibiotics due to its
frequent prescribing. Solid phase extraction (SPE) was selected as a method of isolation of the
analyte from the wastewater. Optimal conditions were found for Bakerbond C1g SPE column.
Drug analysis was carried out on ultra-high performance liquid chromatography (UHPLC)
with diode array detection (UV/VIS-DAD). Under optimized conditions, the analysis of
wastewater from the WWTP Brno Modfice influent and effluent was performed.

KLICOVA SLOVA

penicilinova antibiotika, odpadni voda, ultra-vysokot¢inna kapalinova chromatografie,
extrakce tuhou fazi

KEYWORDS

penicillin antibiotics, wastewater, ultra-high performance liquid chromatography, solid phase
extraction
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1. VoD

Antibiotika patii mezi nejfrekventovanéjsi skupiny 1é¢iv dnesni doby. Maji sva uplatnéni jak
Vv humanni, tak i ve veterinarni mediciné. V humanni mediciné se ¢asto stdva, Ze na zakladé
chybné diagndzy jsou antibiotika podavana nevhodné casto zcela zbyteéné. K plytvani
s antibiotiky pfispiva také to, ze v nékterych statech jsou az do dne$ni doby antibiotika
dostupna bez lékaiského piedpisu. Je samoziejmé, ze také to piispiva k jejich nadmérné
a neuvazené spotiebé. Ve veterindrni mediciné jsou antibiotika vyuzivana nejen pii 1é¢be
infekénich nemoci, ale ¢asto jsou také podavana nepfetrzité¢ jako prevence onemocnéni nebo
jako podpora rustu hospodaiskych zvifat. Lé¢iva potom, a to ¢asteéné v nezménéné formé
a Castecné ve forme& metabolitli, vstupuji riznymi cestami do Zivotniho prostredi.

Nejveétsim celosvétovym problémem je vznik bakteridlni rezistence; ¢im castéji se dostavaji
bakterie do styku s témito medikamenty, tim rychleji jsou schopné mutace, ktera vede
k jejich rezistenci proti témto 1ékim. Zdanlivé snadno vylécitelné infekce by mohly mit
v disledku toho fatalni nasledky, mnohdy kongéici i smrti pacienta.

Léciva v odpadnich vodach mohou proto negativné ovlivitovat proces biologického ¢isténi na
Cistirnach odpadnich vod. Miize dochazet k tomu, Zze 1éCiva mohou na Cistirnach odpadnich
vod inhibovat rist pfirozen¢ se zde vyskytujicich bakterii a tak snizovat uc¢innost ¢isténi. Jiz je
znamo, Ze ne viechna 1é&iva jsou na COV eliminovana a proto pravé COV patii mezi nejvétsi
bodové zdroje kontaminace povrchovych vod 1é¢ivy. V povrchovych vodach potom mohou
tato Ié¢iva puisobit toxicky na vodni organismy.

Tyto skuteCnosti mély za nasledek snahu o0 vyvoj vhodnych analytickych postupi
pouzitelnych ke stanoveni téchto kontaminanti negativné ovlivilujicich zivotni prostiedi.
Nejcastéji aplikovanymi metodami byvaji, stejné jako v ptipadé vétSiny organickych
polutantti, kapalinova chromatografie shmotnostni detekci (HPLC-MS), kapalinova
chromatografie nebo ultra-vysokou¢inna kapalinova chromatografie s UV/VIS detekci
pomoci diodového pole (HPLC nebo UHPLC-UV/VIS-DAD), ptipadné plynova
chromatografie s hmotnostni detekci po derivatizaci (GC-MS).



2. TEORETICKA CAST

2.1. Historie pouzivani 1é¢iv

Jiz od pradavna hledal ¢loveék zptsob, jak navratit organismus ze stavu nemoci a bolesti do
stavu zdravi. V minulosti byly jako prvni pro tyto ucely pouzity rostliny. Pozdé&ji byl jiz
clovek schopen extrahovat ucinné latky z téchto rostlin a ziskavat tak jejich koncentrované;jsi
formu. Rostlina ,,ma huang“ byla pro své 1é¢ivé ucely pouzivana jiz pred témét 5 000 lety;
bylo zjisténo, Ze tato rostlina obsahuje latku efedrin se stimula¢nimi u¢inky na CNS. K 1écbé
byly vyuzivany rovnéz suSené Casti rostlin, nevyhodou vsak casto byval 1 obsah toxickych
latek, a to vedle latek lécivych. Tinktury vznikaly nakladanim rostlin do ethanolu. Tento
zpusob byl ale vhodny pouze pro ty 1écivé latky, které byly v ethanolu rozpustné. Hlavni
nevyhodou pfi téchto zpusobech podavani 1é¢iv byla nepiesnost mnozstvi nadavkované
ucinné latky, protoze jeji obsah muize V rostlinach znacné kolisat, naptiklad v zavislosti na
obdobi nebo mistu sklizn€, ptipadné na zpisobu skladovani rostlin. Postupem c¢asu doslo na
dalsi zptsob ziskavani ucinnych latek z rostlin, tj. na izolaci G€innych latek z ptfirodnich
surovin. Na pielomu 18. a 19. stoleti jiz byly izolovany dalsi 1é¢ivé latky; prikladem muze byt
morfin, chinin akofein. Nékteré ucinné latky jsou az do soucasnosti ziskavany prirodni
cestou, protoze jejich syntéza by byla vzhledem k jejich strukturni slozitosti neuskutecnitelna,
pripadné pfili§ finanéné nékladna. Jedna se predevsim o alkaloidy, silice, hormony apod. Nyni
byvaji 1éCivé latky, a to az na vySe specifikované vyjimky, pfevazné chemicky syntetizovany.
Vyrabéji se tak analoga Uéinnych latek obsazenych v rostlinach, avSak Casto se provadi
i védomé zmény puvodnich struktur, které mohou piispét k eliminaci jejich negativnich
vlastnosti, napt. ke sniZeni toxicity nebo nadvykovosti. Kromé toho jsou syntetizovany i latky
zcela nové, které nemaji svoji predlohu v rostlinném ptivodu. Nekteré latky jsou mnohdy
objeveny i nahodné [1;2].

2.2. Antibiotika

Cilem antibakterialnich latek je znicit plivodce onemocnéni nebo alespoit omezit jeho rist
apokud mozno, neposkodit pii tom hostitelsky organismus. Uméle syntetizované
antibakterialni latky jsou oznaCovany jako chemoterapeutika; pokud se ovSem jedna (alespon
primarng) o produkty metabolismu mikroorganismil, nazyvaji se tyto antibakteridlni latky
antibiotika [3].

2.2.1. Historie antibiotik

Jiz po staleti pouzivali lidé chemické latky k hubeni bakterii. Casto ovsem neznali pravou
pfi¢inu nemoci a vyuZivali proto jen kladného Uc¢inku latek pfi 1é€bé. Jiz v patnactém stoleti
se zaCaly objevovat teorie, Ze ur€ité nemoci se mohou mezi lidmi §ifit a za pfenasece se
zacaly povazovat zivé organismy, které¢ byly schopné rlstu a rozmnozovani. Vyznamnym
piinosem pro rozvoj 1éCby bakterialnich nemoci byl objev mikroskopu v sedmnéctém stoleti,
ktery oteviel cestu ke zkoumani véci doposud pouhym lidskym okem nepozorovanych.
V devatenactém stoleti se zacalo spekulovat, zda by mohla existovat chemicka substance,
ktera by v lidském téle selektivné usmrcovala jen buniky bakterii zptisobujicich onemocnéni.
Vyzkum zaméteny timto smérem mél za nasledek to, Ze se podafilo vyvinout 1€k na velice
frekventovanou nemoc té doby, coz byl syfilis. Nova 1é¢iva méla Casto velké mnozstvi



vedlejSich u¢inkl a pfi Spatné nastavené davce mohla pisobit i toxicky. Sulfonamidy byly
objeveny prostiednictvim nové vyrobenych barviv, které vykazovaly antibakterialni Gc¢inky.
Alexander Fleming potom svym nahodnym objevem plisné Penicillium notatum, kterd
vykazovala antibakterialni G¢inky, umoznil vznik 1é¢ivych latek nazvanych peniciliny [4].

2.3. Rozdéleni antibiotik

2.3.1. Podle spektra uc¢inku

Jedna se o vycet bakterialnich druhii, na néz méa dany antimikrobni pfipravek teoreticky
pusobit; podle toho rozlisujeme antibiotika s uzkym spektrem ucinku a antibiotika s sirokym
spektrem ucinku. Piikladem Sirokospektrych antibiotik jsou tetracykliny, mezi tzkospektra
patii napiiklad zakladni druhy penicilinu, tj. Penicilin G a Penicilin V [5;6].

