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ABSTRAKT

Diplomova prace je zaméfena na stanoveni makrolidovych antibiotik v pitnych vodach
metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie. Z hlediska vybéru antibiotik se jedna
0 erythromycin a clarithromycin, které se v soucasné dob¢ fadi mezi Casto piedepisované
lIéky. Pro zakoncentrovani a piecisténi vybranych analyzovanych slozek z redlnych vzorka
pitnych vod byla vybrana metoda extrakce tuhou fazi (SPE) na kolonkach Oasis HLB.
Optimalizace a konecnd analyza vzorkii byla provadéna na vysokoucinném kapalinovém
chromatografu s hmotnostné spektrometrickou detekci (HPLC-MS). Vybrana metoda byla
pouzita pro stanoveni vybranych makrolidi v redlnych vzorcich pitnych vod odebiranych
ze dvou zdrojb, z jimaciho zatizeni Litovel a Cernovir Olomouc.

ABSTRACT

The aim of the diploma thesis is the determination of macrolide antibiotics in drinking water
by using of high performance liquid chromatography. Erythromycin and clarithromycin were
selected such as representative macrolides due to frequently prescribed pharmaceuticals
in this time. Solid phase extraction (SPE) by using of Oasis HLB cartridges was applied for
pre-concentration and purification of chosen analytes in real samples of drinking water.
Optimalization of method and analysis were performed by using of high performance liquid
chromatography with mass spectrometry detection (HPLC-MS). The suitable method was
selected for determination of macrolides in real samples taken from two sources of drinking
water, the interception of water in Litovel and Cernovir Olomouc.

KLICOVA SLOVA

makrolidovd  antibiotika, = vysokou¢innd  kapalinovd  chromatografie, = hmotnostné
spektrometricka detekce, extrakce pevnou fazi, pitna voda

KEYWORDS

macrolide antibiotics, high performance liquid chromatography, mass spectrometry detection,
solid phase extraction, drinking water
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1 UVOD

Od 90. let minulého stoleti se stale vice objevuji v zivotnim prostiedi polutanty typu
biologicky aktivnich latek, které se pouzivaji predevSim vV humanni a veterinarni medicing.
Jedna se o 1éCiva, kterd se v zavislosti na své biodegradabilité¢ vyskytuji v odpadnich,
povrchovych, podzemnich, ale také v pitnych vodach. Jedna se svym zplisobem o kolob&h
latky v zivotnim prostiedi, ovSem tento cyklus neni ve vét§in€ smérti pohledu pro lidstvo
I ptirodu prospésny.

Vstup téchto latek do Zivotniho prostedi probiha pievazné formou splaskovych vod, kam se
dostavaji spoleéné s moéi a tuhymi fekaliemi. Cisténi odpadnich vod je zavislé piedeviim
na biologické rozlozitelnosti a na lipofilité 1é¢iv, coz hraje velmi dualezitou roli u sorpéni
schopnosti Cistirenského kalu. Velice Casto vSak nedochazi k jejich dostatecnému odstranéni
z matrice, coz ma za nasledek to, ze vy¢isténa odpadni voda se spolu s polutanty typu rezidui
1éciv §iti dale do Zivotniho prostfedi, zejména do vodniho ekosystému. V disledku toho
dochazi ke kontaminaci povrchovych vod, piidy a organismil zde Zijicich, coz miize mit vliv
i na piipadnou distribuci 1é¢iv do podzemnich zdroji pitné vody. V piipadé zemédélské
produkce je zapotiebi brat v avahu také znecisténi chlévské mrvy a hnoje od lécenych zvirtat.
Na kontaminaci se mohou vyrazné podilet také metabolity 1éCiv, a proto je tieba rozliSovat,
zda se v ramci ¢isténi odpadnich vod jedna o aerobni nebo anaerobni rozklad. Nejvétsi zdroj
odpadni vody kontaminované 1é¢ivy piedstavuji nemocnice a zdravotnicka zatizeni.

Mezi nejvice pouzivana léc¢iva patii antibiotika, kterym je vénovéna stale veét$i pozornost.
Jako zlomovy pro jejich Sifeni je oznacovan rok 1928, kdy objev penicilinu a jeho nasledné
roz$ifeni v praxi, a to predev§im ve 40. letech 20. stoleti, mély za nasledek obrovsky narast
spotieby téchto latek. Mnoho antibiotik je velice Casto 1ékati pfedepisovano zbyte¢né, pouze
z divodu prevence, ¢imz se organismus vuc¢i nim stava rezistentnim. Na tento problém
reaguje farmaceuticky vyzkum vyvojem novych typta lé€iv. V posledni dobé dochazi
k vyraznému rozmachu pouzivani zejména Sirokospektralnich antibiotik, které jsou
aplikovany pro velmi rozsdhlou oblast infekci, Casto jeSt€¢ pfed tim, neZ je u pacienta
provedena typizace vzhledem k ur¢itému mikroorganismu. Mezi tato specificka antibiotika
patii makrolidy.

ProtoZe v poslednich letech neustale stoupa spotieba antibiotik, je nutné pro tyto ucely vyvijet
dokonalejSi analytické techniky a optimalizovat takové analytické postupy, které budou
schopné detekovat velice nizka mnozstvi téchto analytii obsazenych v matricich. Pro jejich
izolaci z matrice a zakoncentrovani se pouziva metoda SPE (solid phase extraction = extrakce
tuhou fazi). Pro findlni stanoveni antibiotik se vedle plynové chromatografie (a to pievazné
po derivatizaci) pouziva piedevSim vysokou¢inna nebo ultravysokotc¢inna kapalinova
chromatografie sriznymi typy detekce. Mezi pouzivané typy patii spektrofotometricka
detekce v diodovém poli (DAD), fluorimetricky detektor (FLD) s vysokou citlivosti, spojeni
S hmotnostnim spektrometrem (MS), ptipadné také méné€ zndmé a pouzivané elektrochemické
detekce.

Cilem této diplomové prace bude stanoveni makrolidovych antibiotik ve vzorcich pitné vody.
Tomuto stanoveni bude pifechazet zjiSténi optimalnich podminek stanoveni a ovéfeni
pouzitého analytického postupu na modelovych vzorcich vody. Jako finalni metoda pro tato
stanoveni bude pouzita technika vysokoucinné kapalinové chromatografie s hmotnostni
detekci HPLC-MS.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Léciva a 1é¢ivé pripravky

Obecné lze tici, ze 1é¢iva jsou obrovskou skupinou chemickych latek, jejichz produkce vede
k vytvaieni 1éka s obsahem 1é¢ivych latek. Kromé u¢inné latky, ktera hraje nejdulezitéjsi roli
V jejich uzivani, se pouzivaji i dopliikové (pomocné) latky, které nejen zlepsSuji vlastnosti
kone¢ného produktu, ale rovnéZz uréitym zpusobem dodavaji kone¢nému léku konsistenci,
»tvar apod. [1,2].

2.1.1 Charakteristika lécivych latek

Existuje mnoho definic 1é¢ivych latek; jedna z nich oznacuje tyto latky jako produkty, které se
aplikuji z divodu moznosti modifikace nebo zkoumani patologickych stavi a fyziologickych
zmén. Pochopitelné by mély byt tyto latky uzivany ve prospéch ¢loveka a jakéhokoliv jiného
organismu [1].

Lécive latky a zachdzeni s nimi upravuje pravni predpis, Zakon €. 378/2007 Sb., o 1é¢ivech
a o zménach nékterych souvisejicich zdkona (zdkon o léCivech), zavadi ptislusné predpisy
Evropské unie (EU) a spravuje:

a) vyzkum, vyrobu, pfipravu, distribuci, kontrolu a odstranovani lécivych piipravki
a lécivych latek,

b) registraci, poregistratni sledovani, predepisovani a vydej léCivych piipravki, prodej
vyhrazenych l1é¢ivych ptipravki a poskytovani informaci,

C) mezinarodni spolupraci pfi zajistovani ochrany vefejného zdravi a vytvareni jednotného
trhu 1écivych ptipravki EU,

d) vedeni dokumentace o tkonech uvedenych v bod¢ a) a b).

Spojmy léCivé piipravky se setkdvame v Zakoné o léfivech 378/2007 Sb., Vv ¢asti
prvni-1é¢iva. Piipravek definuje zékon jako:

a) latka nebo kombinace latek prezentovana s tim, Ze ma lécebné nebo preventivni vlastnosti
Vv ptipadé€ onemocnéni lidi nebo zvifat,

b) latka nebo kombinace latek, kterou lze pouZit u lidi nebo podat lidem, nebo pouZit u zvitat
¢i podat zvifatiim, a to bud’ za G¢elem obnovy, upravy nebo ovlivnéni fyziologickych funkci
prostiednictvim farmakologického, imunologického nebo metabolického ucinku, piipadné
za ucelem stanoveni 1ékai'ské diagnozy [3].

Latkou se rozumi 1€¢iva latka, kterd je soucasti 1é¢ivého ptipravku, poptipad€ zplisobuje jeho
ucinek. Zakon oznacuje pojmem latka také pomocné latky, které jsou v ptipravku pouzity
Vv ur¢itém mnozstvi bez vlastniho 1é€ebného Uc¢inku. Ty umoziiuji nebo mohou usnadnovat
vyrobu ptipravku nebo jeho podavani, ptipadné néjakym zplsobem piiznivé ovliviiuji
farmakokinetické vlastnosti samotnych Iécivych latek obsazenych v piipravcich [1,3].

Nekteré dulezité informace o ruznych latkach a 1éCivech je mozné najit v 1ékopisech
(=pharmacopoea), které podavaji idaje o chemickych a generickych nazvech 1é¢ivych latek,
a lze zde najit i maximalni ptistupné davky, a to nejéasteji pro denni pouziti. Je nutné neustale
dohliZet na spravné pouzivani u¢innych, bezpecnych 1é¢iv, kvalitnich latek na jejich ptipravu
a vyrobu, na vé€rohodnost vyzkumu tykajici se této oblasti apod. Tuto tlohu plni Statni ustav
pro kontrolu 1é¢iv (SUKL) [4].



2.1.2 Klasifikace 1é¢iv

Rozdé&leni 1é¢iv je uvadéno v ruznych knihach a publikacich a jsou zde definovany dilezité

typy nazvu, kterymi jsou:

e Chemicky nazev uvadi cistou latku jako chemické individuum, napi. magnesium

oxidum (oxid hotecnaty).
e [ékopisny nazev je psan latinsky a vyznamem odpovidéd generickému nazvu.

e Genericky nazev je mezindrodné uznavané oznaceni 1éciva, které se tvoii na zakladé
urcitych zdsad a ma jednotnou terminologii v identifikaci latky. Generické nazvy je

mozné pievést do jazyka dané zemé.

e Mezinarodné nechranéné nazvy (INN) se v nyn¢js$i dob¢€ nejcasteji uzivaji pti oznaceni

nazvu latek v informacich o daném léku.

e Obchodni nazvy jsou chranéné a mohou se vyskytovat Vv jakémkoliv tvaru,

napft. panadol [5].

Vétsina 1é¢iv a léCivych pripravkl se nejcastéji uvadi podle jejich generického nazvu
V narodnim jazyce.

Podle svétové zdravotnické organizace je mozno 1éCiva klasifikovat mnoha dalSimi zptisoby.
Jednim znich je tzv. ATC Kklasifikace, mezinirodni systém d¢leni léciv, na kterém
spolupracuje centrum Svétové zdravotnické organizace pro metodologii statistiky 1é¢iv,
World Health Organization Collaborating Centre for Drug Statistics Methodology. Rozdéleni
1é¢iv podle této kvalifikace je zalozeno na skupinach, podle G¢inkd pfedev§sim na organy
a soustavy, ptipadné podle plsobeni a struktury z farmakologického hlediska. Na zakladé
toho byva léCivym latkdm piifazen sedmimistni kéd. Danému tfidéni odpovida pét urovni,
z toho ta prvni, vyjadiena pismenem a délena do 15-ti skupin udava, na kterou anatomickou

soustavu 1ék ptisobi (viz Obr. 1) [6,7,8].
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Obr. ¢. 1: Klasifikace ATC podle prvni urovné [6]




Dalsi turoven se vyjadiuje dvouciselnym kdédem, ktery znaci hlavni terapeutickou skupinu.
Terapeuticko-farmakologickou a chemicko-terapeutickou podskupinu charakterizuji pismena
tieti a Ctvrté urovné. Posledni dvé ¢isla urcuji danou ucinnou latku nebo jejich kombinaci.
Napf. 1€k mecilinam lze najit pod ATC kédem JO1CA11 [6,8].

2.1.3 Lék a organismus

Pti studiu pasobeni 1é¢iva na organismus je nutné znat jeho uc¢inek, abychom byli schopni
urCit vztah mezi strukturou a biologickou aktivitou. Osud 1é¢ivé latky v organismu je ziejmy
z obr. 2. Cely proces interakce je souctem nékolika dil¢ich kroki. Cesta latky je zahajena
farmaceutickou ¢asti, pokracuje farmakokinetickou a kon¢i farmakodynamickou fazi [1].
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Obr. ¢. 2: Cesta léciva organismem [9]

Farmaceutickd faze zahajuje proces uvolnéni u¢inné latky z Iéku. Samoziejmé je podstatné,
0 jakou formu Iéku se jedna a jak je podavana. V piipadé tabletek, tobolek, tj. latek pevné
konzistence, dochazi k uvolnéni latky U¢inné latky pomoci disperze a Vv idedlnim piipadé
dojde kjejimu rozpusténi. Pokud je 1ék v tekuté podobé€, podavan napt. formou injekce,
farmaceuticka faze je ¢asteCné potlacena, avSak pokud je aktivni latka pouze dispergovana,
tato faze probiha klasicky s cilem aktivni substanci rozpustit.

ji nékolik podstatnych dil¢ich krokl. V literatufe jsou casti faze uvadény pod zkratkou
ADME, coz oznacuje Etyfi déje, tj. adsorpci, distribuci, metabolismus a eliminaci. Tti ¢asti,
ADE, se podileji na transportu latky v organismu a posledni d¢j, tj. metabolismus, zajistuje
jeji pfemény do té doby, neZ dosahne mista ucinku. Podrobnéji budou tyto déje probrany
Vv nasledujicich kapitolach.

Ve farmakodynamické fazi, ktera nastane po dosaZeni cilového bodu Uc¢inku lékové aktivni
substance, dochézi k piisobenim slozitého mechanismu. Probihd reakce mezi biologickym
systémem a ucinnou latku léCiva. Cely proces je zavisly na interakci mezi aktivni latkou
a receptorem a naslednou stimulaci biologického efektu. S receptorem tizce souvisi efektory,
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k jejichz aktivaci dochazi po obsazeni receptoru a které plni ulohu pienosu signalu a jeho
pfeménu na ptislusnou odezvu [9].