2.3.2. Podle typu uéinku

Za bakteriostaticka léciva jsou povazovana ta 1éCiva, kterd zptsobuji inhibici dalSiho rdstu
mikroorganismi [3].

Baktericidni antibiotika zptisobuji usmrceni ptivodce onemocnéni; tento druh 1€¢iv se pouziva
Vv piipadech, kdy jsou obranné sily makroorganismu oslabeny, a bakteriostaticky uc¢inek by

nepostacoval k vyléCeni. Podavani vysSich koncentraci bakteriostatického 1éCiva miize
pusobit 1 baktericidné [3;5].

Tabulka ¢ 1: Rozdéleni antibiotik podle typu ucinku [6;7]

baktericidni bakteriostaticka
peniciliny tetracykliny
cefalosporiny makrolidy
monobaktamy linkosamidy
karbapenemy amfenikoly
aminoglykosidy sulfonamidy
chinolony pirimidiny
ansamyciny nitrofurany
glykopeptidy

polypeptidy

nitroimidazoly

2.3.3. Podle mechanismu aéinku

2.3.3.1. Inhibice syntézy bunécné stény

ProtoZe lidské buiiky nemaji bunéénou sténu, plisobi tyto latky velice specificky pravé na
buné¢nou sténu bakterii. Dochazi k inhibici enzymu peptidyltransferazy, ktera je potiebna ke
stavbé bunécné stény. Jejim ukolem je spojovat peptidovym fetézcem jednotlivé aminocukry,
které jsou zékladnimi jednotkami bunécné stény [1].



2.3.3.2. Poskozeni bunééné membrdny

Tato farmaka zvysuji permeabilitu bunééné membrany a narusuji iontovou rovnovéhu bunky.
Léciva z této skupiny obsahuji ve své struktuie hydrofilni a lipofilni ¢ast. Vazou se na
lipofilni ¢ast bunééné membrany. Voda, kterou s sebou antibiotika nesou, zvétSuje povrch
butiky az do okamziku, nez dojde ke zhrouceni membrany. Uéinnost je zavisla na mnoZzstvi
fosfolipidi v bunécné membrané a také na schopnosti 1é¢iva pronikat bunécnou sténou [7;8].

2.3.3.3. Inhibice syntézy kyseliny tetrahydrolistové

Kyselina tetrahydrolistova pusobi jako koenzym pii syntéze purind atymidinu. Tyto latky
jsou slozkami DNA a RNA a jejich pfitomnost je nutnd pro rust a déleni bun¢k. Piisobenim
enzymu dihydrogenfolatreduktazy dochazi k redukci kyseliny dihydrolistové, kterou dokazi
buniky bakterii vyprodukovat, na kyselinu tetrahydrolistovou. Lidské bunky syntetizuji
kyselinu dihydrolistovou z kyseliny listové, ktera je piijimana stravou jakozto esencialni
latka. Léciva této skupiny zplisobuji kompetitivni inhibici syntézy kyseliny dihydrolistové
nebo kyseliny tetrahydrolistové a tak je zastaven rast dalSich mikroorganismi [1].

2.3.3.4. Interference s bakteridlni DNA

Tato farmaka inhibuji transkripci genetické informace z matrice DNA a poskozuji timto
zpusobem regula¢ni centrum bunééného metabolismu. Léciva mohou tvofit komplexy s DNA
nebo zplsobovat zlomy vldken nebo inhibici gyrdzy. Enzym gyrdza slouzi k uspotadani
bakteridlniho chromozomu v buiice, aniz by bylo tfeba smycku chromozomu rozmotat [1].

2.3.3.5. Inhibice proteosyntézy

Jedna se o prenos genetické informace do peptidového fetézce, ktera byla prevedena na
MRNA. Tato skupina Ié¢iv tak zasahuje do syntézy proteinu [1].

Tabulka ¢ 2: Déleni antibiotik podle mechanismu jejich ucinku [1;3]

ucinek antibiotika

peniciliny vankomycin

. , e cefalosporin bacitracin

inhibice syntézy bunééné stény karbapsnemi// fosfomyein
monobaktamy

poskozeni bunééné membrany pOIymyX!n B fyrotricin
polymyxin E

inhibice syntézy kyseliny tetrahydrolistové | sulfonamidy diaminopyrimidiny
kys. pipemidova | enoxacin

interference s bakterialni DNA norfloxacin levofloxacin
ciprofloaxin metronidazol
aminoglykosidy linkosamidy

inhibice proteosyntézy makrolidy chloramfenikol
tetracykliny rifampicin

10
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Obrazek ¢. 1: Mechanismy ucinku antibiotik [3]

2.3.4. Rezistence

Nadmérné, casto i nevhodné a zbytecné uzivani antibiotik vede k adaptaci mikroorganismu
prostiednictvim mutaci a genetickych rekombinaci. Tyto rezistentni kmeny potom mohou
Vv urcitém spolecenstvi bakterii dominovat. Velké mnozZstvi lidi kaZzdoro¢né umira v dasledku
infekci zptisobenych bakteriemi odolnymi vii¢i antibiotiktim. Jiz po ¢tyfech letech od uvedeni
prvnich penicilinovych antibiotik na trh si nasel tzv. Staphylococcus aureus neboli zlaty
stafylokok cestu, jak odolat tomuto druhu léciv. Vyvoj novych 1éciv je velice dlouhy
a naro¢ny proces, coz dokazuje i to, ze za poslednich 30 let vstoupily na trh jen dvé nové
skupiny antibiotik. V budoucnu se proto muze stat, Ze pro ur¢itd onemocnéni nebude vhodné
lé¢ivo azdanlivé obycejnd infekce bude mit fatdlni nasledky. Velka cast 1éCiv ze
skupiny antibiotik je také vyuzivana ve veterinarni 1é¢b¢; u chovnych zvifat jsou pouzivana
nejen k 1écbé infekcei, ale Casto jsou nepretrzité¢ podavana jako prevence nemoci. Antibiotika
podavana ve veterinarni 1é¢b¢ tak velkou mirou ptispivaji k bakterialni rezistenci [9;10;11].
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Zkrizenou rezistenci se rozumi rezistence mikroorganismi na lé¢iva sobé chemicky blizka.
Rezistence sdruzena znamend odolnost mikroorganismu na l1é¢iva chemicky odlisna [8].

2.3.5. Farmakokinetika antibiotik

Farmakokinetika popisuje ¢asovy prabch hladiny 1éCiv v télesnych tekutinach jako vysledek
absorpce, distribuce a vylucovani léCiva po podani. VétSina antimikrobialnich IéCiv je
podavana bud intraven6zné nebo perordlng. Absorpce je nejlépe popsana pomoci
biodostupnosti 1é¢iva, coz je definovano jako procento davky léku, které se dostdva do
systémové cirkulace. Po intraven6zni aplikaci je 100 % davky podaného 1é¢iva biodostupné.
Tato cesta podani se voli v ptipadech, kdy ma pacient zédvaznou infekci a kdy je nutné
dosahnout antimikrobialniho ucinku co nejrychleji. Léky poddvané peroralné ve srovnani
s intravendzni aplikaci dosahuji Casto nizSich plazmatickych koncentraci a pomalejsiho
nastupu, coz je zpusobeno nutnosti resorpce z GIT traktu do krevniho fecisté. Kyselé prostiedi
zaludku dokaze néktera 1éCiva caste¢né zniCit, coz muize zpusobit snizeni biodostupného
mnozstvi. Ptikladem mize byt penicilin G, kdy je po peroralnim podani biodostupné jen asi
30 % ptvodné podaného mnozstvi [12].

2.3.6. Distribuce v organismu

Distribuce je proces, kterym se 1éCivo dostava z intravaskularniho fecisté do
extravaskuldrniho prostoru. Lécba infekci nachazejicich se prave v extravaskularnim prostoru
je zavisla na pohybu léciva z krevniho fecisté az do intersticia a nékdy i do intracelularni
tekutiny. Schopnost 1é¢iva dostavat se na mista urceni zavisi jak na vlastnostech tkan€ (mira
prokrveni), tak také na vlastnostech daného 1é¢iva (rozpustnost v tucich, velikost molekuly,

PKa) [12].

Vétsina lipofilnich 1é¢iv prochazi pies biologické membrany, které jsou tvofeny predevsim
fosfolipidy, pasivni difiizi. K tomuto jevu dochazi, kdyz je koncentrace 1é¢iva na jedné strané
membrany mens$i neZ na druhé, tzn., Ze je zde snaha o vyrovnani koncentraci. Dal§i moznosti
pfestupu je tzv. transport, kdy latka vyuZziva transportnich systému. V tomto pfipadé musi
dochazet k interakcim pienaSené latky s transportnim systémem. Aktivni transport se
uskuteiiuje  proti koncentraénimu gradientu, usnadnény transport probiha podle
koncentra¢niho gradientu [1;12].

2.3.7. Eliminace a biotransformace 1é¢iv z organismu

Léciva mohou byt eliminovéana z organismu pievedenim na metabolity (pfedevsim v jatrech),
pfipadné¢ mohou byt nezménénd lé¢iva nebo jejich metabolity vylouceny stolici a moci
prostiednictvim ledvin, jater astfev. Nektera 1éCiva nebo jejich metabolity, které jsou
vyluéovany zluci, mohou byt znovu resorbovany do krevniho fecist€ tzv. enterohepatalni
cirkulaci. Rendlni exkrece 1éCiv je zprosttedkovana tfemi procesy: glomerularni filtraci,
tubularni sekreci a pasivni tubuldrni reabsorpci. Po filtraci jsou polarni latky ucinné
eliminovany ledvinami. Rendlni eliminace nepoldrnich 1é¢iv obvykle zavisi na jejich
metabolickych pfeménach v jatrech; tato eliminace probiha pouze v ptipadé€, pokud mize mit
vysledny metabolit polarngjsi charakter. U latek, které se ledvinami vylucuji nejlépe, je pfi
poruse renalnich funkci nejvétsi nebezpeci nadmérného zvyseni hladin farmaka v krvi [12].
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Obrazek ¢. 2: Moznosti eliminace léciv z organismu [13]

2.3.8. Cyklus antibiotik v Zivotnim prostiedi

Antibiotika se dostavaji do zivotniho prostiedi riznymi cestami. Po podani se mohou
vylucovat ve formé metabolitl, av§ak znacné mnozstvi 1éCiv je vyluCovano moci a vykaly
v nezménéné podobé do kanalizace. Mnohé vyzkumy pak dokazuji, ze na COV nedochézi
b&hem procesu &isténi k tplnému odstranéni 1é¢iv. Z COV se tak mohou 1é&iva posléze dostat
do povrchové vody, pfipadné do podzemni vody akalu. Dal§imi vyznamnymi zdroji
antibiotik jsou nemocnice, ve kterych mohou byt tato 1é¢iva nevhodnym zplsobem
likvidovana. Zdrojem kontaminace jsou také veterinarni 1é¢iva vcetné metabolitt. Zvifeci
vykaly se dostavaji v podob&é hnojiva na zemédélska pole aodtud mohou kontaminovat
podzemni a povrchové vody. Na rybich farméch jsou 1é¢iva Casto aplikovana pifimo do vody
spolu s krmivem, aproto se muize velka ¢ast sorbovat do sedimenti, kde dochazi bud
k postupné degradaci nebo k opétovnému vyluhovani do okolni vody [14;15].

2.3.9. Léciva v Cistirnach odpadnich vod

Ucinnost odstranéni 1é&iv pii ¢isténi odpadnich vod se lisi a je zavisld zejména na kombinaci
fyzikalné-chemickych vlastnosti a na pouzitém procesu ¢isténi. Alternativni metody, které
mohou pfispivat k odstranovani 1é¢iv, jsou nasledujici: membranové procesy, adsorpce na
aktivnim uhli a pokrocilé oxida¢ni procesy. Klasicky postup pii €isténi odpadnich vod se
sklada z primarni, sekundéarni a terciarni faze. V primarni fazi dochazi k odstranéni hrubych
necistot, jako jsou pisek, Stérk a usazené pevné latky; rovnéz dochdzi k odstranéni olejti, tukd
a mastnoty. V sekundarni fazi jiz probiha biologicky proces (aerobni a anaerobni pochody),
pomoci kterého jsou odstrafiovany organické latky zvody. Ve vétiiné COV je tento
sekundarni krok zaloZen na principu aktivovaného kalu. V terciarnim kroku dochézi

k odstranéni fosforu procesem srazeni; k témto ucelim se hojné vyuziva siranu zelezitého
[16].
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Odstranéni a pfeména antibiotik pfi biologickém c¢isténi jsou vysledkem tady procesi. Jedna
se 0 procesy biotické (biodegradace prostiednictvim bakterii a plisni) a procesy abiotické
(sorpce, hydrolyza a fotolyza). Nepolarni 1é¢iva budou mit vétsi tendenci piechéazet do kalu,
ktery je bohaty na organické latky. Dale mohou byt 1é¢iva transportovana z vodného prostiedi
do kalu pomoci iontové vymeény a tvorby komplext s kovy. Kalova sorp¢ni konstanta Kp
vyjadiuje schopnost 1é¢iva prechazet do kalu. Cim jsou vétsi hodnoty Kp, tim dochézi k vétsi
sorpci. Kal Ize pouzivat jako hnojivo, avSak do kalu pfechazi velké mnozstvi polutantt,
vcetné antibiotik a tézkych kovii, a proto neni tento zpusob jejich pouziti doporucovan. Dalsi
parametr, ktery muze slouzit k posouzeni, zda bude 1é¢ivo setrvavat ve vodném prostiedi nebo
zda bude prechazet do kalu, je koeficient oktanol —voda Kow. Je znamo, Ze ¢im vétsi je
hodnota log Kow, tim je vétsi sorpéni schopnost. Velké mnozstvi 1é¢iv ma vSak hydrofilni
charakter aproto bude setrvavat pfedev§im ve vodném prostiedi. Faktory ovliviwjici
odstranéni téchto latek jsou nasledujici: BSKs, existence a velikost anoxickych a anaerobnich
procesu, nerozpusténé latky, pH a teplota [16].

2.4. Peniciliny

2.4.1. Zakladni charakteristika

Peniciliny patii spole¢né s cefalosporiny akarbapeny do skupiny tzv. B-laktamovych
antibiotik. Zakladni strukturu tvofi thiazolidinovy kruh napojeny na B-laktamovy kruh, ke
kterému je piipojen postranni fetézec. B-laktamovy kruh, ktery je nositelem antibakterialniho
ucinku, podléhd degradaci za pfili§ vysokého respektive nizkého pH, kdy dochazi k jeho
hydrolyze. Degradace muze byt zptisobena i teplem nebo chladem [17;18].

Ze struktury je patrna biogeneze z aminokyselin valinu a cysteinu, aproto mohou byt
peniciliny nazyvany téz dipeptidovymi antibiotiky [19].

O O
N OH

/ CH,
CH,

Obrazek ¢. 3: Zakladni struktura penicilinii a jejich biogeneze z valinu a cisteinu [19]

2.4.2. Farmakokinetika penicilint

Z farmakokinetického hlediska dochazi pii peroralnim podani k absorpci z GIT, ktera je
zavisld predevSim na odolnosti penicilinti vici HCIL. Peniciliny jsou distribuovany do
extracelularni tekutiny, avSak do bunck nevstupuji. VyluCovani Iéciv je uskute¢iiovano
piedevsim ledvinami [20].
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2.4.3. Vyroba penicilint

Peniciliny jsou v dnesni dobé vyrabény polysyntetickou cestou. Zcela synteticky postup
vyroby je sice znam, avSak z ekonomického hlediska se stale preferuje zptisob polysynteticky.
Fermenta¢né vyrobeny penicilin G se hydrolyzuje Gcinky penicilinamidazy na kyselinu 6 -
aminopenicilanovou (6 - APA), ktera se nasledné acyluje chloridy pfislusnych kyselin nebo
kondenzuje piimo s témito kyselinami pomoci dicyklohexylkarbodiimidu (DCC) [19].
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Obrazek ¢. 4: Vyroba penicilinovych antibiotik [19]
2.4.4. Charakteristika vybranych penicilint

2.4.4.1. Penicilin V

Penicilin V, neboli fenoxymethylpenicilin, je acidostabilnim tzkospektrym antibiotikem.
Inhibuje syntézu bunécné stény bakterii vazbou na specifické proteiny. Je rozkladan enzymem
penicilinazou a dal$imi B-laktamazami bakterii. Na rozdil od penicilinu G, a to vzhledem ke
své stabilité v kyselém prostiedi, mize byt podavan i peroralné. Ve form¢ draselné soli je
aplikovan proti streptokokovym infekcim, infekcim Ustni dutiny, stomatologickym infekcim
nebo lymske borelioze [21;22].