2.1.3.1 Transport léc¢iva biologickym systémem

Pohyb latek na vétsi vzdalenosti zajisStuje pfedevSsim krevni obéh. V tomto piipadé je
podminkou, aby transportované latky byly rozpustné ve vodé nebo mély schopnost vazat se
na bilkoviny obsazené v krevni plazmé. Do kone¢nych struktur se ucinnd latka dostava

procesem difize a musi byt schopna zaroven piekonat nékolik pfekazek bunééné membrany
(viz Obr. 3) [9,10].

vazba integralni
bilkoviny pomoci
. vazaného lipidu
SaCh|afldY / vazba integralni
bilkoviny pomoci
/ / yp

% : hydrofobni ¢asti
MIMOBUNECNY

PROSTOR I Y . Roscad Faosanarasiaaaas
PP DD IIPII ISP IAPPIFIIT I I II Tu,),)'"
SN WIS IIIIIISIIIIIIIIIIIIIId. ,.'n.u'y
: THE LR -

CYTOSOL

. \_ transportni
\ N kanal - integralni
integralni

vazba periferni bilkovina

protain vazba periferni bilkoviny
bilkoviny prostfednictvim  elektrostatickymi
bilkoviny integralni interakcemi

Obr. ¢. 3: Struktura biologické membrany [11]

Membrana je dynamicka a molekuly v ni se mohou neustale pfemist'ovat; nejcastéjsi presun je
aktivni nebo pasivni transport. Pfi pasivnim pohybu dochézi k diftzi z vy$si koncentrace
do nizsi, tim padem tato reakce nevyzaduje energii. Dulezitou tlohu pfi tomto procesu hraje
lipofilita latky. Plati, ze ¢im je lipofilita vétsi, tim je pfekonani membrany rychlejsi.
Pro ur¢eni miry lipofility se pouziva rozdélovaciho koeficientu v systému voda a oktan-1-ol.
Pro 1é¢iva se hodnota pH, pro které je systém méten, uvadi okolo 7, coz odpovida pH krevni
plazmy. Aktivni transport mize probihat proti koncentra¢nimu spadu, proto je nutné procesu
dodat energii, kterd se ziska St€épenim adenosintrifosfatu (ATP), aby mohlo dojit k pfenosu
ucinné latky pies specializované membranové struktury (iontové kanalky a specidlni nosice
pro transport vétSich molekul). Aktivni pohyb 1é¢iv nebyva velmi Castym, je ale typicky
pro 1écCiva zaloZzena na iontovych sloucenindch, ktera se aplikuji napt. pii 1écbé psychoz.
Existuji nékteré dal§i typy transportu pfes bunécné membrany. Pifi pohybu
makromolekularnich latek nebo uvoliovani neurotransmiterd hraje dulezitou roli funkce
exocytozy a endocytozy [9].
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2.1.3.2 Absorpce a distribuce lécCiva

D¢j absorpce zajistuje pohyb uéinné latky z mista jejiho podani do krevniho ob&hu; probiha
piedevsim volnou difuzi a nejvice zavisi na lipofilité a na stupni disociace.

Z hlediska zptsobu podani 1éku, které v zaklad¢ délime na enteralni (pies travici trubici),
parenteralni (mimo travici trubici) a topické (lokalni pouziti, povrch organismu), je nejcastéjsi
peroralni, coz je forma enterdlni aplikace. Jedna se o jednoduchy, celkem bezpe¢ny a rychly
zpusob, ktery v8ak muze mit fadu nevyhod. Jelikoz dochazi k uvoliiovani 1éku v oblastech
zaludku a stfeva, mize se zde projevit negativni vliv pisobeni zalude¢nich §tav, drazdéni
gastrointestinalniho traktu, pfipadné Céastecné ztraty ucinné latky pii prachodu latky jatry.
Eliminovat tyto nepfijemné jevy je mozné pomoci vhodného slozeni 1éku, které zajisti
uvolnéni Iéku az ve stfevé. Sublingvalni podéni je zaloZeno na rozpousSténi Iéciva
pod jazykem s velmi rychlym ucinkem uvolnéni ucinné latky a s eliminaci vySe zminénych
negativnich vlivl. Rektalni pouziti neboli aplikace 1éku kone¢nikem ma obdobné vyhody jako
ptredchazejici [9,12].

V piipadé parenteralni aplikace 1éku se miizeme nejcastéji setkat s injek¢éni formou podani.
Dalsim typem podani léku je pomoci infuze, kterd se od injekce 1isi vétSim mnozstvim
roztoku a del$i dobou absorpce. Na zakladé¢ mista vstupu ucinné latky do organismu
rozliSujeme intravenodzni (nitrozilni), subkutanni (podkozni) a intramuskularni (nitrosvalové)
podani. Pfi intravenozni aplikaci je absorpce léku prakticky eliminovana, jelikoZz dochézi
k okamzitému ptechodu 1é¢ivé latky do krevniho fecisté. Jinak je tomu pfi intramuskularnim
a subkutannim podani, kde hraje hlavni roli absorpce; dulezity je také vliv
fyzikalné-chemickych vlastnosti 1é¢ivého ptipravku. Mezi parentdlni formy se fadi
i implantaty, které zarucuji postupné uvoliovan G¢inné latky.

Utinné latky v piipadé topického podani 1ékové formy (masti, krémy, gely, zasypy atd.) se
vstiebavaji v misté aplikace nebo V jeji blizkosti, avSak i u tohoto zpusobu vétsSinou dochazi
k transportu latky do nitra organismu [9].

Pfi posuzovani vyuzitelnosti daného 1éku se mizeme setkat s pojmem biologicka dostupnost
1é¢iva. Jeho definice je vyjadiena jako pomér mezi ucinnou latkou v systémovém pohybu
k celkovému mnozstvi 1é¢ivé latky v organismu. Vyjadiuje se hodnotou AUC, ktera je dana
integraci vztahu mezi koncentraci 1éku v systémové cirkulaci a daného ¢asu [9,13].

2.1.3.3 Biotransformace léCiv a jejich vyluCovani

Plsobeni enzymovych reakci na 1é¢iva v organismu vede K jejich pfeménam. Tyto procesy
oznacujeme jako biotransformace nebo metabolismus, jejichz hlavnim cilem je tvorba latek
Iépe rozpustnych ve vod¢, které by mohly byt nasledné vylouceny z organismu (exkrece).
Pti biotransformaci dochazi ke vzniku metaboliti se siln€jSim (aktivace) nebo slabSim
ucinkem (detoxikace, inaktivace). Ve vyjimecnych piipadech nemusi dojit k pfeméné ucinné
latky, napf. u sladidla sacharin. Biotransformace je dvoufazovy proces. V prvnim stupni
dochazi k pteméné xenobiotika na metabolity, jejichz polarita, ktera je vySs$i nez plvodni
latky, zajiStuje lepSi rozpousténi v télnich tekutinach. Druhd faze zahrnuje reakce, které
vedou ke vzniku konjugatu rozpustného ve vod¢ a vylucitelného moci, stolici nebo
potem [12].
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V této fazi je hlavnim procesem eliminace latky v organismu, ktera se oznacuje jako clearance
CL:
CL=k,V,;
1)

kde k, znaci konstantu eliminace a V; je distribu¢ni objem.

Samotny vyznam clearance je vztazen na objem, nejCastéji krevni plazmy, ktery je zbaven
dané latky za jednotku Casu. Eliminace latky se v nékteré literatuie uvadi také ve vyznamu
polocasu eliminace nebo také biologického polocasu [9,12].

Pro ukéazku je na obr. ¢. 4 uvedena zavislost koncentrace latky obsazené v krvi na case.
Kiivky se lis$i podle zplsobu podani. V pfipad¢ intravendézniho podani lze urcit, Ze
koncentrace zavisi jen na rychlosti eliminace a absorpce je okamzitd. U peroralniho podani

uréuje koncentraci pomér mezi rychlosti absorpce a distribuci 1éku k biotransformaci
a eliminaci.

1001

koncentrace/%

—
1 Il
(=]

0 5 10
—  {ash
Obr. ¢ 4: Graf zavislosti koncentrace latky obsazené v krvi na case (koncentrace je udana v %
vychoziho stavu). (a) jednordzové intravendzni podani,; (b) a (c) jednordzové perordlni podani) [14]

2.1.3.4 Klinickad farmakokinetika

Samotné slovo kinetika v sobé skryva vyznam rychlosti. V tomto sméru je tento pojem
vztazen navyrovnani rychlosti ddvek a eliminace lé€ivé latky. Optimalizace davkovani
daného léCiva je proto hlavnim ukolem klinické farmakologie. Dlivodem je piedevSim
dosazeni nutné koncentrace Iéku v nejkrat$im Case a jeji stalost v organismu. Tim padem je
uspésnd 1écba zalozena na udrZeni vysSiho mnozstvi, nez je minimalni efektivni koncentrace
MEK, ale nizsiho nez odpovida toxické davce [1,9].
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Obr. ¢. 5: Typicky pribéh koncentrace léciva v krvi na case pri opakovaném poddni [15]

U dlouhodobych terapii se dava prednost predevsim lékiim s prodlouzenou dobou uc¢inku
nebo piipravkiam, které se postupné uvolfiuji z matrice. Protazeni intervalu mezi jednotlivymi
davkami se vyuziva u starsich lidi z davodu jejich mozného zapomenuti pti pouzivani 1€ka.
V piipadé vhodnych matric se aplikuji nejcastéji specialni naplasti nebo implantaty [9].

2.2 Antibiotika

Antibakterialni 1¢ky (ATB), antibiotika nebo také chemoterapeutika patii do rozsahlé skupiny
1é¢iv, které slouzi k zamezeni rustu a mnozeni bakterii a nasledné i k jejich likvidaci, tzn., ze
pusobi bakteriostaticky i baktericidné [2,16].

V literatufe se miZeme setkat s riiznymi typy rozdéleni antibiotik. Podle star§iho zpisobu
byla antibakteridlni 1éCiva rozdélena na antibiotika, uméle syntetizované latky, pfirodni
produkty mikroorganismli a chemoterapeutika. V dneSni dob& se uz spiSe aplikuje novéjsi
rozdéleni, které bude podrobnéji rozebrano v dalsi kapitole, protoze se antibiotika jiz
pfipravuji predevsim semisynteticky nebo ¢isté uméle [2].

2.2.1 Rozvoj a déleni antibiotik

Jiz v 19. stoleti vznikl nazor na skodlivé piisobeni mikroorganismu na organismy. Prvni, kdo
se timto problémem z hlediska onemocnéni ¢lovéka podrobnéji zabyval, byl Louis Pasteur.
Pti dal$im pozorovani vlivu bakterii v lidské moci a stolici se posunul ve vyzkumu Robert
Koch, ktery na zékladé¢ porovnani cloveéka a zvifete zjistil velkou podobnost Vv plsobeni
bakterii na tyto dva organismy. Mezi dal$i objevitele patii také Paul Vuillemin, od kterého
pochazi pojem ,,antibiosa®, ktera oznacuje hubeni zivoc¢isnych tvort produkty organismu [16].
Za dulezity a v 1€kafstvi velice vyznamny posun je povazovan objev penicilinu, kdy Alexandr
Fleming v roce 1886 pozoroval zabranéni rastu kolonii bakterii pomoci plisné Penicillium
notatum; odtud pochazi nazev tohoto antibiotika. Studiem a ptfedev§im umoznénim
praktického pouzivani penicilinu se zabyvali vé€dci Florey a Chain, ktefi se zaslouzili o 1écbu
az vroce 1940, kdy se jim podafilo UspéSn¢ latku separovat a stabilizovat v potiebném
mnozstvi. Prvni primyslova vyroba byla zapocata az v roce 1943 v Americe a Anglii [16,17].
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Rozvoj ve vyzkumu antibiotik stale pokracoval; mezi dal$i antimikrobni 1éky uvedené v brzké
dobé na trh byly streptomycin, gramicidin, z prvnich zastupct Sirokospektralnich antibiotik
byly uvedeny na trh chloramfenikol a cefalosporiny. V 30. letech byly jako prvni uméle
syntetizovany sulfonamidy. V dne$ni dob&é se spiSe setkdme s derivaty piavodnich
antibiotik [17].

Antibiotika tvofi rozsahlou skupinu a jsou déleny na podle svych vlastnosti a struktury
do n¢kolika skupin [12,13,19]:

a) Podle uéinku:
e Baktericidni — zahubeni bakterie
e Bakteriostatické — zamezeni rozmnozovani bakterii

b) Podle rozsahu ptisobeni:
e Sirokospektralni
o Uzkospektralni

c) Podle mechanismu
e Inhibice proteosyntézy
Inhibice tvorby bunééné stény
Antimikrobni latky poskozujici cytoplazmatickou membranu
Inhibice syntézy kyseliny tetrahydrolistové
Inhibice tvorby nukleovych kyselin

d) Podle chemické struktury

e Peniciliny e polypeptidy

e Sulfoamidy e glycylcykliny

e Cefalosporiny e makrolidy

e Imidazoly e ansamyciny

e [-laktamova antibiotika e pyrimidiny

e chinoliny e linkosamidy

e amfenikoly e aminoglykosidy

e tetracykliny e lokalni a ostatni
e nitrofurany antibiotika

2.2.2 Mechanismus jejich ptusobeni

Jak jiz bylo v ptredchazejici kapitole naznaceno, mechanismus ucinku antibiotik na bakterie
mize probihat né€kolika zpusoby, které se v§ak mohou navzajem i prolinat. Jedna se o procesy
inhibice proteosyntézy, bunééné stény, kyseliny tetrahydrolistové, tvorby nukleovych kyselin
nebo dokonce k poskozeni cytoplazmatické membrany. Tyto pochody jsou znazornény
ilustrativné na obr. ¢. 6 [12,19].
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Obr. ¢. 6: Schéma ucinku nékterych vybranych antibiotik [20]

wrwe

antibiotiky, napf. cefalosporiny nebo peniciliny. Bunécna sténa je u bakteriii tvofena
mureinovou vrstvou s dekapeptidem kyseliny N-acetylmuranové, znéhoz po odstépeni
D-alaninového zbytku se polypeptid napoji na vedlejsi glykopeptid. V tomto ptipadé zde
antibiotikum interaguje s transpeptidazou a proces spojeni glykopeptidi je narusen.
V kone¢né¢ fazi mize dojit klyze (smrti) bunky. K tomuto jevu dochazi pouze
u grampozitivnich bakterii, u gramnegativnich bakterii je mureinova vrstva pokryta
fosfolipidovou, ktera chrani bakterie pfed hydrofilnimi antibiotiky [10].

Divodem inhibice cytoplazmatické membrany zapfticinuji napf. imidazoly, které zptsobi
zvySeni jeji permeability a nasledny unik nizkomolekularnich latek do prostiedi vedoucti
ke smrti bunky.

Sulfoamidy jsou Castymi inhibitory kyseliny tetrahydrolistové, kterd je podstatnd pti tvorbé
nukleovych kyselin. Principem tohoto poSkozeni je vliv antibiotika na navazani kyseliny
p-aminobenzoové, ktera je prekurzorem dihydrolistové kyseliny, a tim zastaveni syntézy
tetrahydrolistové kyseliny.

Poskozeni proteosyntézy navazdnim na ribozom mohou zptsobovat makrolidové antibiotika,
tetracykliny, linkosamidy nebo amfenikoly. Plsobeni téchto antibiotik je bakteriostatické
a baktericidni. Konkrétné dochazi ke spojeni G¢inné latky s 50S podjednotkou ribozomu,
jehoz soucasti jsou proteiny a rRNA, K poskozeni transpeptidazového dé&je, K brzkému
odtrzeni peptidovych fetézct a K zaniku bunky [10,13].

Nukleové kyseliny jsou slozité struktury, a proto jejich inhibice mulZze probihat ve tfech
castech:
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e poskozeni gyrazy zplsobené napf. chinolovymi antibiotiky brani zpétnému spojeni
dvouvlaknové DNA po replikaci, coz vede k baktericidnimu uc¢inku, tj. smrti buiiky.

e Inhibice syntézy RNA vede k poSkozeni RNA - polymerdzy zavisejici na DNA,
zpusobuji  baktericidni Uc¢inek ovliviuyjici tvorbu bakterialni RNA  (napf.
makrocyklicka latka rifampicin) [10,21].

e Navazani na bakterialni DNA ovliviiuji imidazoly, které se shromazd'uji v bakteriich,
piijimaji elektrony a tim padem dochazi k redukci nitroskupiny, syntézy DNA
komplexu a destrukci vlaken [10,18,21].

2.2.3 Rezistence organismu na antibiotika

Jeden z hlavnich problému lidstva v soucasné dobé je vznik adaptace a vyvoj odolnosti
mikrobi na antibiotika. Lze proto fici, Ze zddna antimikrobni substance neptisobi jen
pozitivné, kazda v sobé nese minimalni riziko a moznosti vyvoje rezistence [22].

Typy bakteridlni rezistence Ize dé€lit na primarni a sekundarni. Primérni odolnost je pfirozena,
coz znamena, ze bakterie nereaguje na dané antibiotikum. Sekundarni neboli ziskana
rezistence vznikd nasledkem dlouhodobé necilené terapie a Spatné profylaxe (nespravna
aplikace ATB, nepodstatné pouziti antibiotik, slabé davky nebo nedodrzeni doby uzivani
davky) [23].

Rezistence bakterii k antibiotikim je mozné rozdé¢lit na zakladé¢ riznych mechanismu.
Nasledné jsou uvedeny ty nejzékladnéjsi; ve vétSing piipadi se mize velice Casto jednat také
0 jejich kombinace:

e NaruSeni nebo zmodifikovani struktury antimikrobnich latek (napf. makrolidi nebo
aminoglykosidi) zpisobené nadmérnou tvorbou bakteridlnich enzymi,

e Zmena bakteridlni stény, kterda mize sméfovat ke sniZzeni jeji permeability
(napf. U chinolinll) a  ovlivnéni  cilovych  mist  plsobeni  antibiotik
(napf. u B-laktamovych antibiotik),

e ZvySeni intenzity vyluCovani antibiotik z bun€k bakterii a s tim souvisejici 1 zména
bakteridlniho metabolismu (napf. u tetracyklind a sulfonamidi),

e Zména cilového mista a jeho struktury pro piisobeni antibiotik, kterd miZe byt
zpusobena zménou gent subjednotek DNA gyrazy nebo cilového proteinu, pfipadné
zménou bilkoviny ribozomu [18,23].

Z hlediska bakterii je dllezité brat zietel zejména na jejich rychlé mnozeni a pocitat
I S moznosti vzniku mutace, ktera se stava odolnou proti pusobicim antibiotikim. V tom
pfipadé se tato zménéna (zmutovand) bakterie se stava zdrojem dalSich rezistentnich bakterii
diky rozmnozovani [24].

Prestoze se organismu, ale predevsim lékafiim tento vyvoj nelibi, jedna se vSak 0 princip
revoluce. Mnozstvi antibiotik v Zivotnim prostiedi neustale roste, coz vede k pfirozenému
jevu, budovani rezistence bakterii. Témito jevy se zabyvali a také predpovédéli védci,
zejména Darwin a Ehrlich [18,24].

Existuje n€kolik pravidel pti pouzivani 1éCiv, aby se co nejvice zabranilo vzniku rezistence
bakterii. Je dulezité vyuzit pfedepsanou davku celou v uréenych davkach, aby doslo
k iplnému usmrceni bakterii a zabranéni vzniku jejich rezistence. Pokud vSak pacient
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nedodrzuje davkovani nebo naopak uziva antibiotikum zbytecné dlouho, buduje snadnou
cestu pro vznik odolnosti [18,23,25].

Nejdiilezitéjsi je proto spravné uzivani antimikrobnich 1€kt a vyvarovani se ptredepisovani
1é¢iv pouze jako prevence nebo na nemoci virového pivodu [22].

2.2.4 Antibiotika a jejich vliv na Zivotni prostredi

Mnozstvi antibiotik a jejich uzivani v humdnni i veterinarni mediciné se neustile zvySuje
a predstavuji riziko pro vSechny oblasti Zivotniho prostiedi. Antibakteridlni 1éky byly
detekovany v sedimentech, v odtocich z Cistiren odpadnich vod, v kalech, v povrchovych
vodach, ale také v podzemnich a pitnych vodach. Stanovené koncentrace ATB se pohybuji
V hodnotach pg/l a ng/l. Obecné lze fici, ze takova mnozstvi jsou velice nizka, avSak
Vv ptipad¢ interakce téchto latek a zivotniho prostiedi miize zplisobovat nepfirozené zmény
arovnéz nepiiznivé ovliviiovat necilové organismy, tj. i ¢lovéka. Vyskyt antibiotik a jejich
roz§ifeni v Zivotnim prostiedi se v nynéjsi dob¢ stava problémem, ktery je nutné fesit, protoze
antibakterialni latky jsou velice stabilni, mohou se kumulovat v jednotlivych slozkach
prostiedi, piipadné¢ muze dochazet k jejich degradaci a v té horsi formé mohou vznikat vice
nebezpeéné metabolity. V dalSich podkapitolach bude podrobnéji tento proces vstupu
antibiotik rozebran [26,27,28].
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Obr. ¢. 7: Cesta léciva v Zivotnim prostiedi [28]
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2.2.4.1 Interakce antibiotik se sloZkami Zivotniho prostiedi

Nejen antibiotika, ale obecné vSechna léCiva se mohou do Zzivotniho prostfedi dostavat
z nékolika zdrojii. Nejéastéj$im kontaminantem jsou ¢istirny odpadnich vod (COV), dale
nemocni¢ni odpady, skladky, hospodaiské chovy zvifat a také pramysl [29].

Moznosti vstupu 1éCiv je vice, nejcastéji v podobé exkreci a také vypousténim a likvidaci 1¢ki
do komunalnich odpadii nebo splachovanim. Provedené studie ukazuji, ze v nékterych
ptipadech je az 90 % léCivych latek a metaboliti vylou¢eno moci, predevsim u latek 1épe
rozpustnych ve vodé, a stolici u lé€iv lipofiln€jsi povahy. Kanalizaci se tyto kontaminanty
dostavaji na Cistirnu odpadnich vod, kde ve vétSin¢ ptipadt nedochazi k jejich dikladnému
odstranéni. Légiva se sorbuji na &istirensky kal nebo odchazeji z COV beze zmény piimo
do recipientu. Odtud je kontaminace $ifena dale prostiednictvim povrchovych vod. Do pudy
se léCiva dostavaji nejCastéji z Cistirenského kalu, ktery se pouziva k hnojeni, ale také
ze zavlazovani odpadni vodou. Timto zpusobem muze dojit az ke zneciSténi podzemnich
a nasledné i pitnych vod; samoziejmé vzdy zalezi na mobilité 1éku a také na stabilité [30].
Vedle humadnni mediciny jsou velmi rizikovym kontaminantem veterinarni antibiotika, ktera
jsou ve velkych davkach pouzivana pro 1é¢bu, dezinfekci nebo pouze jako prevence
U hospodaiskych zvifat. Kejda vznikajici jako konecny produkt vyluovéni se uchovéva
Vv jamach, které mohou prosakovat, pfipadné se aplikuje jako hnojivo a takto se ptes pudu
mohou kontaminovat podzemni vody [31].

ProtoZe nejcastéjSim zdrojem kontaminace vodniho ekosystému jsou ¢istirny odpadnich vod,
jejichz G¢innost pro odstranéni antibiotik je velice nizka, je nutné tyto technologie neustale
zdokonalovat. Pfitomnost antibiotik v procesu ¢isténi odpadnich vod mtize rovnéz ovliviiovat
ulohu mikroorganismi, které jsou podstatné v biologické ¢asti Cisticiho procesu. V tomto
piipadé potom muze dochazet k ovliviiovani uc¢innosti odstranéni 1é¢iv [26,32].

Klasicky se ¢isténi odpadnich vod provadi v étyfech zakladnich krocich:

e hrubé predCisténi (pomoci Cesli, lapakil Stérku a pisku, odstranéni latek vétSich
rozmeéra, tukd,

e mechanické ¢isténi (odstranéni sedimentu na dné usazovacich nadob a plovoucich
latek na hlading),

e biologické CciSténi (vyuZivd se mikroorganismid pro odstranéni rozloZitelnych
organickych latek),

e docisténi (procesy zalozené na biologickém, chemickém, filtraénim procesu) [33,34].

Tyto klasické postupy ¢isténi vSak nepostacuji k odstranéni antibiotik z odpadni vody, a proto
voda odchézejici do recipientu neni dostate¢né vycisténa a koncentrace antibakterialnich latek
se mohou pohybovat i v koncentracich n¢kolika ng/l a pg/l. Je proto nutné volit kvalitnéjsi
anovgjsi technologie. V soucasné dobé se mnoho védcii a technologli zabyva zlepSenim
a vytvofenim novych technologickych procest, které by dokdzaly odstranit farmaceutické
latky z odpadnich vod [32,35].

Jednou z forem c¢isténi je moznost sorbovat na aktivovany kal latky podléhajici biodegradaci.
Podstatou je interakce kalu slé¢ivem na zakladé jejich fyzikalné chemickych vlastnosti,
protoze latky hydrofilni povahy se sorbuji hiife. Tento proces ovlivituje i fada jinych faktort,
jako je teplota odpadni vody, vytiZzenost Cistici linky apod.[36].

V dnesni dobé jsou jiz aplikovany kvalitni membranové procesy, které jsou schopny zarucit
lep$i odstranéni antibiotik z odpadnich vod. Patii mezi né¢ mikro- a ultrafiltrace, v lepSich
pfipadech nanofiltrace nebo reverzni osmoéza. Cim ,hust$i“ membrany se pouzivaji, tim je
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¢isténi ndkladnéjsi a vyzaduje vice energie. Dalsi moznosti odstranéni antibiotik jsou oxidacni
procesy, fotokatalyza vyuzivajici UV zafeni a zafeni z viditelné oblasti, dale ozonizace,
elektrolyza, Fentonova oxidace, pusobeni mikrovinného zafeni, plazmy nebo ultrazvuku,
pripadné ¢isténi pomoci nanocastic zeleza. V nékterych ptipadech je aplikovéana i kombinace
téch postupti ¢isténi [35,37].

2.2.4.2 Nasledky kontaminace

Antibiotika 1ze oznacit jako biologicky aktivni latky v zivotnim prostiedi, jejichz ptitomnost
mize zpuisobovat nevratné zmény. Jejich vliv na lidsky organismus a savce je obecné znam,
avSak antibakteridlni plisobeni na necilové organismy miize ovliviiovat negativné jejich
funkce. Popis tohoto procesu je velice slozity, jelikoz nejde piesné urcit, zda organismus
ptijme puvodni aplikovanou slou¢eninu nebo n&jaky metabolit [38,39,40].

V piipadé kontaminace vodniho ekosystému antibiotiky se pohybujeme v koncentracich ng/l
az pg/l. Toto mnozstvi ma na organismus vliv z hlediska chronické toxicity, coz znamena, ze
projev pritomnosti antibakterialnich 1éCiv se ukaze az po delSich Casovych usecich, kdy
napada predev§im metabolicky a reprodukéni cyklus [38]. Akutni toxicita ve spojitosti
s kontaminaci témito latkami ve vodnim prostfedi nebyla v literatute dosud popisovana.
Pfitomnost antibiotik ve vodach mize zpusobovat zmény mikrobidlnich organismu, které se
podileji na dulezitych procesech denitrifikace, nitrifikace, fixace dusiku, rozkladu
organickych latek apod. Studie potvrzuji i abnormality u ryb, pfipadné mozny zanik nékterych
populaci a problémy v reprodukci. Organismy velice citlivé na vyskyt antibiotik jsou sinice.
Plsobeni téchto latek muze ovliviiovat jejich rozmanitost. Pochopitelné je nutné upozornit
na synergicky vliv, tj. vzajemné pusobeni rezidui 1é¢iv mezi sebou, kdy muze dojit ke zméné
tim pribéhu i koneéného dusledku pusobeni. Také ve vodnim ekosystému se nachazeji
bakterie, které mohou tato rezidua negativné ovliviiovat. Tyto bakterie mohou vytvofit
zarodek pro vznik kment, které budou rezistentni na dany druh antibiotik a jejich prinik
do vodniho a nasledné do terestrického prostedi zptisobi vznik modifikovanych geni, které
budou odolné proti moznosti 1é¢it wurcité nemoci a choroby danym typem
antibiotik [41,42,43].

Lze proto konstatovat, ze makrolidova antibakterialni 1é¢iva jsou velice nebezpecna pro vodni
prostiedi [44].

2.2.5 Makrolidova antibiotika

Makrolidy patii mezi makrocyklické slou¢eniny vyznacujici se velmi podobnou chemickou
strukturou a antimikrobnimi vlastnostmi. Zakladni struktura je postavena na laktonovém
kruhu, ze kterého se potom odvozuji vSechna makrolidova antibiotika. V detailnéj$im pohledu
jsou tyto antimikrobni latky tvofeny aglykonem s 12-, 14-, 15-, 16-, 17-ti ¢lennym
laktonovym kruhem, Svazbou na hydroxylové, alkylové, ketonické nebo aldehydické
skupiny. Na tento laktonovy kruh se mohou dale pfichytit dva az tii cukerné zbytky podle
riznych konformaci. V pfipadé 12- a 16-ti ¢lenného kruhu se vyskytuje ve struktuie dvojna
vazba [45,49].

Mezi makrolidy se 14-ti ¢lennym kruhem se fadi erythromyciny A-F, dirithromycin,
flurithromycin, roxithromycin, oleandomycin a klarithromycin; 15-ti ¢lenna makrolidova
antibiotika zahrnuje pouze azithromycin, Casto oznaCovan také jako azalid. Josamycin,
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spiramycin, rokitamycin, miokamycin a midekamycin patéi mezi antimikrobni makrolidova
antibiotika s 16-ti clennym laktonovym kruhem [19,45,48].

Vedle penicilinu a streptomycinu patii makrolidy mezi nejstar§i antibiotika. Prvni
z makrolidovych antibiotik nasel praktické uplatnéni erythromycin, ktery byl poprvé izolovan
v roce 1952 ze Streptomyces erythreus (odtud také nazev antibiotika). Do péti let od objevu
erythromycinu byla stanovena jeho piesnd struktura a ndsledné se zacaly piipravovat jeho
estery, které se velmi rozSifily v praktické 1é€bé. Kromé toho byly objeveny dalsi typy
makrolidid a Vv 80. letech minulého stoleti dochazi k rozvoji makrolidovych antibiotik II.
generace. Soucasna antibiotika jsou piipravovana predevSim semisynteticky a nejnovejsi
dokonce pouze synteticky [46,49].