Metabolizace penicilinu V probihd castecné v jatrech, kde je 30 % metabolizovano na
fenoxymethylpenicilinovou kyselinu, ktera je s 20-30 % nezménéného léCiva eliminovana
moci, ato prevazné tubuldrni sekreci. Jedna tietina latky je vyloucena stolici. Doba
vylu€ovani se prodluZuje u pacientl se snizenou funkci ledvin [22].
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Obrdazek ¢. 5: Chemicka struktura nékterych penicilinii [10]
2.5. Metody stanoveni 1é¢iv

2.5.1. Odbéry

Odbér vzorku je jednim zkroki, ktery méa velky vyznam pro koneény vysledek
environmentalni analyzy. Na findlnim vysledku se vzorkovani muze, ato spolecné
s uskladnénim vzorku a pfipadnou konzervaci, podilet na koneéné nejistoté méteni az z 85 %.
Zakladnim pozadavkem je, aby odebrany vzorek mél dostatecné velkou vypovidajici hodnotu
a byl reprezentativni. RovnéZ se nesmi od doby odbéru aZz po pocatek analyzy zménit
vlastnosti a koncentrace analyti. U odbérti odpadnich vod je nejvétsim problémem jejich
nehomogenita a zmény vlastnosti Vv prubéhu cCasu a prostoru. Tento problém muze byt
castecné vytreSen pomoci smeésn¢ho vzorku, kdy se v urCitych Casovych intervalech odebira
definované mnozstvi odpadni vody, které se potom za urcity Casovy usek, napt. za 24 hodin,
smisi. Velky vyznam ma také pouziti spravnych vzorkovnic. Pro tyto Gcely jsou nejcastéji
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pouzivany tmavé sklenéné vzorkovnice, které jsou az do pocatku analyzy skladovany
v chladu (4 °C) a temnu [23;24].

2.5.2. Uprava vzorku odpadni vody pied analyzou

Filtrace patii mezi zakladni procesy souvisejici s ipravou vzorkl. Bézné se odpadni voda
filtruje pfes membranové nebo sklenéné filtry o velikosti pora 0,45 um; v ptipadé velkého
mnozstvi suspendované hmoty lze nejdiive pouzit filtraci pfes papirové filtry anasledné
teprve filtraci membranovymi a sklenénymi filtry. Pro odstranéni NL lze pouzit i centrifugaci.

Ke zpracovani odebraného vzorku by mélo dojit co nejdiive od jeho odbéru. Pokud neni
mozno pristoupit k analyze bezprosttedné po upravé odebraného vzorku, musi byt vzorky
uchovany v chladu (4 °C) a temnu. Analyza by vSak méla probéhnout do 12, maximalné do
24 hodin po odbéru. Pro skladovéani vzorkt del§i dobu je mozné vzorek konzervovat, pfiCemz
pro tuto konzervaci se mize pouzit konzervaéni roztok 1% formaldehydu. Pfedem v8ak musi
byt prostfednictvim pilotni studie ovéfeno, zda konzervacni ¢inidlo nebude mit negativni
dopad na sledované analyty [23;24].

2.5.2.1. Extrakce tuhou fazi (SPE)

Extrakce tuhou fazi je technikou stdle vice pouzivanou pii upravach vzorku vody pied
analyzou. ZajiStuje extrakci analytu, jeho zakoncentrovani ataké pteciSténi od moznych
interferujicich latek a necistot. Pokud pouzijeme SPE, odpadd mnoho problému spojenych
s extrakci kapalina/kapalina (LLE), tj. napfiklad netGplné oddéleni fazi, malé navratnosti
a pfedev§im velkd spotifeba organickych rozpoustédel. SPE extrakce je proto ucinnéjsi
metodou nez LLE; velkou vyhodou je také to, ze muze byt automatizovana [25].

Tato technika se nejcastéji aplikuje pro extrakce semivolatilnich anetékavych analyth
z kapalnych matric. Kromé toho mtize byt tato metoda vyuzita rovnéz pro extrakci analyti,
které jsou obsazeny v pevnych matricich a byly pfedem vyextrahovany do rozpoustédla.
Vybér vhodného typu a velikosti adsorbentu je pro analyzu rozhodujici [25].

V soucasnosti je na trhu K dostani mnoho typt SPE kolonek liSicich se zejména svym
objemem, ktery byva nejcastéji v rozmezi 1-60 ml. Dal§im dileZitym aspektem je mnoZstvi
sorbentu; toto mnozstvi by mélo byt zvoleno s ohledem na piedpokladané mnozstvi
zachycovaného analytu, které by nemélo piekrocit 5 % z celkové hmotnosti sorbentu.
Hmotnosti sorbentt se nej¢astéji pohybuji v rozmezi 60 mg az 10 g [25;26].
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Obrazek ¢. 6: Druhy SPE kolonek [27]

Tabulka ¢ 3: Typy sorbentii (vazany na silikagel) a jejich mozné vyuziti [28]

Viazana faze AKronym Primarni vlastnosti

oktadecyl C18, ODS nepolarni

oktyl C8 nepolarni

ethyl C2 nepolarni

fenyl PH nepolérni

cyklohexyl CH nepolarni

kyanopropyl CN (Kyano) nepolarni/polarni

propandiol 20H (Diol) polarni/nepolarni

silikagel (nevéazany) Sl polarni

alumina (nevédzand) AL poléarni

florisil (nevazany) FL polarni

diethylaminoethyl DEA slaby aniontovy iontoméni¢/polarni
aminopropyl NH2 slaby aniontovy iontoménic/polarni
karboxyethyl CBA slaby kationovy iontoménié
propylsulfonova kyselina PRS silny kationovy iontoménic
etylbenzensulfonova kyselina | SCX silny kationovy iontoménic
trimethylamonium propyl SAX silny aniontovy ménic
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Systém s obracenymi fazemi

Separace na obracenych fazich zahrnuje polarni (vodné) nebo stiedn€ polarni matrice vzorku
a nepolarni stacionarni faze. Analyt je pfevazné stfedn¢ polarni az nepolarni. Stacionarni faze
obsahuje hydrofilni silanolové skupiny situované na povrchu oxidu kiemicitého, které jsou
chemicky modifikované, a to hydrofobni alkyl- nebo aryl- funk¢ni skupinou. Retence
organickych analyti z polarnich roztokii je déna pfedevSim piitazlivymi silami mezi C-H
vazbami analytu a funk¢énimi skupinami na povrchu oxidu kfemicitého; jedna se o van der
Waalsovy sily. K eluci analytu z adsorbentu je zapotiebi nepolarni rozpoustédlo, které narusi
sily poutajici analyt se sorbentem. Kazdy modifikovany oxid kiemiCity obsahuje urcité
procento nezreagovanych silanolovych skupin, které zpusobuji tzv. sekunddrni interakce.
Tyto interakce mohou byt uzite¢né pii extrakci aretenci vysoce polarnich analytd nebo
kontaminantd; mohou je vSak také nenavratné zadrzovat [25].

o g
anae Si-OH + CI-?i-CmHH 2 WAARAN Si-D-SIi-CwHH"' HCI
CH, CH,

Obrazek ¢. T: Priprava chemicky vazané Cig staciondrni faze na silikagelu [25]
SPE postup pro systém s obracenymi fazemi
1. Kondicionace

Sorbent musi byt pred nanasenim vzorku podroben vhodné aktivaci, kterd posléze zajisti
kvantitativni zachyt analytu. Ke kondicionaci je nejéastéji pouzivano organické rozpoustédlo,
S vodou dobie misitelné. Ve vétSin€ piipadu je pouzivan methanol, ktery je vice polarni nez
sorbent, avSak méné polarni nez voda. Vazané faze sorbentu se zacnou otevirat a jsou
ptipraveny k interakci s analytem (obr. ¢.8: B). K dosazeni maximalni aktivace sorbentu
(obr. €. 8: C) je zapotiebi pouziti méné polarniho rozpoustédla, jakymi jsou acetonitril,
piipadné tetrahydrofuran [25;28].

Prvni aktivaéni ¢inidlo je potom nasledovano roztokem, ktery je svymi vlastnostmi (pH,
polarita) podobny vlastnostem matrice vzorku. Pro vodné roztoky je pouzivana deionizovana
voda s upravenym nebo neupravenym pH nebo roztok pufru. Sorbent béhem kondicionace
ananaSeni vzorku nesmi vyschnout, jelikoZ by dochéazelo ke ztrat€ sorpCnich vlastnosti
[25;28].
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Obrazek ¢. 8: Priibéh aktivace vazanych fazi sorbentu: A) inaktivovany sorbent, B) cdstecna aktivace,
C) plnad aktivace [28]

2. Naneseni viorku

Objem nanaseného vzorku muze byt znan€ rozdilny, ato v zavislosti na jeho pouziti pro
konkrétni aplikace; rozpéti je pomérné velké, od pl az do jednotek litru. Priitokové rychlosti
by nem¢ly piekrocit 5 ml/min (mohou se lisit od typu sorbentu a velikosti kolonek) [25;29].

3. Promyti

Slouzi k odstranéni nezadoucich slozek, které by mohly néasledné zptsobovat interference pii
vlastni analyze. Pouzivaji se rozpoustédla s mensi elucni silou, nez kterd jsou potfebnd pro
eluci analytu. Pfikladem mize byt deionizovana voda, pfipadné roztoky malého mnozstvi
methanolu v deionizované vodé (bézné 1-5 hm. % methanolu). U slab&ji zadrzovanych
analytl lze tento krok pteskocit. Dale nasleduje suSeni kolonky od zbytkd matrice vzorku
pomoci proudu dusiku nebo vzduchu [25;30;31].