Mechanismus ptisobeni makrolidovych antibiotik je zaloZen na inhibici proteosyntézy
50S podjednotky bakteridlniho ribozomu. Jejich moznost vlivu na bakterie je rozsahly, nejen
grampozitivni, ale také nékteré gramnegativni mikroorganismy jsou citlivé na makrolidy.
Mezi dalsi oblast pouziti se fadi i inhibice vybranych anaerobti a pneumokoku [45].

Ve srovnani s ostatnimi typy antibiotik patii makrolidy po B — laktamovych mezi nejvice
nebezpecné z hlediska aplikace. Casto se vSak Vv piipadé alergii nasazuji i pii 16¢bé déti.
Aplikuji se jako Sirokospektralni antibiotika s bakteriostatickym plisobenim, avSak u vyssich
koncentraci pouzitych in vitro mohou pusobit i baktericidné [47,48].

2.2.5.1 Déleni antibiotik
Tabulka 1: Déleni antibiotik s uvedenymi makrolidovymi antibiotiky a jejich praktické pouziti
ve formé 1éka [18]

Skupina Nazev léciva Piiklady vvrabényvch léku
: EMU-V. Meromycin, Erythromycin-
. . . erythromycin ) .
prirozené makrolidy Ratiopharm, Erythrocin
I. generace spiramycin Rovamycine
josamycin Wilprafen
L . roxithromyein Rulid
syntetické makrolidy : : : o
II. senerace clarithromycin Klacid. Fromilid. Lekoklar
- [ . o -
dirithromycin Dynabac
azalidy azithromycin Sumamed. Zitrocin. Zithromax, Azitrox
: telithromycin Ketek
ketolidy -
cethromycin

Existuje mnoho typti déleni makrolidovych antibiotik, a to na zaklad€ jejich fyzikalné
chemickych vlastnosti, struktury, mechanismt wG¢inku apod. Podle pusobeni je muzeme
rozdelit do nékolika skupin:

e Ptirozené makrolidy I. generace

e Syntetickd makrolidova antibiotika II. generace
o Azalidy

o Ketolidy

Makrolidy I. generace jsou pfirozené¢ho pivodu. Byvaji podavany v castych vysokych
davkach, protoze jejich biologicky polocas je kratky a také se u nich vyskytuje interakce
s n¢kterymi typy léciv; II. generace syntetickych makrolidovych antibiotik se vyznacuje
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lep$imi farmakokinetickymi vlastnosti a niz§imi interakcemi mezi 1éky. Davky téchto
antibiotik jsou mensi a méné casté. OdliSnosti azalidii od ostatnich makrolidi je pomalé
uvoliiovani a biologicky rozklad. Jejich struktura je zalozena na 14-ti clenném laktonovém
kruhu s atomem dusiku. Mezi nejnovéjsi skupinu makrolidovych antibiotik patti ketolidy; tato
1é¢iva jsou stale ve fazi vyzkumu. Byla vyvinuta z diivodu vznikajici rezistence na nckteré
makrolidy jako jejich pfipadna nahrada. Struktura ketolidi vychazi z ptvodniho 14-ti
Clenného laktonového kruhu scukrem kladinézou, ktery byl nahrazen ketonovou
vazbou [45,50].

2.2.5.2 Studovana makrolidova antibiotika

Erythromycin

Pod ndzvem erythromycin se skryva smés makrolidovych antibiotik, jejichz hlavni slozkou je
erythromycin A. Tento typ antibiotik je produkovan mikroorganismem Streptomyces
erythreus.

Sumarni vzorec této chemické latky je C37He7NOus3, jeji molekulové hmotnost 733,94. Jedna
se o bily, nékdy svétle nazloutly prasek, tvofeny bezbarvymi az svétle zlutymi krystalky. Je
hygroskopicky, Spatn¢ se rozpousti ve vodé, naopak v methanolu, ethanolu a podobnych
organickych rozpoustédlech je dobfe rozpustny [51].

V zaludku se vlivem kyselého prostfedi rozkladd na vedlejsi produkty, které nemaji spravny
ucinek a zpusobuji problémy s vedlejsimi ucinky v GIT. Pisobeni tohoto antibiotika je
bakteriostatické, ¢ehoz se vyuziva pii 1é¢bé infekci dychacich cest, kiize nebo mocovych
cest [45,46].

CHs
o OH
CH

Obr. ¢. 8: Strukturni vzorec erythromycinu
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Clarithromycin

Sumarni vzorec clarithromycinu je C3sHegsNO13 a jeho molekulova hmotnost 747,97 g-mol‘l.
Jedna se o bily krystalicky prasek, rovnéz nerozpustny ve vode¢, avSak dobie rozpustny
Vv polarnich organickych rozpoustédlech, napf. v acetonu [51].

Toto makrolidové antibiotikum ma lepsi farmakokinetické a antibakteridlni vlastnosti, diky
kterym je vyrazné lépe snasen v GIT a také je vice odoln&jsi proti kyselosti zaludku nez
erythromycin. V organismu podléha metabolismu, jehoz produktem je ucinngjsi forma
produktu, 14-hydroxyclarithromycin [45].

Pouziti tohoto bakteriostatického 1é¢iva je v pfipadé onemocnéni stejné jako u erythromycinu.
Je mozné ho pouzit také u infekci zptisobenych bakterii Helicobacter pyroli [46].

o)
H,C wCHg
HO OCH;  HsC
CH
HSC\‘““ ullCH3 -~ 3
, HO
HsC7' 0 O CH,
o) OCH;
CH, CH,
5 OH
CHj

Obr. ¢. 9: Strukturni vzorec clarithromycinu

2.3 Stanoveni 1é¢iv

K analyze antibiotik izolovanych z vody je moZné pouZit nékolik instrumentalnich
analytickych technik. Mezi nejéastéji pouzivané patii vysokoucinna nebo ultra-vysokoucinna
kapalinova chromatografie (HPLC, UHPLC), plynova chromatografie (GC), piipadné
kapilarni elektroforéza (CE). Vyuziti vSech téchto technik vyzaduje vhodny tep detektord,
které zaru¢i optimalni kvalitativni a kvantitativni stanoveni sledovanych latek. Mezi hlavni
zpusoby detekce patii spektrofotometrickd detekce pomoci diodového pole (DAD),
fluorescenéni detekce ( FLD), hmotnostni spektrometrie (MS) a elektrochemické detektory
(amperometricky a coulometricky) [50,52].

Pouziti vhodnych analytickych technik pro findlni analyzu je pouze jednou fazi tohoto
stanoveni. Vlastni analyze musi ve vétSiné piipadi pfedchazet metoda izolace analyt
Z matrice, zakoncentrovani a ¢iSténi extraktu ziskaného ze vzorku. Tuto Glohu v dneSnich
technologiich zaujimaji pfedevsim extrakce pevnou fazi (solid phase extraction - SPE). Velmi
dilezitou a podstatnou ¢ast ovliviiujici celkovou analyzu a konecny vysledek je technika
vzorkovani a uprava samotného vzorku pied extrakci [53].
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2.3.1 Vzorkovani a Gprava vzorku
Vzorkovani je zalozeno na dvou zakladnich krocich:

e Spravny odbér a Uprava vzorku piimo v terénu a nasledna doprava do piislusnych
laboratofi,

e Systém vzorkovani, ktery se sklada z volby postupu, planovani a také kontroly a fizeni
jakosti procesu.

Odbér vzorku musi byt proveden spravné, aby byl kone¢ny vzorek reprezentativni a pochazel
Z dostate¢ného mnozstvi daného materidlu (sediment, voda, biologicky material). Podle
pokynl a pozadavki laboratofe provadéjici konecné stanoveni je vzorek zpracovavan (lze
pouzit napfi. filtraci, sedimentaci, suspendaci) a po odbéru je uzavien nejlépe do tmavé
sklenéné lahve (vzorkovnice) s kvalitnim uzavérem z polytetrafluorethylenu (PTFE). Tento
vzorek by mél byt umistén v chladni¢ce nastavené na teplotu 4°C. Obecné plati podminka, Ze
vzorek by mél byt zpracovan do 24 hodin od jeho odebrani [54,55].

Odbér vzorkt pitné vody se provadi ve vétSiné piipadii na misté vytoku zdroje pitné vody
ataké zalezi na tom, které analyzy budou provadény. Klasické zpisoby analyzy se déli
na chemicky, senzoricky a mikrobiologicky rozbor; ve vSech téchto ¢éstech je vzorkovani
odlisné [26].

Naproti tomu odbéry odpadnich vod jsou vice specifické, protoze se provadi na piitoku
i na odtoku vody z COV a to v pravidelnych intervalech. Vzorky je také mozné odebirat
prubézné v ramci celého procesu ¢isténi nebo piimo z kanaliza¢ni sité. Vzorkovat mizeme
manualné nebo automaticky. Ruéni odbéry jsou pouzivany predevsim u vzorkt pro stanoveni
tékavych latek, avSak automatické vzorkovani je naopak vice spolehlivé a efektivnéjsi.
RozliSujeme dva typy vzorkovani, bodové a smésné. Jak jejich nidzev napovidd, smésné
vzorky jsou odebirany po dobu 24 hodin, kazdy po jedné hoding; nakonec jsou smichany
atvori smésny, kompozitni vzorek, ze kterého muzeme Iépe stanovit primérné hodnoty
znedi$téni. Naproti tomu bodové vzorky poskytuji informace pouze pro dané misto a Cas
odbéru. Sledovani znecisténi mize rovnéz probihat po urcitou pravidelnou dobu, napt. cely
tyden, tj. 7 dni [54,56,57].

Ptestoze byvaji vzorky odebirdny z mist turbulentniho proudéni, kde se nachazi nejnizsi
koncentrace nerozpuSténych latek, je nutné vzorky vod vzdy prfed technikou extrakce
zfiltrovat. Tento proces je rozdélen do dvou fazi. Nejdiive se zbavujeme vétSich cCastic
nerozpusténych latek pies papirovy filtr s velikosti port 2,5 um, poté nasleduje CiSténi pres
membranovy filtr s rozméry pora 0,45 um [57,58].

2.3.2 Extrakce

Pied stanovenim sledovaného analytu je nezbytné provést dulezity krok, zahrnujici jeho
izolaci z matrice, precisténi a zakoncentrovani. Protoze matrice je slozka bohata na vice latek,
které mohou rusit detekci analytu, musi byt odstranény koextrahujici latky. Technika, ktera
tyto kroky zahrnuje, se nazyva extrakce. Casto se mizeme setkat s pojmem protiepavani
spojenym s extrakci. Jedna se o separacni proces, ktery je zaloZen na riizné rozpustnosti latky
v odlisnych rozpoustédlech, ¢imz dochazi k rozdéleni (distribuci) mezi dvé vzijemné
nemisitelné faze.
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Konkrétné v piipadé analyzy makrolidovych antibiotik se pouziva extrakce kapalina-kapalina
(LLE, liquid - liquid extraction), extrakce tuhou fazi (SPE), mikroextrakce tuhou fazi
(SPME-solid phase microextraction) [58,59].

2.3.2.1 LLE (extrakce kapalina — kapalina)

U tohoto typu extrakce se pouzivaji dvé nemisitelné kapaliny, které zajisti distribuci analytu
ve veétSiné pripadi z vodné faze do organické. Je podstatné, aby byla dodrzena minimalni
misitelnost fazi a bylo zaruceno zamezeni vzniku emulze na fdzovém rozhrani. Jako extrakéni
Cinidla se voli pfevazné organické rozpoustédlo nebo smési rozpoustédel. U analyzy
makrolidovych antibiotik se Casto pouziva diethylether. Tento typ extrakce je jednoduchy,
univerzalni, ale mé i fadu nevyhod. Negativni vlastnosti je nadmérna spotieba rozpoustédel
a Casta tvorba emulze na fazovém rozhrani [58,60].

2.3.2.2 SPE (extrakce tuhou fazi)

Nov¢jsi technikou Cisténi a zakoncentrovani analytu je extrakce tuhou fazi, pii které je
pouzito mensi mnozstvi organickych rozpoustédel a Iépe se zabranuje tvorbé emulzi. Je to
metoda, ktera se vyznacuje vyssi selektivitou. Neni zapotiebi volit nemisitelna rozpoustédla,
protoze K sorpci dochazi na tuhém sorbentu, u néhoz je také mozné volit velikost pora podle
velikosti separovanych molekul [60].

SPE je zaloZena na rozdé¢leni slozek analytu mezi vodnou a tuhou fazi na zakladé

v

distribucniho koeficientu. Nejsilnéjsi interakce je zajiSténa mezi analytem a sorbentem
odstrani promytim vhodnym rozpoustédlem, ve kterém je rozpustny, nebo termickou
desorpci.

Usporadani a proces extrakce 1ze rozd€lit na dva druhy:

e Statické usporadani je zaloZené na michani sorbentu s analytem a jeho néaslednym
oddélenim pomoci filtrace.

e Dynamické uspotfadani je sloZzené¢ ze sorpcni kolonky, ve které je pevné umistén
sorbent a vzorek protéka kolonkou postupné [60,61].

Proces SPE extrakce se sklada z nékolika ¢asti (viz Obr. 10):

1. Kolonka obsahujici urcity sorbent se musi kondicionovat. Provadi se to tak, ze se
smoci ur¢itym rozpoustédlem. Po této aktivaci kolonky se musi promyt roztokem,
ktery je podobny vzorku, coz zahrnuje zminénou ptfedupravu kolonky a upravu
prostfedi. Pro makrolidy se aplikuje napt. 5 ml acetonitrilu ¢i methanolu a nasledné
promyti pomoci milli Q vody.

2. Dalsi fazi je aplikace vzorku, ktery se zajist'uje stalym prutokem pomoci vodni vyveévy
(pod tlakem), odstfedivou silou pomoci odstiedivek, pfipadné pietlakem, ktery je
aplikovan pomoci cerpadla nebo jednoduchého pistu. Tok vzorku je kontrolovan
a nastaven podle danych podminek. V zavislosti na interakci mezi analytem a sorp&ni
kolonkou je analyt na zéklad€ specifického plisobeni zadrZzovan a ostatni ¢asti vzorku
prochazeji kolonkou beze zmény.

25



3. Vymyti zbyvajicich nezadoucich koextrahujicich slozek, které se zachytily
na sorbentu, se provadi vhodnym rozpoustédlem, a sledovany analyt zlstane na
sorbentu. V piipadé makrolidovych antibiotik se pouziva milli Q voda.

4. Suseni kolonky je provddéno inertnim plynem, ve vétSiné ptipadd dusikem. Tento
proces je dulezity predevSim Vtom ptipad¢, kdyz se eluéni ¢inidlo vyrazné 1isi
od promyvaciho roztoku.