4. Eluce

Pro tyto ucely je vyuzivano malé mnozstvi vhodného elu¢niho ¢inidla, napt. acetonitrilu nebo
methanolu. Eluce se nejcastéji provadi ve vice krocich, pticemz se vzdy aplikuje alikvotni
mnozstvi eluéniho ¢inidla, napt. 2x500 pl (mnozstvi elu¢niho ¢inidla se odviji od pouzitého
typu sorbentu a ptedevsim od jeho hmotnosti) [25;29].
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Obrazek ¢. 9: Jednotlivé kroky pri SPE [25]
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2.5.3. Kapalinova chromatografie

Jedna se o separacni techniku, kterd vyuziva déleni slozek mezi dvé faze, z nichz jedna je
stacionarni a druha mobilni; v ptipadé kapalinové chromatografie je mobilni fazi kapalina.
Stacionarni fazi zde tvoii bud’ tuha latka nebo kapalina ukotvend na tuhém nosici, ktera je
umisténa v chromatografické kolon¢ v podobé sorbentu. Mobilni faze pak timto sorbentem
protéka a jeji prutok je regulovan pomoci Cerpadla. Pti déleni latek dochézi k opakovanému
ustalovani rovnovahy mezi stacionarni a mobilni fazi. Distribu¢ni konstanta pak popisuje
distribuci slozek mezi tyto dvé faze. Cim vétsi je hodnota Kp pro danou latku, tim del§i dobu
dochazi k setrvani této latky ve staciondrni fazi. Na zaklad¢ rozdilnych Kp separovanych latek
potom dochazi k jejich déleni. Dalsi faktor, krom¢& vlastnosti sorbentu, ovliviiujici zdrzeni
latek ve staciondrni fazi, je slozeni mobilni faze. Pti tzv. isokratické eluci je slozeni mobilni
faze po cely Cas analyzy stejné, a proto je tato technika vhodna pro latky, které¢ maji podobné
chemické vlastnosti, napf. Kp. Dal$§i moznosti je eluce gradientova, pii které dochazi
Vv pribéhu analyzy ke zmén¢ slozeni mobilni faze a to ve prospéch silnéjsiho elu¢niho €inidla.
Tato technika se uplatiiuje v ptipadech, kdy maji separované latky rozdilné vlastnosti; v tomto
ptipadé volba gradientové eluce snizuje celkovy ¢as analyzy [32;33].

Z literatury je také znama kapalinova chromatografie v plosném uspofadani, mezi které patii
napf. papirova chromatografie nebo tenkovrstva chromatografie [32;33].

Pouzivané stacionarni faze v kapalinové chromatografii jsou obdobné jako v SPE
(viz. tabulka ¢. 3). Material kolon byva z nerezové oceli, ktera je vysoce antikorozivni. Také
mize byt pouzito specialni tvrzené sklo (pouze do 20 MPa), které je ulozeno v kovovém
pouzdie. Pro separaci penicilinovych antibiotik je vyuZivan systém s obracenymi fdzemi. Jako
sorbent se nejcastéji uplatiuje silikagel chemicky modifikovany oktadecylem [33].

2.5.4. UHPLC

V ultra-vysokouc¢inné kapalinové chromatografii je pro zvySeni G¢innosti separace vyuzivano
¢astic mensich jak 2 pm. Pouziti takto malych castic vSak vyvola nartst zpétného tlaku
systému, coz nutné znamena pouziti vykonné¢jSich Cerpadel, kterd dokazi vyvinout tlaky az
nad 100 MPa. Pouzivané stacionarni faze musi témto vysokym tlaklim rovnéz odolat. Hlavni

vyhodou této techniky v porovnani s HPLC je vyrazné sniZzeni doby analyzy, v nékterych
piipadech az 0 90 % [33].

Tabulka ¢. 4: Porovnani typickych rozmérii kolon a tlakii pro HPLC a UHPLC [32;33]

HPLC UHPLC
rozméry éastic 3-10 um 1,5-2,1 um
délka kolony 100-300 mm 50-150 mm
vnitini primér 34,6 mm 2,1 mm
maximalni tlak 60 MPa 130 MPa
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Kapalinovy chromatograf se sklada ze zasobniku mobilni faze, odkud je kapalina vedena ptes
odplynovaci jednotku, nejcastéji vakuovou, do vysokotlakého ¢erpadla. SméSova¢ mobilnich
fazi mize byt zarazen jak pred vstupem do Cerpadla, tak také za Cerpadlem ve vysokotlaké
casti, kde dochazi k mensimu zpozdéni gradientu, nez by tomu bylo v nizkotlaké Casti. Na
cerpadla jsou v HPLC 1 UHPLC kladeny velké naroky. Znamena to, ze musi zajistovat
dokonale bezpulsni tok a kromé toho musi zvladat vysoké tlaky, pfi kterych se pii aplikaci
téchto technik pracuje. Pro tyto ucely se nejcastéji pouzivaji pistova Cerpadla, konkrétné
dvoupistova ¢erpadla zapojena do série. Dale mobilni faze postupuje pies inline filtr mobilni
faze do zafizeni pro davkovani vzorku, ktera jsou v dne$ni dob¢ nejcastéji feSena vV podobé
autosamplert. Dale prochazi mobilni faze pies ochrannou piedkolonu, poté pokracuje spolu
s extraktem izolovanym ze vzorku do chromatografické kolony. Kolona je v pfimém spojeni
s detektorem, ve kterém dochazi k pfenosu urcitych vlastnosti analytu na signal, ktery je
prostiednictvim softwaru ChemStation pienaSen do pocitace [33].

| Zéna nizkého tlaku

Zasobnik " | Zéna vysokého tlaku

mobilni faze

z 13
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{l —

Inline filtr

Cerpadlo

Kolona —= =

—

4 " Regulitor |
"~ zpétného 7T
tlaku

Zapisovaé

Detektor

Obrazek ¢. 10: Schéma kapalinového chromatografu [34]
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2.5.5. Detektory v UHPLC/HPLC

Detektory zaznamendavaji rozdily v signalu mezi prichodem mobilni faze a mobilni faze
obsahujici analyt. Detektor by mél v idealnim piipadé¢ umoziovat detekci vSech typu latek,
koncentraci, mél by mit vysokou citlivost a nizkou uroven Sumu a nemél by byt citlivy ke
zménam tlaku, pritoku mobilni faze a teploty. Takovy detektor ovSem v praxi neexistuje,
jednotlivé pouzivané typy detektort se témto podminkam jen blizi [32;33].

2.5.5.1. Spektrofotometrické UV/IVIS detektory

Tento typ detektorti je v dnesni dobé hojné vyuzivan diky své univerzalnosti; podminkou
pouziti je schopnost latek absorbovat zafeni v rozsahu 190-800 nm. Rozeznavame Ctyfi
zakladni typy téchto detektorti, a to podle vinové délky pouzité k metfeni. Jedna se o detektory
S fixni vinovou délkou, S ménitelnou vinovou délkou (vinové délky jsou piedem dané),
S programovatelnou vinovou délkou (vinova délka je ménitelnd béhem analyzy, pii zastaveni
prutoku mobilni fize mozno sejmout celé spektrum); ctvrtym typem jsou detektory
S diodovym polem, které snimaji celé spektrum v redlném case bez preruseni pritoku mobilni
faze [32;33].

Detektory s diodovym polem

Zateni ze zdroje je po pruchodu mérnou celou spektralné rozkladano holografickou mftizkou,
na kazdou z fotodiod pak dopada zafivy tok o uréité vinové délce zeslabeny absorpci v cele
detektoru. Kazda fotodioda je spojena s kondenzatorem, ktery je pfedem nabity na urcitou
hodnotu; fotoelektricky proud vznikajici po dopadu zafeni na fotodiodu vybije kondenzator
umérné velikosti intenzity dopadajiciho zarivého toku. V dalsi fazi se kondenzator dobije
améii se proud spotiebovany na dobiti, jehoz velikost se pro kazdou fotodiodu uklada do
paméti fidiciho pocitace. Sekvence vybijeni a nabijeni je velmi rychle opakovana, pohybuje
se viadech 10 ms. Spektralni rozliSeni je dano poctem fotodiod na poli. Tento pocet se
pohybuje od 512 do 1024 diod [32;33].

Wolframova zarovka

Prutokova cela Diodove pole

detektoru

Deuteriova
vybojka

Konkavni

Opticka Stérbina holograficka
miizka

Obrdzek ¢. 11: Schéma detektoru s diodovym polem [35]
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2.5.5.2. Fluorescencni detektory

Jedna se o velice selektivni a citlivé detektory pro latky schopné fluorescence. Jsou zalozeny
na principu fluorescence a méfeni sekundarniho, emisniho zafeni, které latka vyda po
absorpci primarniho, excitatniho elektromagnetického zafeni. Fotondsobi¢ pak registruje
emitované zareni, které na n¢j dopadd; ten pak poskytuje proud imérny toku emitované¢ho
fluorescencniho zafeni a koncentraci analyzované latky v cele detektoru. Fotondsobi¢ musi
byt chranén pred dopadem excitatniho zafeni, a proto je umistén kolmo na jeho zdroj.
Zdrojem zateni byvaji rtutové vybojky a interferencéni filtry, které zajistuji monochromatické
zéateni. LepSi varianty pfistrojii obsahuji xenonové vybojky a monochromatory, které
umoziuji vybér vinové délky excita¢niho i emitovaného zatreni [32;33].

2.5.5.3. Hmotnostné spektrometrickd detekce

Jedna se o spojené instrumentalni techniky poskytujici udaje z chromatogramu a spektralni
udaje dulezité pro identitu latky. Vedle spektrofotometrické detekce maji v kapalinové
chromatografii druhé nejvétsi vyuziti. V prvnim kroku dochazi k ionizaci analytu, potom
k rozdéleni iontl podle poméru hmotnosti anaboje m/z ajejich urychleni v analyzatoru.
Poslednim krokem je detekce iontd azesileni signalu v detektoru. Veskera data véetné
chromatogramu jsou pfevedena do pocitace, kde jsou pomoci Vhodného softwaru zpracovana.
Nejpouzivangj§imi  ionizacnimi technikami pouzivanymi ve spojeni S kapalinovou
chromatografii jsou ionizace elektrosprejem (ESI), ionizace za atmosférického tlaku (APCI)
a fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI). Realizace spojeni kapalinové chromatografie
a hmotnostni spektrometrie byl diive zna¢ny problém, jednalo se hlavné o nekompatibilitu
pouzivanych HPLC rozpoustédel, vysoky pritok mobilni faze a predev$im rozdilné podminky
separace, protoze MS detekce vyzaduje vysoké vakuum. Vzhledem k dnes pouzivanym
ioniza¢nim technikam (ESI, APCI, APPI) jiz toto spojeni nepiedstavuje Zadné problémy. Jako
analyzatory jsou nejéasté&ji pouzivané: kvadrupdl, iontova past nebo pruletovy analyzator
(TOF). Detektorem byva nejcastéji elektronovy nasobic [33;36].

Mezi dalsi, ovSem méné pouzivané detektory v HPLC/UHPLC, patii elektrochemické
detektory, refraktometrické detektory, vodivostni detektory a také chemiluminiscencni
detektory [33].

24



3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Pristroje a pomiicky
Analytické vahy HR-120-EC, a & D Instruments Ltd.
Ptistroj pro ptipravu milli-Q vody Millipore QGARD, Academic
Kapalinovy chromatograf Agilent 1290 Infinity LC
e Detektor UV/VIS-DAD s diodovym polem: zdroj svétla deuteriova (UV) lampa,
1024 fotodiod, vlnovy rozsah 190-640 nm, programovatelna Siika Stérbiny 1-8 mm
e Kolona ZORBAX eclipse Plus — C18, velikost 2,1 x 50 mm, velikost ¢astic 1,8 um
Ptistroj pro suSeni pod dusikem Evaterm, LABICOM s. r. 0.
SPE extraktor se suSicim modulem SUPELCO a vakuova pumpa KNF LAB LABOPORT
SPE kolonky:
e Bakerbond 500 mg, 3 mi
e Oasis HLB 200 mg, 6 mi
e Supelclean™ ENVI — 18 500 mg, 6 ml

e Filtry se sklenénymi vlakny NM GF 1, praimér 55 mm, Macherey-Nagel, Némecko
e Nylon 66, 0,45 pm, pramér 47 mm, SUPELCO, USA
e LUT Syringe Filter PTFE, 0,45 um, primér 13 mm, LABICOM s. r. 0.
e CRONUS Syringe Filter Nylon, 0,2 um, praimér 4 mm, LABICOM s. r. 0.
Bézné laboratorni sklo a pomtcky

3.2. Pouzivany software pro zpracovani dat

MS Excel 2007
MS Word 2007
ChemStation for LC & LC/MS Systems, ver. 32.1, Agilent, USA

3.3. Pouzivané chemikalie a standardy

3.3.1. Chemikalie

Acetonitril - CHROMASOLV® grad. grade, for HPLC > 99,9 %, Sigma Aldrich
Kyselina mravenéi —> 98 %, Sigma Aldrich

Methanol — HPLC grad. grade , J. T. Baker

Kyselina trifluoroctova — CHROMASOLV® for HPLC > 99,0 %, Sigma Aldrich
Kyselina chlorovodikova — 35 % p. a., Penta

3.3.2. Inertni plyn
Dusik — 4,7 Siad Czech spol. s. r. 0.

3.3.3. Standardy
Penicillin V potassium salt, ¢istota 98,7 %, Fluka, Sigma - Aldrich, GmbH

3.4. Sledovana matrice
Odpadni voda odebrané z velkokapacitni COV Brno — Modfice, piitok a odtok.
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3.5. Sledované anality

3.5.1. Penicilin V (fenoxymethylpenicilin)

C16H17KN2058

Kalium-(2S,5R,6R)-6-(phenoxyacetamido)-3,3-dimethyl-7-oxo-4-thia-1-
azabicyclo[3.2.0]heptan-2-karboxylat

M;: 388,50

Bily mikrokrystalicky prasek, velmi snadno rozpustny ve vodé¢, tézce rozpustny
v 95% ethanolu a nerozpustny v chloroformu [22].

3.6. Postup stanoveni

3.6.1. Odbéry vzorku

V pribéhu 5 dnt byly odebirany smésné slévané 24 hodinové vzorky z pfitoku a odtoku
odpadni vody na COV Brno — Modfice. Odbéry byly provadény ve dnech 22.4. az
26. 4. 2014. Vzorky byly pfelity do tmavych sklenénych vzorkovnic o objemu 1 | a do doby
zahajeni analyzy byly skladovany pii teploté 4 °C. Analyza vzorkt probéhla nejpozdéji do
24 hodin od jejich odbéru.

Obrazek ¢. 12: Letecky pohled na velkokapacitni cistirnu odpadnich vod Brno — Modrice [37]
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3.6.2. Uprava vzorku pied izolaci sledovaného analytu

Pted vlastni SPE extrakei bylo nutné odstranit ze vzorku suspendované pevné castice. Pro
ptitok byla nejprve provedena filtrace pifes papirovy filtr a nasledné filtrace pies sklenéné
filtry. U odpadni vody odebrané na odtoku byla filtrace provedena pouze pies sklenéné filtry.

3.6.3. Izolace sledovaného analytu

Pro izolaci analytu z matrice odpadni vody byla provedena extrakce na tuhou fazi (SPE). Pro
extrakci byly pouzity kolonky Bakerbond.

Optimalizovany SPE postup pro kolonky Bakerbond:

kondicionace: 3 ml methanolu

3 ml milli-Q vody
naneseni vzorku: 250 ml
suseni: proudem vzduchu 10 minut
eluce: 2x1 ml methanolu
suseni: pod dusikem
rozpusténi: 1 ml methanolu

Po rozpusténi odparku v methanolu bylo nutné pied vlastni analyzou na UHPLC roztok
prefiltrovat, a to nejprve pres filtry o velikosti porti 0,45 um a nasledné pies filtry o velikosti
p6ra 0,2 pm.

Obrdzek ¢ 13: SPE extrakce
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Obrazek ¢. 13: Suseni pod dusikem

3.6.4. Identifikace a kvantifikace analytu

Pro identifikaci a kvantifikaci penicilinu V byla aplikovana kapalinova chromatografie. Byla
provedena ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie s UV/VIS-DAD detekcei na piistroji
Agilent 1290 Infinity LC. Analyt byl separovdn na kolon¢ ZORBAX eclipse Plus —C18
0 rozmérech 2,1 x 50 mm a velikosti ¢astic 1,8 um. Kvantifikace analytu probéhla metodou
kalibra¢ni kfivky.