5. ZavéreCnou fazi je eluce analytu ze sorp¢ni kolonky pouzitim vhodného elu¢niho
¢inidla, které zajisti vymyti (desorpci) analyzovanych slozek ze sorbentu.
U makrolidovych antibiotik se aplikuji methanol, acetonitril nebo acetat amonny

[61,63].
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Obr. ¢. 10: SPE instrumentace [64]

Kolonky pro SPE extrakci jsou bezpistové injekéni stfikaCky naplnéné sorbentem, ktery je
Z obou stran obklopen fritami. Sorbent se voli v zavislosti na stanovovaném analytu a jeho
charakteru. Nejcastéji se pouzivd modifikovany silikagel (napf. oktyl, oktadecyl, fenyl atd.),
ptipadné také polymerni, uhlikové nebo imunoafinitni sorbenty. Pro konkrétni piipady,
makrolidi se vyuzivaji kolonky Oasis HLB nebo SAX kolonky se silnym aniontovym
vyménnym typem sorbentu [63,66].

Metodu SPE je mozné zautomatizovat a spojit ji s jinou analytickou technikou piimo.
Nejcastéji se mizeme setkat s kombinaci SPE a HPLC. Vyhodou je vétsi citlivost, pfesnost,
bezpecnost a zaroven klesa spotieba rozpoustédel a sniZzuje se mozZnost ztraty analyzované
latky a moZnost kontaminace vzorku. Navic samotné zachdzeni se vzorkem se zjednodusi
na jeden nastfik a poté dochazi k SPE extrakci, jejiz produkty jsou ndsledné automaticky
vedeny k analyze pomoci kapalinové chromatografie [62,65].
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Na zéaklade¢ této techniky vznikly dalsi dvé modifikace:

e SPME je zaloZena na sorpci analytu na kiemenné mikrovlakno, které je pokryté
polydimethylsiloxanem (PDMS), kopolymery divinylbenzenu a dimethylsiloxanu
nebo polyakrylatem (PA). Pfi této metodé se pracuje bez rozpoustédel a vstup extraktu
do chromatografického zafizeni je zajiStén termickou desorpci u plynové
chromatografie a promytim mobilni fazi u kapalinové chromatografie.

e Extrakce na membranovém disku se provadi pomoci disku s vysokou hustotou
sorbentu. Diky této vlastnosti je sorpce velmi G¢inna a rychla, coz umoziuje velka
plocha sorbentu. Takto je umoznéna sorpce velkého mnozstvi analytu bez
nadbytecnych ztrat [61,63].

2.3.3 Analyza antibiotik pomoci HPLC

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (high performance liquid chromatography - HPLC)
je hojné vyuzivanou technikou pro analyzu makrolidovych antibiotik izolovanych
z pfirodnich matric. Ma nékolik piednosti v souvislosti s kvalitativnim i kvantitativnim
stanovenim vzorku, kterymi jsou vysokd citlivost ve spojitosti s rychlosti stanoveni,
minimalni spotfeba vzorku s moznosti analyzy termolabilnich latek i polarnich substanci [66].

2.3.3.1 Proces separace

Principem kapalinové chromatografie je rozdéleni slozek smési na zakladné interakci mezi
staciondrni a mobilni fazi. Na tomto procesu je zaloZena nejen kapalinova chromatografie, ale
obecné vSechny typy chromatografickych technik a v konkrétnich piipadech je podrobnéji
charakterizovana. V ptipadé HPLC dochazi k pohybu mobilni faze za pusobeni vysokého
tlaku a separace probiha podle vratnych dvoufazovych déji (mechanismi), které lze
nasledovné délit:

e Rozdélovaci (liquid — liquid chromatography LLC) je zaloZena na separaci
analyzované slozky mezi dvé nemisitelné kapalné faze.

e Adsorpéni (liquid — solid chromatography LSC) vyuziva procesu adsorpce v zavislosti
na jeho schopnosti sorpce na povrchu tuh¢ faze.

e Gelova permeaéni chromatografie (gel permeation chromatography GPC) vychazi
z principu zachyceni slozek smési vV porech gelu v zavislosti na jejich velikosti.

e Jontové vyménnd chromatografie (ion exchange chromatograph IEC) rozdé€luje ionty
na zaklad¢ jejich interakci s iontoméni¢em umisténym v koloné [62].

2.3.3.2 Zarizeni a Casti kapalinového chromatografu

Kapalinovy chromatograf se skldda z nékolika zakladnich ¢asti: zasobniky mobilni faze,
regulatory prutoku, cerpadlo, déavkovaci zafizeni, kolona, detektor. Pro jednoduché
znazornéni je jeho schéma uvedeno na obr. 11. V dalsich odstavcich budou vSechny casti
podrobnéji popsany [60,62].

Zasobniky mobilni faze byvaji doplnény odplynovacem, ktery zajisti odstranéni moznych
plynnych sloZek, které by mohly naruSovat analyzu. Mobilni faze jsou vedeny pomoci
vysokotlakého cerpadla do sméSovaciho zatizeni, kde dochazi podle naprogramovani
k michani mobilnich fazi na =zakladé¢ gradientové nebo isokratické eluce. V piipadé
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izokratické eluce se pouziva jedna mobilni faze, jejiz sloZzeni se béhem separace neméni,
pracuje se s predem piipravenou fazi. Tato technika se aplikuje u latek s podobnymi elu¢nimi
vlastnostmi. Naopak gradientova eluce je zalozena na michdni mobilnich fazi, nékdy 1 tii
typt, a to na zakladé vhodnych elu¢nich parametri analyzovanych slozek. Zaroven je mozné
koncentra¢ni poméry mobilnich fazi v pribéhu analyzy ménit [60,62].

Membranova nebo pistova Cerpadla zajistuji spravny prutok mobilni faze. Vyhodou
membranovych cerpadel je jejich oddéleni pistu, ktery obsahuje hydraulickou kapalinu,
od samotného pracovniho prostoru pomoci membrany, coz ma za nasledek mensi nebezpeci
kontaminace vzorku nebo zatizeni chromatografu touto kapalinou. Pro kvalitni analyzu se
zatazuji za sebe dvé Cerpadla, které zajistuji bezpulzni tok tak, aby faze sani a faze vytlaku
byla v rovnovaze a navazovala na sebe.

Davkovani vzorku je mozné provadét dvéma zpusoby. Pomoci injekéni stiikacky dochazi
k protrzeni pryzového septa a aplikuji se rizné objemy vzorku. Piesnéjsi a vyhodné&jsi je
pouziti obtokového davkovaciho kohoutu, ktery zajisti davkovani danych mnozstvi vzorku
0 pevné ur¢enych objemech [62].

Dalsi ¢asti kapalinového chromatografu, kde probihd jiz zmifiovana separace, je napliiova
kolona o vnitinim priméru 2 — 8 mm a délce 5 — 30 cm ve tvaru trubice z nerez oceli nebo
borosilikatového skla. Stacionadrni fize umisténa v koloné mize byt dvojiho typu. Casto je
aplikovana ptedev§im chromatografie na reverznich neboli obracenych fazich. V tomto
ptipad¢ je stacionarni faze nepolarniho charakteru, tzn., ze na silikagel, velice Casto
modifikovany napt. grafitem ¢i kopolymeru styrenu, jsou navazany funkéni skupiny-alkyly
(oktadecyly, oktyly). Mobilni fazi byvaji rozpoustédla napi. methanol, tetrahydrofuran nebo
acetonitril a jejich smési s vodou. U chromatografie na normalnich fazich se voli polarni
stacionarni faze tvorena silikagelem nebo aluminou. U separace makrolidovych antibiotik se
nejcastéji pouzivaji reverzni faze, konkrétné s oktadecyl radikalem navazanym na silikagelu
(napt.Hypurity C18) [62,67].
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Obr. ¢. 11: Soucdsti a zarizeni vysokoucinného kapalinového chromatografu [68]

28



2.3.4 Detekéni techniky v kapalinové chromatografii

Detekce eludtu vychézejiciho z kolony je zalozena na sledovani fyzikalnich vlastnosti
(absorpci, indexu lomu, vodivosti atd.) Souc¢asti analyzovaného vzorku je vice slozek, které je
nutné na zaklad¢ odlisnych fyzikalnich vlastnosti stanovit, a proto jsou v dnesni dobé kladeny
vysoké naroky na analyzu stale vice slozitéjSich matric. Pozadavky detektorti jsou vysoka
citlivost (mozna stanoveni koncentraci v jednotkach az ng/l), reprodukovatelnost a linearita
odezvy detektoru, zamezeni kolisani odezvy v zdvislosti na zméné mobilni faze
pii gradientové eluci a univerzalnost detekéni techniky, tj. moznost stanoveni vSech slozek
ve vzorku [60,62].

Makrolidova antibiotika se vétSinou v environmentdlnich matricich nachdzeji v nizkych
koncentracich a je nutné volit spravnou techniku, kterd je schopna toto mnozstvi detekovat.
U makrolidi se vyuZziva nejcastéji spektrofotometricka detekce (UV/VIS detekce) a v piipadé
velmi nizkych koncentraci se voli elektrochemické detektory, hmotnostni spektrometr
a po vhodné derivatizaci lze pouzit i fluorescen¢ni detektor [59,70,71].

2.3.4.1 Spektrofotometrické detektory

Tento typ detektori je zalozen na absorpci zatfeni eludtem protékajiciho detekéni celou.
Zakladni typy téchto detektorti pracuji pouze pii danych vinovych délkach (220, 254, 436 nm
a 546 nm), moderngjsi detek¢ni zafizeni je schopné pracovat v rozsahu vinovych délek
UV a VIS zateni od 200 do 800 nm.

Nejnovéjsi typ detektoru v této oblasti je detektor diodového pole (DAD), ktery se sklada
z vybojky, nejcastéji deuteriové, jejiz zatreni je fokusovano do prutokové detekéni cely. Odtud
paprsek putuje na miizku, kde dochazi k jeho rozkladu. Toto Siroké spektrum vinovych délek
dopada na diodové pole, které je slozené z ne€kolika fotodiod (poctem 512 — 1024) a kazda
Znich je schopna zaznamenat velice uzky rozsah spektra (rozliseni od 1 do 2 nm).
Nejmodernéjsi UV/VIS  spekrofotometry umoziuji trojrozmérny zdznam  spektra
a ve vysledku se mizeme setkat s 3D chromatografickym zédznamem ukazujicim zavislost
absorbance a vinové délky na Case. Nazorné schéma spektrofotometrického detektoru je
prezentovano na obr. 12 [60,62,71].

Citlivost spektrofotometrickych detektori se pohybuje v rozmezi 10°- 10" g/ml; tyto
detektory se nejcastéji pouzivaji pro gradientovou eluci. Pro makrolidova antibiotika byvaji
velice Casto aplikovany, a to v rozsahu nékolika vinovych délek, napt. 210, 220, 236 nm
1 254 nm [59,69].
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Obr. ¢. 12: UVIVIS detektor
(1) zdroj zareni, (2) Stérbina, (3) cocka, (4) clona, (5) mérnd cela, (6) holograficka mrizka,
(7) diodové pole [72]

2.3.4.2 Elektrochemické detektory

Tento typ detekce je zaloZen na méfeni né&jaké elektrochemické veliCiny, kterd je zavisla
na koncentraci analytu. Eludt prochéazi pted priutokovou celu, kde jsou umistény elektrody
s vloZzenym napétim. Podle stanovované veli¢iny jsou nejCastéji pouzivany coulometrické
a ampérometrické detektory, kdy méfime ndboj v pfipadé coulometrickych a proud
u ampérometrickych detekci (viz Obr. 13) [62].

Elektrochemické detektory jsou také pouzivany pii analyze makrolidovych antibiotik, avSak
musi byt splnéno nékolik podminek, které musi byt v ptipad¢ elektrochemické detekce
dodrZeny. Pro stanoveni je nutné zajistit vodivost mobilni faze, ktera musi byt tvofena soli
nebo smeési misitelného organického rozpoustédla a vody, a kterd je aplikovatelna jen
pro isokratickou eluci [73].

Vyhodou této detekce je vysoka citlivost, tj. stanoveni velmi nizkych koncentraci okolo
10°-10"*? g/ml [62].

% X
Obr. ¢ 13: Elektrochemicky detektor
(1) pracovni elektroda, (2) pomocna elektroda, (3) referentni elektroda [74]
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2.3.4.3 Fluorescencni detektor

Princip detekce pomoci fluorescence je zaloZzen na méfeni emisniho zafeni, které vznika
po absorpci excita¢niho zafeni stanovovanou latkou. Konkrétné dochazi k excitaci molekuly
zarenim za zékladniho singletového stavu do excitovaného vibra¢niho stavu. Absorbovana
energie je ve vétSiné pripadt vyzafena jako fluorescence pii dopadu molekuly zpét
do zakladniho stavu. Energie tohoto zafeni je stejna (rezonancni energie) nebo vétsi diky
vibraé¢ni relaxaci [75].

Zdrojem excitacniho zafeni byva rtutova, deuteriova nebo xenonova vybojka. Dale se zde
nachazi excitatni mfizka (monochromator), kterd umozni vybér pouze dané vinové délky
zatreni pro excitaci. Fluorescence je méfena v kolmém sméru od vstupujiciho zafeni, kde
nasledn¢ dalsi difrakéni (emisni) miizka propusti zafeni o dané emisni vinové délce.
Jednoduché schéma funkce fluorescenéniho detektoru je znazornéno na obr. 14 [60,62].
Fluorescen¢ni detektor je velmi citlivy a selektivni, pracuje pti gradientové eluci, ale jeho
podminkou je méfeni vzorki, které jsou schopné fluoreskovat. Pokud tuto vlastnost
stanovovana latka nemad, je nutné ji derivatizovat. Pomoci tohoto detektoru lze detekovat
koncentrace i okolo hodnot 10™* g/ml [62].

—
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Obr. ¢. 14: Fluorescencni detektor
(1) vwbojka, (2) excitacni mrizka, (3) Stérbina, (4) cela, (5) mikrococky, (6) cut-off filtr, (7) emisni
mrizka, (8) fotondsobic [75]

2.3.4.4 Hmotnostni spektrometr

Zajem o analyzu vzorku pomoci kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii nestdle stoupa predevSim z divodu velmi vysoké citlivosti. Tato technika
dokaze stanovovat koncentrace i v hodnotach ng/l. Casto se mizeme setkat s tandemovym
zapojenim, tj. LC-MS-MS [76].

Principem hmotnostni spektrometrie je kvalitativni 1 kvantitativni analyza, kterd je zaloZena

na ionizaci a nasledné separaci analyzovanych slozek podle poméru hmotnosti ku naboji
m/z [60].
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Obr. ¢. 15: Hmotnostni detektor a jeho usporadani [77]

Vzorek vstupujici do hmotnostniho spektrometru je tieba pfeménit na ionty vV iontovém zdroji,
ze kterého putuji do analyzatoru. lontové zdroje se rozliSuji pfedev§im podle skupenské formy
latky, ktera je stanovovana:

e Pevné skupenstvi — technika MALDI
e Kapalné latky — elektrosprej, termosprej
e Plynné skupenstvi — elektronova a chemicka ionizace

Dale je mozné setkat se S jinymi, méné obvyklymi technikami ionizace, mezi které patii
desorpce plazmou (PD), desorpce laserem (LD), ionizace desorpci polem (FD), ionizace
elektrickym polem (FI), ionizace bombardovanim rychlymi atomy (FAB).

Ionty dale putuji do analyzatoru, kde dochazi k jejich separaci podle poméru m/z. Mezi
nejcastéji pouzivané techniky patii iontova past, kvadrupol, ale také 1 analyzator doby letu
(TOF - time-of-flight) [78].

Kvadrupdl je tvofen Ctyimi ty¢emi, dvéma paralelnimi pary, hyperbolického nebo castéji
kruhového tvaru, které jsou zapojeny na stiidavé a stejnosmérné napéti a jejich propojeni je
nastaveno tak, aby vzdy dvé protilehlé mély stejny potencial. Ionty smétfujici z iontového
zdroje v kvadrupolovém analyzatoru osciluji a v zavislosti na ur€itém poméru stfidavého
a stejnosmeérného napéti prochazeji pouze dané ionty podle poméru m/z. Ostatni ionty
zlstanou v analyzatoru nebo se uchyti a vybiji na ty¢ich.

Iontova past je slozitéjsim typem kvadrupolu. Sklada se z tii elektrod, dvé koncové a jedna
sttedova. Na stfedovou prstencovou elektrodu je nastavené vysokofrekvencni napéti se
sttidavou amplitudou, naproti tomu krajni elektrody jsou uzemnény. Jakmile ionty
Z iontového zdroje vstoupi do pasti, zatnou se pohybovat po kruznici a se zvySujici se
amplitudou napéti se zméni jejich smér pohybu a leh¢i ionty opusti komoru a narazi
na detektor, ktery provede zaznam.

Na jednoduchém principu pracuje analyzator doby letu (TOF). Stale produkované kladné
ionty jsou urychlovany a v prazdné trubici se separuji podle doby, za kterou doleti k detektoru
na zaklad¢ platnosti kinetické energie, tj. leh¢i ionty jsou rychlejsi a dorazi k detektoru diive
nez téz8i [60,78].
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Obr. ¢. 16: Spojeni MALDI -TOF [79]

Po separaci nasleduje detekce; Vv ptipadé hmotnostni spektrometrie se pouzivaji elektronovy
nasobi¢, fotondsobi¢ a Faradayova cela. Princip elektrondsobice je zaloZen
na nékolikanasobném zesileni pivodniho signalu. Kladné nabité ionty dopadaji na dynodu,
Z niz uvolnéné elektrony jsou urychlovany potencialovym spadem smérem k dalsi dynode¢.
Zasadnim problémem pfi pouzivani hmotnostni spektrometrie s kapalinovou chromatografii je
jejich spojeni, jelikoZ MS pracuje za podminek vysokého vakua a analyty vystupujici z LC
jsou uvoliovany za atmosférického tlaku. Vznikem a ndstupem mekkych ionizacnich technik,
jako jsou elektrosprej, termosprej a chemicka ionizace za atmosférického tlaku, doSlo
k vyfeseni dané problematiky spojenim dvou pfistrojii pro vynikajici analyzu [78].

Konkrétné v ptipadé makrolidovych antibiotik se Casto pouziva elektrosprej jako ionizaéni
technika, LC-(ESI)-MS v pozitivnim modu [80].

2.3.5 Porovnani HPLC a UHPLC

Hlavnim divodem vzniku novych trendi v kapalinové chromatografii je predevsim snaha
nejen dosahnout zvySeni Géinnosti a rozliSeni, ale také citlivosti. S tim byly velice ¢asto
spojeny komplikace ohledné vysokych tlakt a fady dalSich limitujicich komplikaci analyzy.
Prvni komeréni ultra-vysokoucinny kapalinovy chromatograf vznikl tedy az v roce 2004.
Ultra-vysokou¢inna kapalinova chromatografie (UHPLC) vyuziva separace pomoci mensich
¢astic nez 2 pum (sub-2-microne particles) a tim se dosahuje zvySeni separace. Zmenseni
velikosti ¢astic zpusobuje nutnost pouziti vysokych tlakt. Pro UHPLC je zapotiebi okolo
100 MPa. Vedle téchto pozadavki vyzaduje UHPLC také pouziti velkého Ccerpadla
a davkovaciho zafizeni s rychlymi néstfiky velmi malych objemi, malé zpoZzdéni gradientu
(gradient volume delay) a mimokolonové objemy, vhodné stacionarni faze a vysokou
frekvenci sbirdni dat. Jednim z hlavnich pozadavkil je stabilni stacionarni faze, ktera ma
vysokou chemickou a mechanickou stabilitu. Velikosti castic stacionarni faze se pohybuji
mezi hodnotami od 1,5 do 2 pm a délka kolony od 50 do 150 mm, S vnitinim priimérem okolo
2,1 mm. Pro vypln se vyuzivaji porézni i povrchové porézni ¢astice.

S rozmérem Castic souvisi vliv na parametr C ve Van Deemterové rovnici, kde je jeho
hodnota na druhou mocninu. Diky tomu Ize dosdhnout lepsi rozliSeni pikd, ucinnosti
a zkraceni doby analyzy [62].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Pouzité chemikalie
Pro ptipravu vzorki a pfi vlastnim méteni byly pouzity nésledujici chemikalie:

Acetonitril, for HPLC (far UV, gradient grade), Fischer Scientific spol. s.r.o.,
Pardubice

Methanol, absolute LC/MS, Biosolve, Nizozemsko

Octan amonny p.a., Fluka, Sigma-Aldrich GmbH, SRN

Kyselina mravenci p.a., Riedel de Haen, Sigma Aldrich GmbH, SRN

Mravencan amonny, Penta s.r.o., Praha

Plyn: Dusik 4,7; Linde technoplyn a.s.

Voda (for HPLC, gradient grade), Fischer Scientific, UK

Milli Q voda (ultracista)

Pro ptipravu standardnich roztokt 1é¢iv byly vyuzivany tyto latky:

Erythromycin, Sigma-Aldrich, SRN
Clarithromycin, for HPLC, >95%, Sigma-Aldrich, SRN

3.2 Pristroje a zarizeni

Veskera méteni a vyhodnoceni vysledkd vzorkli modelovych a redlnych byla provadéna
na piistrojich uvedenych nize:

Kapalinovy chromatograf Agilent 1100 Series, USA s témito sou¢astmi:
- Kolona Kinetex 2.6u, C18, 100A, Agilent USA
(rozméry: 150 mm x 3 mm, vel. ¢astic 2,6 pm)
- Detektor DAD 1100 Series Agilent, USA
(zdroj svétla: wolframova a deutriova lampa, 1024 fotodiod, Sifka $térbiny: 1-6 nm
(programovatelna), vinovy rozsah: 190-950 nm)
- Hmotnostni spektrometr Agilent, 6320 Series (Ion Trap LC/MS)
- Infuzni pumpa kdS 9100, kdScientific, USA
SPE Extraktor, Baker, model SPE-12 G (membranova vyvéva KIF LAB, Laboport
Maneko, Czech Republic
SPE kolonky, Oasis HLB, Cartridge Waters, USA
Vybaveni pro suseni dusikem Evapoterm, Labicom, Czech Republic
Analytické vahy HR-120-EC, A&D Instruments, Japonsko
pH metr InoLab WTW Series Maneko, Czech Republic
Ptistroj pro ptipravu milli Q vody Millipore QGARD
Bé&zné laboratorni vybaveni

Namétena data byla vyhodnocovdna a zpracovana pomoci nasledujicich programu
a ptislusnych softwarti:

Microsoft Office Word 2010
Microsoft Office Excel 2010
HP ChemStation pro LC/MS, Rev. B.01.03, Agilent, USA
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e DataAnalysis for 6300 Series lon Trap LC/MS (version 4.0, Bruker Daltonik GmbH)
e QuantAnalysis for 6300 Series lon Trap LC/MS (version 2.0, Bruker Daltonik GmbH)

3.3 Vlastnosti sledovanych analyti

Erythromycin

- Sumarni vzorec C37He7NO13

- Struktura: viceclenny laktonovy kruh s glykosidicky vazanym cukrem

- Molekulova hmotnost Mr= 733,93

- Vlastnosti: bily aZ mirn€ naZloutly praSek, obtizn€é rozpustny ve vodé¢, dobie
rozpustny v methanolu, ethanolu i acetonitrilu

Clarithromycin

- Sumarni vzorec C3sHeaNO13

- Struktura: obdobna erythromycinu, pouze jeden vodik zOH skupiny
na laktonovém kruhu je nahrazen CHs skupinou

- Molekulova hmotnost Mr= 747,95

- Vlastnosti: bily krystalicky praSek téméf nerozpustny ve vodé, snadno rozpustny
v acetonu i acetonitrilu.

3.4 Realné vzorky vody

Nasi sledovanou matrici byly vzorky pitné vody pochazejici ze dvou zdroji. Prvnim zdrojem
pitné vody bylo jimaci tizemi pramenisté Cernovir Olomouc. Redlné vzorky z druhého zdroje
byly odebirany z jimaciho zafizeni Litovel. Lokalizace téchto odbérovych mist je uvedena
v priloze €. 1, 2.

Vsechny odbéry téchto matric byly provadény pod zaStitou spolecnosti Moravska
vodarenska a.s, Veolia Olomouc.

3.5 Postupy stanoveni analyti

3.5.1 Odbéry vzorkii

Vzorky pitné vody byly odebirany po dobu 10 dni, tj. od 7.7.2014 do 11.7.2014
aod 14.7. 2014 do 18.7. 2014. K odbéru vzorkt byly vybrany jiz zminéné dvé lokality, jimaci
tizemi Litovel a pramenisté Cernovir. Odbér vzorku byl provadén kazdy den vzdy ve stejnou
dobu do tmavych sklenénych vzorkovnic s objemem 1 litr. Tyto odebrané vzorky byly
uchovavany v lednici pfi teploté¢ 4°C a zpracovani vzorkd prob&hlo nejpozdéji do 24 hodin
od odbéru.
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3.5.2 Uprava vzorki sledovanych analyti a jejich izolace

Protoze vzorky pitné vod neobsahuji suspendované castice, které by bylo nutné odstranit
filtraci, nebylo zapotiebi tuto techniku pouZzivat.

Izolace analytli byla provdadéna pomoci extrakce tuhou fazi a na zékladé optimalizaci byl
vybran postup, ktery je uveden v tabulce 2. Pro extrakci byly pouzity kolonky typu Oasis
HLB a postup byl vzdy opakovan nejméné tfikrat. Pro kazdou izolaci sledovanych analyti
bylo vzdy pouZzito 300 ml vzorka pitné vody.

Tabulka 2: Zvoleny vhodny postup pro izolaci analyti pomoci SPE (Oasis HLB)

5 ml methanolu
5 ml miliQ vody okyselené kyselinou mravenéi (pH = 2)

aktivace kolonky

naneseni vzorku 300 ml vzorkl vody

promyti kolonky 5 ml milli Q vody

vysuSeni kolonky proud vzduchu
eluce analyttl 10 ml methanolu

suSeni proudem dusiku

proces zakoncentrovani N -
rozpus$téni v 1 ml acetonitrilu

Obr. ¢. 17: SPE - Naneseni redlnych vzorkii vody
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Obr. ¢ 18 SPE — eluce stanovovanych analytii

3.5.3 Identifikace a kvantifikace sledovanych analyta

Analyza veskerych vzorkli byla provadéna na pfistroji uvedeném na obr. 19. Jednd se
0 vysokoucinny kapalinovy chromatograf Agilent 1100 Series. Pro separaci byla pouZzita
kolona Kinetex 2.6u, C18. Identifikace analyti byla provedena pomoci hmotnostniho
spektrometru s ionizaci elektrosperejem (ESI) a iontovou pasti jako analyzatorem. Jednotlivé
analyty vyznacujici se svymi molekulovymi ionty byly kvantifikovany pomoci metody
kalibraéni kiivky.

Pro sledované analyty byla proméfena hmotnostni spektra, uvedené na obr. 20, 21, pomoci
metody pfimého nastiiku.
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Obr. ¢. 19 Kapalinovy chromatograf Agilent 1100 Series ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem
Agilent 6320 Series (LC/MS)

Tabulka 3: Parametry danych analyzovanych slozek

analyt m/z Retencni ¢as (min)
erythromycin 734,5 8,9
clarithromycin 748,5 9,7
fers S, 89 4714
107
7345
084
0.6
044
021
5764 483
7165
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Obr. ¢. 20: Hmotnostni spektrum erythromycinu
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Obr. ¢. 21: Hmotnostni spektrum clarithromycinu

3.5.4 Optimalizované podminky pro LC/MS analyzu

Pro stanoveni sledovanych analyti bylo nutné zvolit optimalni podminky. Na zdkladé
pilotnich studii byla pouzita kolona Kinetex 2.6u, C18, 100A s rozméry 150 mm X 3 mm
a velikosti ¢astic 2,6 um. Optimalizace chromatografickych podminek je uvedena v tabulce 4
S prubéhem gradientu v tabulce 5 a na obrazku €. 22. Optimalni podminky pouzité pro praci
na hmotnostnim spektrometru jsou prezentovany v tabulce 6.

Tabulka 4: Chromatografické podminky

nastiik vzorku 5ul
teplota kolony 30°C
mobilni faze acetonitril + 0,1% kyselina mravenci
typ eluce gradientova (viz tab. 5)
prutok mobilni faze 0,1 ml/min
doba analyzy sledovanych analytl 15 min
celkova doba analyzy 12 min

Tabulka 5: Gradient mobilni faze

Cas (min) Acetonitril (%) 0,1% kyselina mravenci (%)
0 35 65
3 65 35
8 90 10
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Pribéh gradientu
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Obr. ¢. 22: Prubeh gradientu mobilni faze v grafickém znazornéni

Tabulka 6: Podminky hmotnostniho spektrometru

tlak zmlzovace 20 psi
teplota susiciho plynu 350°C
prutok susiciho plynu 10 I/min
napéti na kapilare 3500 V
rozsah skenu (molekulovych hmot) 100-900 m/z
ioniza¢ni moéd Pozitivni
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Optimalizace chromatografickych podminek

Pro analyzu makrolidovych antibiotik bylo nutné optimalizovat cely proces méfeni a ziskat
tak vhodné podminky pro jejich stanoveni V realnych vzorcich. Tato optimalizace byla
provadéna nejprve na modelovych vzorcich vody. Zahrnovala vybér vhodného rozpoustédla
pro sledované analyty, ur¢eni vhodné mobilni faze, optimalizaci teploty a mnozstvi nastiiku.
Jelikoz redlné vzorky bylo nutné piecistit a zakoncentrovat, optimalizace byla sméfovana také
na vybér vhodného postupu pro extrakci tuhou fazi.

4.1.1 Vybér rozpoustédla pro standardni roztoky

Protoze makrolidova antibiotika jsou nerozpustnd ve vod¢, bylo tfeba urcit vhodné
rozpoustédlo pro pfipravu standardnich roztoki makrolidl. Pro tyto ucely byla zvolena dvé
rozpoustédla, methanol a acetonitril, které jsou zaroven vhodné pro pouziti pfi nasledné
analyze metodou LC/MS. Také bylo ovétovano okyseleni rozpoustédla pomoci 0,1% kyseliny
mravenci, coz v§ak nevedlo k zadné vyrazné zméné. Naopak nejlepsi tvary pikt byly ziskany
pii pouziti Cistého rozpoustédla bez pridavku.