3.6.5. Chromatografické podminky

mobilni faze: A: 0,01% roztok kyseliny trifluoroctové v milli-Q vodé
B: 0,01% roztok kyseliny trifluoroctové v acetonitrilu

nastfik: 1l

pratok mobilni faze: 0,3 ml/min

eluce: izokraticka o slozeni A:B 60:40

teplota kolony: 15°C

vlnova délka detekce: 195 nm

délka analyzy: 6 min (+ 1 min promyvani)

Ptipravené mobilni faze byly vzdy pted pouzitim prefiltrovany ptes nylonové filtry o velikosti
p6rt 0,45 um.
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Obrdzek ¢. 14: Kapalinovy chromatograf Agilent 1290 Infinity LC

Protoze je v ramci stopové analyzy nezbytné pracovat v souladu s dobrou laboratorni praxi,
bylo provedeno ovéfeni celého metodického postupu i jednotlivych rozpoustédel, zda nejsou
zdrojem sekundarni kontaminace. Vysledky tohoto ovéfeni prokazaly, Ze pracovni prostfedi
ani pouzita rozpoustédla a chemikalie nejsou zdrojem sekundarni kontaminace.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1. Optimalizace chromatografickych podminek

Cilem bakalarské prace, ktera byla zaméfena na stanoveni penicilinu V, byla optimalizace
metody. Penicilin V byl izolovan z matrice odpadni vody.

Prvnim dualezitym krokem optimalizace byl vybér vhodné mobilni faze; nasledné byl
proveden vybér optimalni vinové délky pro izokratickou eluci a nakonec byla optimalizovana
kompletni izolace analytu pomoci SPE.

4.1.1. Vybér vhodné mobilni faze
Byly ovétovany dva typy mobilnich fazi, které jsou specifikovany v tabulce €. 5:

Tabulka ¢. 5: Pouzité mobilni faze

A B
0,005 M HCOOH ACN
0,01 % TFA 0,01 % TFA v ACN

Jako nejvhodnégjsi byla zvolena mobilni faze slozend z 0,01 % TFA a 0,01 % TFA v ACN.
Pokud byla pouzita tato mobilni faze, bylo docileno velmi dobré odezvy detektoru a piky na
chromatogramu byly symetrické.

Ukéazka chromatogrami ziskanych pii rizné volbé slozek mobilni faze je prezentovana na
obrazcich ¢. 16-18. Pro chromatogram znazornény na obrazku ¢. 16 byla mobilni faze slozena
2 0,005 M HCOOH a ACN (pomér 55/45 A/B).

Obrazek ¢. 17 ptedstavuje chromatogram ziskany v piipade, kdy byla pouzita tato mobilni
faze: 0,01 % TFA a0,01% TFA v ACN (pomér 55/45 A/B). Na dals§im obrazku ¢. 18 je
znazornén chromatogram, kdy byla pouZita shodnd mobilni faze jako v pfedchozim ptipade,
tj. 0,01% TFA a0,01 % TFA v ACN, avsak slozeni mobilni faze bylo zménéno na 60/40
A/B; rovnéz byla upravena teplota kolony, ato z 20 °C na 15 °C. Tyto dv€ zmény mély za
nasledek posunuti reten¢niho ¢asu analytu. Jako optimalni byl, a to vzhledem k provedenym
experimenttim, stanoven prutok MF 0,3 ml/min, s nastiikem vzorku 1 pl.

Ackoliv byla snaha posunout retencni Cas jeSté dale, nebylo mozné tento dalSi posun
uskutec¢nit. Dlvody byly nésledujici: v ptipadé obou mobilnich fazi dochéazelo s dalSim
zvySovanim poméru slozky A k rozmyvani elu¢ni zony analytu a k frontovani piku. Rovnéz
dalsi sniZeni teploty kolony nepfispélo kladné k pozdéjsi eluci penicilinu V.
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Obrdzek ¢. 16: Chromatogram modelového vzorku penicilinu V, pouzita MF 0,005 M HCOOH a ACN
(pomér 55/45 A/B)
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Obrazek ¢. 17: Chromatogram modelového vzorku penicilinu V, pouzita mobilni faze 0,01 % TFA
a 0,01 % TFA Vv ACN (pomeér 55/45 A/B)
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Obrdzek ¢. 18: Chromatogram penicilinu V pri optimdlnich podminkdach: MF sloZend z 0,01 % TFA
a0,01% TFA vVACN (pomér 60/40 A/B), teplota kolony 15 °C, pritok MF 0,3 ml/min a objem
nastriku 1 pl

4.1.2. Vybér vinové délky detekce

Bylo sniméno spektrum penicilinu V, a to v rozsahu vinovych délek 190-400 nm. Teprve
potom byla vybrana vinova délka, pti které byla odezva detektoru na analyt nejvyssi. Pro
penicilin V byla proto zvolena vinova délka 195 nm.
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Obrazek ¢. 19: Absorpcni UV spektrum penicilinu V
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Obrazek ¢. 20: 3D absorpcni UV spektrum penicilinu V
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4.2. Optimalizace SPE extrakce

Za ucelem dosazeni co nejlepsich vysledki byla provedena optimalizace SPE extrakce. Pro
tyto ucely bylo ovéfeno nékolik postupl této izolacni metody s vyuzitim riznych SPE
kolonek. Modelové vzorky vody o objemu 100 ml obsahovaly vzdy 0,2 mg penicilinu V.
Vytéznosti jednotlivych metod a pouzitych kolonek byly zjistovany pomoci kalibracni
ktivky.

4.2.1. Kalibraéni krivka

Pro zjisténi koncentraci, atim i vytéznosti SPE metody, byla sestrojena kalibra¢ni kiivka
zavislosti plochy pikli na koncentraci. Vhodnym rozpoustédlem pro penicilin V byl zvolen
methanol.

3500 T
3000 +
2500 +
= i
&£ 2000 |
= i y = 14651x + 55,935
= R2=0,9998
£ 1500 -
(=7
1000 +
500 +
0 [ 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
koncentrace [mg/ml]

Obrazek ¢. 21: Kalibracni kFivka penicilinu V

4.2.2. Ovérované SPE postupy

Byly ovétovany celkem t#i typy SPE kolonek, ato Oasis HLB 200 mg, Supelclean™
ENVI™-18 SPE 500 mg a Bakerbond 500 mg. Na kolonkach Oasis HLB a Supelclean™
ENVI™-18 SPE byl aplikovan vypracovany postup ¢. 1 a postup &. 2.

Postup €. 1:

kondicionace: 2 ml methanolu
3 ml acetonitrilu
5 ml milli-Q vody
naneseni vzorku: 100 ml vody s obsahem 0,2 mg penicilinu V

suseni: vzduchem 10 minut
eluce: 6 ml acetonitrilu
odpareni: pod dusikem
rozpusténi: 1 ml methanolu
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Postup ¢. 2:

kondicionace:

naneseni vzorku:
promyti:

suseni:

eluce:

odpareni:
rozpusténi:

3 ml methanolu

3ml 0,5 M HCI

3 ml milli-Q vody

100 ml vody s obsahem 0,2 mg penicilinu V
3 ml milli-Q vody

vzduchem 10 minut

2 ml methanolu

pod dusikem

1 ml methanolu

Tabulka ¢. 6: Vytéznosti pro kolonky Supelclean a Oasis pri aplikaci postupu ¢. 1 @ postupu ¢. 2

Supelclean™ ENVI™-18 SPE 500 mg Oasis HLB 200 mg
Postup ¢. 1 Postup ¢. 1
Pavodni Vysledna . Pavodni Vysledna .
Vytéznost Vytéznost
koncentrace | koncentrace %] koncentrace | koncentrace [%6]
[mg/mi] [mg/ml] 0 [mg/mi] [mg/mi] 0
0,200 0,0165 8,23 0,200 0,0707 17,68
0,200 0,0184 9,22 0,200 0,0840 21,00
0,200 0,0007 0,33 0,200 0,0756 18,91
Postup €. 2 Postup ¢. 2
0,200 0,0273 13,67 0,200 0,0653 32,63
0,200 0,0011 0,57 0,200 0,0627 31,29
0,200 0,0004 0,19 0,200 0,0620 31,00

ProtoZe obé testované kolonky vykazovaly u postupu €. 1 nizké vytéznosti, nebyl tento postup

hodnocen jako vhodny pro sledovany analyt aproto nebyl jiz dale ové&fovan a zkouSen.

Kolonky Oasis HLB vykazovaly nejvétsi vytéznosti u postupu €. 2, a proto byly doporuceny

jako vhodné pro dalsi analyzy.

U postupu €. 2 byl déle sledovan vliv promyvani na ztrdtu zachyceného analytu. Bylo
zjisténo, ze vytéznosti analytu bez promyvaciho kroku byly vétsi nez s aplikaci tohoto kroku.

Na zakladég téchto oveéfovacich analyz musela byt promyvaci faze vynechéna.