Na zaklad¢ provedenych analyz byl acetonitril vybran jako vhodnéjsi organické rozpoustédlo
pro piipravu standardil, a to ptredevS§im z divodu dosazenych kratSich retencnich Cast. Pro
tato méteni byly pfipraveny modelové vzorky o koncentraci 10 pg/ml rozpusténim smeési
makrolidovych antibiotik.
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Obr. ¢. 23: Celkovy iontovy chromatogram (TIC) makrolidovych antibiotik (model. vzorek, konc.
10 ug/ml) rozpusténych v methanolu
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Obr. ¢. 24: Celkovy iontovy chromatogram (TIC) makrolidovych antibiotik (model. vzorek, konc.
10 ug/ml) rozpusténych v acetonitrilu

4.1.2 Vybér vhodné mobilni faze

V piipad¢ optimalizace chromatografickych podminek je jednim z klic¢ovych kroka urceni
vhodné mobilni faze. Bylo vyzkouSeno nékolik typit mobilnich fazi:

- acetonitril s octanem amonnym
- acetonitril s mraven¢anem amonnym
- acetonitril s kyselinou mravenci

Ptesné sloZeni ptipravovanych mobilnich fazi jsou uvedeny v tabulce 7.
Po ovéfeni vhodnosti téchto typli mobilnich fazi byla zvolena jako nejvhodné&jsi smeés
acetonitril s kyselinou mravenéi, protoze pii této separaci méla makrolidova antibiotika

v

reten¢nich casu.

Tabulka 7: Pouzité mobilni faze
Slozka A Slozka B
10 mM octan amonny
5 mM octan amonny
10 mM mravencan amonny
5 mM mravencan amonny
1% kyselina mravenci
0,1% kyselina mravenci

acetonitril
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Obr. ¢. 25: Celkovy iontovy chromatogram modelového vzorku makrolidovych antibiotik pripravenych
V acetonitrilu, pouzita mobilni faze, 10 mM octan amonny
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Obr. ¢. 26: Celkovy iontovy chromatogram makrolidovych antibiotik (model. vzorek) rozpusténych
V acetonitrilu, pouzita mobilni faze: 5 mM octan amonny

V prvnich experimentech byla pouZita kombinace mobilni faze acetonitril s octanem
amonnym. Na prvni pohled je mozné vidét vyrazné rozdéleni piki makrolidovych antibiotik.
V piipadé€ octanu amonného byly zvoleny dvé odlisné koncentrace, 5 a 10 mM. Z uvedenych
grafli 1ze vidét, Ze s klesajici koncentraci doSlo k posunuti retencnich Casti analyzovanych
makrolidovych antibiotik. U 10 mM octanu amonného bylo moZzné erythromycin detekovat
jiz ve 12-t¢ a clarithromycin v 15-t¢ minuté, naproti tomu v piipad€é pouziti 5 mM octanu
amonného se jednalo o minimalni posun v retenénim case (okolo 1 minuty).
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Obr ¢. 27: Celkovy iontovy chromatogram model. vzorku makrolidovych antibiotik rozpusténych
V acetonitrilu, pouzita mobilni faze: 10 mM mravencan amonny

Nasledujici volba mobilni faze tvofené smési acetonitrilu s mravencanem amonnym vedla
ke zlepseni separace a ke zkraceni reten¢nich ¢asi detekce makrolidovych antibiotik. Byl
studovan koncentracni vliv mravencanu amonného na zménu separacnich podminek. V tomto
ptipadé se vysledné chromatogramy nelisily, piipadné vykazovaly pouze minimalni odchylky.
Erythromycin byl detekovan v retenénim ¢ase 10,7 minut a clarithromycin ve 13 minuté. Tato
mobilni f4ze byla posouzena jako jedna z vhodnych pro analyzu makrolidovych antibiotik.
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Obr. ¢. 28: Celkovy iontovy chromatogram modelového vzorku makrolidovych antibiotik pripravenych
v acetonitrilu, pouzita mobilni faze 0,1% kyselina mravenci

Nasledujici volba a kombinace acetonitrilu a kyseliny mravenc¢i s ptidavkem 0,1% a 1%
umoznila detekci makrolidovych antibiotik. LepSim vysledkd bylo dosazeno u niZsi
koncentrace kyseliny mravenci, u vyss$i koncentrace bylo pozorovano mirné rozmyti pikda.
Také doslo k malym zménam v porovnani s predchazejici mobilni fazi. Tvar pikti se v dolni
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Casti mirn¢ z0zil v pfipadé obou analyzovanych slozek a zaroven se retencni Cas
U jednotlivych analytii pfiblizil na rozdil pal minuty. Retencni ¢asy se pfi pouziti této mobilni
faze byl u erythromycinu 8,9 minut a u clarithromycinu 9,7 minut. Tato mobilni faze
(ACN + 0,1% HCOOH) byla také posouzena jako vhodna pro analyzu nami zvolenych
makrolidovych antibiotik, a to zejména vzhledem k niz§im retencnim Casiim nez byly Casy
u pfedchazejici mobilni faze, acetonitril a mraven¢an amonny (ACN + 10 mMHCOONH,).
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Obr. ¢. 29: Chromatogram modelového vzorku makrolidii rozpustenych v acetonitrilu, pouzita mobilni
faze: 0,1% kyselina mravenci, rozsah vinovych délek 190-400 nm

Na obrazku €. 29 je pro ukazku znazornén chromatogram, kde byl pro analyzu pouzit detektor
diodového pole s rozsahem vinovych délek 190-400 nm. Pfi méteni na DAD nebylo dosaZeno
kladnych vysledkt. Pro zvolené vinové délky, tj.u erythromycinu 215 nm a u clarithromycinu
275 a 288 nm, nevykazovaly makrolidovéa antibiotika Zadnou odezvu. Nase vysledky byly
v souladu s publikaci, ve které bylo uvedeno, ze makrolidy neobsahuji vhodny chromofor,
ktery by umoznioval detekci pomoci UV-VIS DAD detektoru [59]. Pro kontrolu byla vzdy
detekce provadéna nejen pomoci hmotnostniho spektrometru, ale také detektoru diodového
pole. V tomto piipadé bylo prokazano, Ze tento detektor neumoziiuje stanoveni makrolidivych
antibiotik.

4.1.3 Optimalizace priabéhu gradientu

Bylo ovéfovano né€kolik typid mobilnich fazi s riznymi typy gradientd. Pro porovnéni jsou
znazornény tii typy gradientt, které jsou z hlediska rozdé€leni a odezvy analyzovanych slozek,
retencnich Cast a tvarti pikll analyzovanych 1é¢iv nejvhodnéjsi. Pribéhy vybranych gradientt
jsou prezentovany v tabulkach 8, 9, 10, s grafickym znézornénim vybranych celkovych
iontovych chromatogramli na obrazcich 30, 31, 32 a 33. ProtoZze piedtim provedené
experimenty umoznily vybér vhodné mobilni faze, byly gradientové zavislosti testovany pro
dva typy mobilnich fazi, tj. acetonitril (slozka A) s kyselinou mravenci (slozka B) a acetonitril
s mravenCanem amonnym (slozka B). Nejlepsich vysledki bylo dosazeno pii pouziti
gradientu uvedeného v tabulce 10 a pro ndzornost zobrazeno na obrazku ¢. 32 a 33.
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Tabulka 8: Priibéh gradientu mobilni faze — ¢. 1

Cas (min) Slozka A mobilni faze (%) Slozka B mobilni faze (%)
0 25 75
3 55 45
10 90 10

Tabulka 9: Pribéh gradientu mobilni faze — ¢. 2

Cas (min) Slozka A mobilni faze (%) Slozka B mobilni faze (%)
0 40 60
3 60 40
7 90 10

Tabulka 10: Pribéh gradientu mobilni faze — ¢. 3

Cas (min) Slozka A mobilni faze (%) Slozka B mobilni faze (%)
0 35 65
3 65 35
8 90 10
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Obr. ¢. 30: Celkovy iontovy chromatogram (TIC) makrolidovych antibiotik pro gradient ¢. 1 a mobilni
faze v kombinaci s 10 mM mravencanem amonnym
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Obr. ¢. 31: Celkovy iontovy chromatogram (TIC) makrolidovych antibiotik pro gradient ¢. 2 a mobilni
fazi s 0,1% kyselinou mravenci
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Obr. ¢. 32: Celkovy iontovy chromatogram (TIC) makrolidovych antibiotik pro gradient ¢. 3 a mobilni
fazi s 0,1% kyselinou mravenci
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Obr. ¢. 33: Celkovy iontovy chromatogram (TIC) makrolidovych antibiotik pro gradient ¢. 3 a mobilni
faze v kombinaci s 10 mM mravencanem amonnym

4.1.4 Optimalizace teploty a nastfiku

Teplota 1 objem nastiiku patii mezi dals$i parametry, které ovliviiuji pfedev§im retencni Cas
jednotlivych analyt. Analyza byla provadéna pii teplotach 20, 25, 30, 40°C. Pii méteni byly
detekovany minimalni zmény reten¢nich ¢ast i tvary pikd sledovanych analyti. Zavislosti
a vliv rznych teplot je zndzornén na obrazku ¢. 34.

Objem nastiiku mliZze nejvice ovlivnit pfedev§im odezvu a tvar piki. Byly zvoleny nastiiky
0 objemu 3 ul, 5 ul a 7 pl. Tvar pika pfi riznych objemech nasttikt se prakticky nelisil, pouze
odezva nabyvala odlisnych hodnot. Nejvyssi odezvy bylo dosazeno pfi nastiiku 5 pl. Z tohoto
davodu byl tento objem vybran jako optimélni pro dalsi analyzy. Vysledné chromatogramy
S riznymi volbami nastfiku jsou uvedeny na obrazku €. 35.
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Obr. ¢. 34: Celkovy iontovy chromatogram (TIC) makrolidovych antibiotik p¥i teplotach 20°C(zelend
krivka), 25°C (modra kiivka), 30°C (Cerna kiivka), 40°C (oranzova kiivka)
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Obr. ¢. 35: Celkovy iontovy chromatogram (TIC) makrolidovych antibiotik pri nastriku 5 ul (fialova
krivka), 3 ul (modra kiivka), 7 ul (zelena krivka)

4.2 Optimalizace podminek extrakce tuhou fazi (SPE)

Protoze vyskyt makrolidovych antibiotik se ve zdrojich pitnych vod pohybuje v minimalnich
nebo velmi nizkych koncentracich, bylo nutné zvolit a ovéfit optimalni techniku izolace
analyti pomoci extrakce tuhou fazi. Optimalizace zahrnovala pouziti modelovych vzorkl
vody, které byly vzdy pfipraveny pfidanim objemu 1 ml smésného standardniho roztoku
makrolidovych antibiotik v acetonitrilu o koncentraci 1ug/ml do 200 ml milli Q vody.
Pfipravené analyty byly aplikovany na kolonky Oasis HLB SPE, které¢ byly na zakladé
literatury vybrany jako nejvhodnéjsi. Nejprve bylo provéteno Sest riznych postupti vhodnych
pro izolaci makrolidi. Nasledné¢ byl vybrany postup, u kterého byla zjisténa nejvétsi
vytéznost, testovan deseti modelovymi vzorky pro jeho ovéfeni a vypocteni statistickych
parametrl izolace analyta.

4.2.1 Vybrané postupy SPE

Pro kolonky Oasis HLB byly ovéfovany postupy, které jsou prezentovany v tabulkach 11, 12
a 13. Postupy se lisi typem rozpoustédla, pouzitym pro aktivaci kolonky a také jinymi
zpusoby eluce analytt.
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Tabulka 11: ZkousSeny postup SPE ¢. 1, 2

postup ¢. 1

postup ¢. 2

aktivace kolonky

5 ml methanolu

5 ml methanolu

5 ml milli Q vody okyselené

kyselinou mravenci (pH = 2) 5 mi milli Q vody
naneseni vzorku 300 ml vzorkii vody 300 ml vzorkil vody
promyti kolonky 5 ml milli Q vody 5 ml milli Q vody
vysuseni kolonky proud vzduchu proud vzduchu
eluce analytt 10 ml methanolu 10 ml methanolu
proces suSeni proudem dusiku suSeni proudem dusiku
zakoncentrovani rozpu$téni v 1 ml acetonitrilu

rozpu$téni v 1 ml acetonitrilu

Tabulka 12: ZkouSeny postup SPE ¢. 3, 4

postup €. 3

postup ¢. 4

aktivace kolonky

5 ml methanolu

5 ml methanolu

5 ml milli Q vody okyselené

kyselinou mravenci (pH = 2) 5 mlmilli Q vody
naneseni vzorku 300 ml vzorkli vody 300 ml vzorkli vody
promyti kolonky 5 ml milli Q vody 5 ml milli Q vody
vysu$eni kolonky proud vzduchu proud vzduchu

eluce analytii

10 ml methanolu okyseleného
0,1% kyselinou mravenci

10 ml methanolu okyseleného
0,1% kyselinou mravenci

proces
zakoncentrovani

suSeni proudem dusiku

suSeni proudem dusiku

rozpu$téni v 1 ml acetonitrilu

rozpu$téni v 1 ml acetonitrilu

Tabulka 13: Zkouseny postup SPE ¢. 5, 6

postup €. 5

postup €. 6

aktivace kolonky

5 ml acetonitrilu

5 ml acetonitrilu

5 ml milli Q vody okyselené

kyselinou mravenci (pH = 2) 5 mlmilli Q vody
naneseni vzorku 300 ml vzorkl vody 300 ml vzorkl vody
promyti kolonky 5 ml milli Q vody 5 ml milli Q vody

vysuSeni kolonky

proud vzduchu

proud vzduchu

eluce analytl

10 ml methanolu

10 ml methanolu okyseleného
0,1% kyselinou mravenci

proces
zakoncentrovani

suSeni proudem dusiku

suSeni proudem dusiku

rozpu$téni v 1 ml acetonitrilu

rozpu$téni v 1 ml acetonitrilu
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4.2.2 Kalibracni krivky pro SPE
Pro kvantifikaci vytéznosti jednotlivych SPE postupti byly naméteny kalibracni kiivky
Vv daném rozsahu, které jsou graficky znazornény na obrazcich ¢. 36 a 37.