Postup ¢. 2 byl potom dale modifikovan na postup ¢. 3 a pomoci tohoto postupu byla potom
opét ovéfovana vhodnost pouziti kolonky Oasis HLB ataké nové kolonky Bakerbond

500 mg.
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Postup ¢. 3:

3 ml methanolu
3 ml milli-Q vody
100 ml vody s obsahem 0,2 mg penicilinu V

kondicionace:

naneseni vzorku:

suSeni: vzduchem 10 minut
eluce: 2x1 ml methanolu
odpareni: pod dusikem
rozpusténi: 1 ml methanolu

Tabulka ¢. 6: Vyteznosti pro kolonky Oasis a Bakerbond pri aplikaci postupu ¢. 3

Oasis HLB 200 mg Bakerbond 500 mg
Postup €. 3 Postup €. 3
Pavodni Vysledna . Pavodni Vysledna .
Vytéznost Vytéznost
koncentrace | koncentrace %] koncentrace | koncentrace (%]
[mg/ml] [mg/ml] [mg/ml] [mg/ml]
0,200 0,1589 79,45 0,200 0,1754 87,68
0,200 0,1542 77,11 0,200 0,1603 80,16
0,200 0,1437 71,82 0,200 0,1717 85,86
0,200 0,1405 70,26 0,200 0,1675 83,77
0,200 0,1301 65,04 0,200 0,1646 82,31
0,200 0,1536 76,78 0,200 0,1707 85,36
0,200 0,1533 76,64 0,200 0,1711 85,57

Protoze vytéznosti u kolonek Bakerbond 500 mg byly nejvétsi, byly tyto kolonky
vyhodnoceny jako nejvhodné&jsi pro analyzu penicilinu V.

Pro tyto kolonky byla nasledné¢ vypocétena smérodatna odchylka S v MS Excel funkci
SMODCH. Relativni smérodatnd odchylka S; byla vypoctena podle vzorce:

s _ 100-S S ... smérodatna odchylka [mg/ml]
r c C... primérna koncentrace [mg/ml]

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

Tabulka ¢. 7: Vytéznost a zdakladni statistické parametry SPE metody pro penicilin V

primérna koncentrace 0,1688 mg/ml
primérna vytéZnost 84,39 %
smérodatna odchylka 0,0044 mg/ml
relativni smérodatna odchylka | 2,58 %

rozptyl 2,5238 - 10”° mg/ml
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4.3. Realné vzorky

Optimalizovand metoda prezentovana jako postup €. 3 byla nasledné pouzita také pro analyzu
realnych vzorkli odpadni vody. Realné vzorky odpadni vody byly odebrany ve dnech
22.4. az 26.4. 2014 na piitoku a na odtoku na COV Brno — Modfice. Vzhledem k nizkym
koncentracim sledovaného analytu v odpadni vodé musela byt pouzita také metoda vnitiniho
standardu. Rovnéz byla vypocétena mez detekce a mez stanovitelnosti podle nasledujicich

vztahll. Vybér rovnic pro vypocet meze detekce a meze stanovitelnosti vychazel z literatury
IUPAC [38].

Byla stanovena mez detekce (LOD) dle vztahu:

¢ ... koncentrace analytu
C . . .
LOD =3- IN S ... signal, vyska piku pfi koncentraci ¢

N ... vyska Sumu

Dale byla stanovena mez stanovitelnosti (LOQ) dle vztahu:

¢ ... koncentrace analytu
c . . )
LOQ=10- IN S ... signdl, vyska piku pfi koncentraci c

N ... vyska Sumu

Vypoctena mez detekce méla hodnotu 0,647 0 pg/l a mez stanovitelnosti 2,156 7 pg/l.

Tabulka ¢. 8 obsahuje naméfené hodnoty koncentraci penicilinu V, zjisténé v odpadnich
vodach z COV Brno — Modfice. Kazdy vzorek na pfitoku i na odtoku byl méfen paralelné,
ato dvakrat. Hodnoty prezentované v tabulce piedstavuji pramér ze dvou paralelnich
stanoveni. Penicilin V byl v odpadni vodé odebrané na piitoku COV detekovan kazdy den, na
odtoku vsak nebyl penicilin V detekovan vibec. Zjisténé hodnoty prokazané na piitoku se
v primérnych hodnotach pohybovaly v rozmezi 2,5251 az 3,6496 pg/l. Pouze v ttery, dne
23. 4., se koncentrace nachazely pod mezi detekce a kvantifikace. Tato odchylka mohla byt
zplisobena také tim, Ze ten den byly vétsi destové srazky nad celym nasavacim uzemim COV,
coz mohlo znamenat, ze na COV pfitékal vétsi objem &istsi vody.

Tabulka ¢. 8: Koncentrace penicilinu V zjisténé v odpadni vodeé

pritok odtok
c1 [pg/l] Co[ng/l]  Cpram [pg/l] | ci[pg/l] Ca [ng/l]
224. | 37679 3,4523 3,6101 ND ND
23.4, LOQ LOQ LOQ ND ND
244. | 35115 3,7876 3,6496 ND ND
25.4. 2,3476 3,3734 2,8605 ND ND
26.4. 2,4265 2,6237 2,5251 ND ND
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5. ZAVER

Cilem této bakalatské prace bylo stanoveni penicilinovych antibiotik v odpadnich vodach. Pro
tyto uCely musela byt vypracovana a nasledné optimalizovana metoda umoznujici stanoveni
stopovych koncentraci. Pro izolaci analytu z matrice byla pouzita extrakce SPE, jako rozhodc¢i
metoda byla pouzita ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie ve spojeni s detekci
UV/VIS detektorem s diodovym polem (UHPLC-UV/VIS-DAD). Vybranym penicilinovym
antibiotikem byl penicilin V, ktery je v dnesni dobé ¢asto predepisovanym lé¢ivem.

Metoda byla optimalizovana pomoci uméle kontaminovanych vzorkt vod a potom byla
provedena analyza realnych vzorki odpadnich vod.

Analyt byl separovan na kolon¢ ZORBAX eclipse Plus — C18 0 rozmérech 2,1 X 50 mm
a velikosti castic 1,8 um. Na zdkladé provedenych experimentli byly vybrany vhodné
chromatografické podminky pro separaci penicilinu V. Pro izolaci analytu z matrice byla
zvolena izokraticka eluce o sloZeni mobilni faze: 60 % 0,01% TFA v milli-Q vod¢ a 40 %
0,01% TFA v ACN. Optimalizovany prutok MF byl 0,3 ml/min, nastfik vzorku byl 1 pl,
termostat, kde byla umisténa kolona, byl nastaven na teplotu 15 °C. Optimalni vilnova délka
pro spektrofotometrickou detekci byla 195 nm. Tyto podminky umoznily provést rozhodci
analyzu za 6 minut.

Jako vhodnd metoda pro izolaci analytu z odpadni vody byla ovéfovana extrakce tuhou fazi
(SPE). Pro tyto ucely byly vybrany tfi druhy SPE kolonek, na kterych byly nésledné
vyzkouSeny rizné preanalytické postupy. NejlepsSich vysledkt bylo dosazeno v ptipadé, kdy
byly pouzity kolonky Bakerbond Cig, na kterych byl postup dale optimalizovan; vytéznosti
extrakce penicilinu V z odpadni vody dosahovaly v priméru 84,39 %. Pro pfislusnou metodu
byly stanoveny meze detekce a meze kvantifikace.

V pribéhu péti dnt, tj ve dnech 22. 4. az 26. 4. 2014, byly odebirany vzorky odpadni vody
z COV Brno — Modtice (pfitok, odtok). V téchto redlnych vzorcich odpadnich vod bylo
provedeno stanoveni penicilinu V. Toto antibiotikum bylo detekovano pouze na piitoku
do COV, a to ve viech vzorcich odebranych v téchto dnech. Stanovené hodnoty koncentraci
se pohybovaly v jednotkach ug/l. Tato prokazana skute¢nost potvrzuje nas predpoklad, Ze
peniciliny nepatii mezi stabilni latky a proto v pribéhu procesu ¢isténi odpadni vody dochazi
k jejich snadné eliminaci. Divodem je pravdépodobné to, Ze dochazi k hydrolyze nestabilniho
B-laktamového kruhu.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK a SYMBOLU

6-APA kyselina 6-aminopenicilanova

ACN acetonitril

APCI ionizace za atmosférického tlaku
APPI fotoionizace za atmosférického tlaku
BSKs biologicka spotieba kysliku za 5 dni
CNS centralni nervova soustava

cov Cistirna odpadnich vod

DAD detektor s diodovym polem

DCC dicyklohexylkarbodiimid

DNA deoxyribonukleova kyselina

ESI ionizace elektrosprejem

GIT gastrointestinalni trakt

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie
LC kapalinova chromatografie

LLE extrakce kapalina/kapalina

LOD limit detekce

LOQ limit kvantifikace

MF mobilni faze

MRNA mediatorova ribonukleova kyselina
MS hmotnostni spektrometrie

NL nerozpusténé latky

ND nedetekovano

PEN G penicilin G

PENV penicilin V

RNA ribonukleova kyselina

SPE extrakce tuhou fazi

TFA trifluoroctova kyselina

TOF analyzator doby letu

UHPLC ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie
uv ultrafialové zareni

WWTP wastewater treatment plant (Cistirna odpadnich vod)
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