Kalibracni krivka erythromycinu

1.2E+09
1E+09
800000000

600000000

plocha piku

y = 7E+07x + 2E+07
R?=0.9958

400000000

200000000

¢ [ng/ml]

Obr. ¢. 36: Kalibracni krivka erythromycinu pro urceni vytéznosti SPE

Kalibracni krivka clarithromycinu
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y = 1E+08x - 4E+06
R2=0.9944

¢ [pg/ml]

Obr. ¢. 37: Kalibracni kiivka clarithromycinu pro urceni vytéznosti SPE

4.2.3 Vytéznosti jednotlivych postupii na kolonkach Oasis HLB SPE

Vytéznosti vSech postupti byly stanoveny pro vSech Sest provedenych postupti. Vysledky jsou
shrnuty do tabulky 14. V tabulce 15 jsou shrnuta naméfena data pro vybrany nejvhodnéjsi
postup. Piislusné zakladni statistické parametry jsou prezentovany v tabulce 16.
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Tabulka 14: Vytéznosti jednotlivych postupi
analyt erythromycin clarithromycin
Pocatecni Vysledna e Vysledna .
Vytéznost VytéZznost
Postup koncentrace | koncentrace (%) koncentrace (%)
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
1 1 0,835 83,5 0,817 81,7
2 1 0,521 52,1 0,615 61,5
3 1 0,283 28,3 0,408 40,8
4 1 0,195 19,5 0,297 29,7
5 1 0,713 71,3 0,692 69,2
6 1 0,129 12,9 0,203 20,3

Tabulka 15: Vytéznosti erythromycinu a clarithromycinu

analyt erythromycin clarithromycin
Pocatecni Vysledna . Vysledna .
Vytéznost Vytéznost
vzorek koncentrace | koncentrace (%) koncentrace (%)
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
1 1 0,876 87,6 0,839 83,9
2 1 0,792 79,2 0,755 75,5
3 1 0,873 87,3 0,733 73,3
4 1 0,835 83,5 0,826 82,6
5 1 0,761 76,1 0,896 89,6
6 1 0,842 84,2 0,783 78,3
7 1 0,859 85,9 0,901 90,1
8 1 0,805 80,5 0,824 82,4
9 1 0,746 74,6 0,795 79,4
10 1 0,895 89,5 0,887 88,7

Pomoci programu Microsoft Excel byly vypocitany statistické parametry jednotlivych
analyti. Pro vypocet smérodatné odchylky byla pouzita funkce SMODCH a relativni
odchylka byla stanovena pomoci vztahu (I):

SR:

Xl W

-100

()

Kde S oznacuje relativni smérodatnou odchylku, S je smérodatnou odchylku a X vyjadiuje
aritmeticky pramér. Rozptyl hodnot byl zpracovan pomoci funkce VAR. VYBER.
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Tabulka 16: Vypocitané statistické parametry vytéznosti analyti

analyt erythromycin clarithromycin
Primérna koncentrace (pg/ml) 0,8284 0,8239
Primérnd vytéznost (%) 82,84 82,39
Smérodatna odchylka (ug/ml) 0,048 0,056
Relativni smérodatnd odchylka (%) 5,79 6,79
Rozptyl (ug/ml) 2,56:107 3,43-10°

4.3 Realné vzorky

V piedlozené¢ diplomové praci byla sledovdna makrolidova antibiotika a jejich vyskyt
v pitnych vodach. Jako zdroje pitnych vod byly zvoleny dvé jimaci zafizeni, prameni$té
Upravny vody Cernovir Olomouc a Jimaci zafizeni Litovel. Vzorky vody byly odebirdny
V ¢asovém rozmezi od 7.7. 2014 do 18.7. 2014, tj, po dobu 10-dni.

Koncentrace analyttl, tj. makrolidii erythromycinu a clarithromycinu, byly stanoveny pomoci
metody kalibra¢ni pfimky, které byly vzdy na zacatku kazdého méfeni znovu proméfovany a
sestrojovany. Ve stejném cCasovém horizontu byla provadéna komplexni stanoveni ukazatelti
kvality vod. Pro nami analyzované vzorky jsou vysledky uvedeny v ptiloze 3 a 4.

Vyskyt makrolidovych antibiotik by mél byt v téchto vodach teoreticky velice nizky,
prakticky pod detekénim limitem. Z tohoto divodu byla snaha dosdhnout pii méfeni

v

¢. 38-41.

Kalibra¢ni ktrivka erythromycinu (a))
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Obr. ¢. 38: Kalibracni kiivka erythromycinu (vys$si rozsah koncentraci)
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Kalibracni kfivka clarithromycinu (a))
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Obr. ¢. 39: Kalibracni kiivka clarithromycinu (vys$si rozsah koncentraci)

Kalibra¢ni kfivka erythromycinu (b))
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Kalibracni kfivka clarithromycinu (b))
3500000
3000000
2500000

000000

2
1500000

plocha piku

1000000 y =625940x - 10262

2_
500000 R*=0.9973

vy

Pro kazdou analyzovanou slozku bylo nutné urcit meze detek¢éniho limitu. Vysledy vypocti
jsou uvedeny Vv tabulce 17. Vypocet detekéniho limitu byl stanoven pomoci vypoctu podle
Grahama:

to 11 —y
Ly -y

Syl
LLCIXE) = 0= X5~ == N a5, e — 22

©)

Detekéni limit Xpuvedeny oznacuje koncentraci analytu, kterd nemulzZe byt podle statistiky
rozliSena od nulové koncentrace. Hodnota X, se da také vyjadfit jako koncentrace, kterd ma
dolni mez intervalu spolehlivosti na urcité hladiné statistické vyznamnosti rovnu nule. Tento
detek¢ni limit, v¢éetné mezi intervalli spolehlivosti, chrani pfed chybou prvniho druhu, t.
analyt je pfitomen, i kdyZ ve realu pfitomen neni. Jeho oznaceni je X7 a vypocet je znazornén
v rovnici (11) [81].

Ochrana pfed chybou druhého druhu je oznacovana jako X [;’ a jeho vypocet je uveden
v rovnici (I11):

B a a Syt -t 1 1 -y
DMIS\ X, ) =ULCI( Xy =Xp+| —— [—+—+
( D) ( D D b N n b2. Iivzl(xi _ J2)2

(4)

Hodnota vypoctena zrovnice (III) udava hypotézu, kterd tika, Ze analyt pfitomen neni,
prestoze ve skutecnosti pifitomen je. Pro tento detekéni limit je dolni mez intervalu
spolehlivosti totozna s horni mezi intervalu spolehlivosti X/ [81].

Parametry a jejich vypoctené hodnoty kalibracnich kiivek jsou uvedeny v tabulce 17. Daéle
jsou zde také uvedeny hodnoty detekénich limitd stanovenych podle Grahama. Hodnoty byly
uréeny pomoci programu Microsoft Excel s funkci hledani feseni (,,feSitel) pro rovnice
regrese uvedenych na obrazcich €. 40 a 41 pro kalibracni kiivky s nejniz§im koncentra¢nim
rozsahem.
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Tabulka 17 Ziskané parametry kalibra¢nich kiivek a vypoétené detekéni limity analyzovanych slozek

analyt

erythromycin

clarithromycin

Rovnice regrese

y = 66199x + 4613,3

y = 625940 - 10262

Koeficient determinace R? 0,9956 0,9973
Detekéni limit X5 (ng/ml) 0,0527 0,0726
Detekéni limit X5 (ng/ml) 0,0974 0,1184

Vysledné stanovené hodnoty v realnych vzorcich jsou prezentovany v tabulce 18 a 19.
V tabulkach jsou uvedeny vzdy primérné hodnoty ze tii stanoveni. Vyskyt makrolidovych
antibiotik nebyl prokézan v zadném ze vzorkt, ptipadné koncentrace se pohybovala pod mezi
detekce pouzité metody. Ukézkové chromatogramy analyzy realnych vzorkl jsou zndzornény

na obrazcich ¢. 42 a 43.

Tabulka 18: Naméfena data koncentraci makrolidovych antibiotik v readlnych vzorcich vody z jimaciho

zafizeni Upravny vody Cernovir Olomouc

. L. analyzované slozky
den jimaci zaf¥izeni : : -
erythromycin (ng/ml) clarithromycin (ng/ml)
7.7. Cernovir N/D N/D
8.7. Cernovir N/D N/D
9.7. Cernovir N/D N/D
10.7. Cernovir N/D N/D
11.7. Cernovir N/D N/D
14.7. Cernovir N/D N/D
15.7. Cernovir N/D N/D
16.7. Cernovir N/D N/D
17.7. Cernovir N/D N/D
18.7. Cernovir N/D N/D

Tabulka 19: Naméfena data koncentraci makrolidovych antibiotik v realnych vzorcich vody z jimaciho

zafizeni Litovel

, C e analyzované slozky
den Jimaci zafizeni - - -
erythromycin (ng/ml) clarithromycin (ng/ml)
7.7. Litovel N/D N/D
8.7. Litovel N/D N/D
9.7. Litovel N/D N/D
10.7. Litovel N/D N/D
11.7. Litovel N/D N/D
14.7. Litovel N/D N/D
15.7. Litovel N/D N/D
16.7. Litovel N/D N/D
17.7. Litovel N/D N/D
18.7. Litovel N/D N/D
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Obr. ¢ 42: Chromatogram vzorku pitné vody z jimaciho zarizeni Cernovir ze dne 11.7.2014
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Obr. ¢. 43 Chromatogram vzorku pitné vody z jimaciho zarizeni Litovel ze dne 11.7.2014
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5 Zavér

Diplomova prace byla zaméfena na stanoveni 1éCiv v pitnych vodach pomoci metody
vysokouc¢inné kapalinové chromatografie s moznosti detekce pomoci detektoru diodového
pole a hmotnostniho spektrometru. Jako 1éCiva byla vybrana makrolidova antibiotika,
konkrétné erythromycin a clarithromycin, kterd jsou novodobou obmeénou penicilinu a patii
Vv dnesni dobé mezi hojné pouzivana antibakterialni 1é¢iva.

Cilem této prace bylo zvolit a optimalizovat analytickou metodu pro stanoveni vybranych
analyzovanych slozek. Nejprve bylo nutné zvolit vhodnou detekéni techniku pro stanoveni
makrolidovych antibiotik. Protoze detekci pomoci detektoru diodového pole nebylo mozné
pouzit, protoze tento typ antibiotik neobsahuje vhodny chromofor, ktery je nezbytny pro
meéifeni pomoci DAD, byl pro jejich stanoveni pouzit hmotnostné spektrometricky detektor,
ktery umoznil analyzu erythromycinu a soucasné¢ i clarithromycinu. Stanoveni analyti pomoci
LC/MS bylo nejdiive optimalizovdno na modelovych vzorcich vody a néasledné byla tato
optimalizovana metoda aplikovana na realné vzorky pitné vody.

Pro separaci byla zvolena kolona Kinetex 2,6u s velikosti ¢astic 2,6 pm. Optimalizace byla
provadéna v nésledujicich krocich: volba vhodné mobilni faze, jejiho pratoku a gradientu,
volba spravné teploty analyzy a objemu néstfiku.

Protoze realné vzorky obecné obsahuji velice nizké koncentrace analytt, je zapottebi provést
jejich izolaci, pokud mozno s maximalni vytéznosti. Pro izolaci byla zvolena metoda extrakce
tuhou fazi, pro kterou byly optimalizovany tak, aby bylo dosazeno co nejvyssich vytéznosti.
Vhodnym typem kolonek pro SPE extrakci makrolidovych antibiotik byly kolonky typu Oasis
HLB, pomoci nichz bylo dosazeno vytéznosti (erythromycin: 82,84 %, clarithromycin:
82,39 %), které byly dostacujici pro naslednou analyzu.

Pro jednotlivé analyzované sloZzky byly stanoveny meze detekce a detekéni limity postupem
podle Grahama (Xg a X5), kter¢ urcuji limity celé metody.

Nami optimalizovand metoda mohla byt pouZita pro stanoveni danych antibiotik v realnych
vzorcich pitné vody. Odbér byl provadén po dobu deseti dnt, tj. od 7.7. 2014 do 18.7. 2014
ze dvou zdrojii, z jimaciho zatizeni Cernovir Olomouc a jimaciho zafizeni Litovel. Realné
vzorky byly vzdy zpracovany nejpozdéji nasledujici den po odbéru. Analyzou makrolidovych
antibiotik v pitnych vodach pomoci LC/MS v daném kalibraénim rozsahu bylo zjisténo, ze
vyskyt erythromycinu a clarithromycinu byl pravdépodobné pod mezi detekce dané metody.
Lze proto fici, Ze realné vzorky bud obsahovaly tak nizké koncentrace makrolidovych
antibiotik, Ze je naSi metodou nebylo moZzné stanovit, nebo tyto latky nebyly v pitnych vodach
obsazeny. V publikovanych studiich se obecné¢ uvadi minimélni vyskyt téchto analytd
Vv pitnych vodach, a to v porovnani s odpadnimi vodami.

Néami optimalizovand technika byla ovéfena modelovymi i redlnymi vzorky vody. Pro
dosazeni jeSté nizSich koncentraci by bylo mozné zvolit jinou analytickou metodu, ktera by
umoznila provadét analyzy v jeSté nizsich koncentracich.
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7 Seznam pouZzitych zkratek a symbola

ACN
ADE
ADME
ATB
ATP
AUC
CE
cov
DAD
DNA
ESI
EU
FAB
FD

FI
FLD
GC
GIT
GPC
HPLC
HPLC-MS, LC/MS

IEC
INN

LC
LC-(ESI)-MS

LC-MS-MS

LD
LLC
LLE
LSC
MALDI
MEK
M,

MS

PA

PD
PDMS
PTFE
RNA
SMODCH

acetonitril

adsorpce, distribuce, eliminace

adsorpce, distribuce, metabolismus, eliminace
antibiotikum

adenosintrifosfat

plocha pod koncentracni kiivkou ,,area under curve* (farmakokinetika)
kapilarni elektroforéza

Cisticka odpadnich vod

detektor diodového pole

deoxyribonukleové kyselina

ionizace elektrosprejem

Evropska unie

bombardovani rychlymi atomy

desorpce polem

ionizace plamenem

fluorescencni detektor

plynova chromatografie

gastrointestinalni trakt

gelova permeacni chromatografie
vysokouc¢inna kapalinova chromatografie
vysokouc¢innd kapalinova chromatografie s hmotnostné-
spektrometrickou detekei

iontoveé vyménna chromatografie
mezinarodné nechranéné nazvy

kapalinova chromatografie

spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii
s ionizaci elektrosprejem

spojeni kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni
spektrometrii

desorpce laserem

kapalinova rozdélovaci chromatografie
extrakce kapalina — kapalina
kapalinova adsorp¢ni chromatografie
ionizace laserem za piitomnosti matrice
minimalni efektivni koncentrace
relativni molekulova hmotnost
hmotnostni spektrometrie

polyakrylat

desorpce plazmou
polydimethylsiloxan
polytetrafluorethylen

ribonukleova kyselina

smérodatna odchylka
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SPE
SPME
SUKL
TIC
TOF
UHPLC
uv
VIS

extrakce tuhou fazi

mikroextrakce tuhou fazi

Statni Gstav pro kontrolu 1é¢iv

celkovy iontovy chromatogram

analyzator doby letu

ultra-vysokouéinna kapalinova chromatografie
ultrafialové zaieni

viditelna slozka zareni
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8 Prilohy

Seznam piiloh:
Ptiloha 1: Jimaci zafizeni Litovel (odbér vzorku — v mapé znazornéné v bodé SbS)
Ptiloha 2: Jimaci zatizeni Olomouc - Cernovir (odbér vzorku — v mapé znazornéné v bodé E0)

Pfiloha 3: Hodnoty ukazatelti vzorkt vod pitné vody v dnech od 7.7 2014 do 31.7. 2014
Z jimaciho zatizeni Litovel

Ptiloha 4: Hodnoty ukazatel vzorkd vod pitné vody v dnech od 7.7 2014 do 30.7. 2014
z jimaciho zatizeni Olomouc - Cernovir
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Ptiloha 1: Jimaci zatizeni Litovel (odbér vzorku — v map€ zndzornéné v bod€ SbS)
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Piiloha 2: Jimaci zafizeni Olomouc - Cernovir (odbér vzorku — v mapé znazornéné v bodé E0)
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Pfiloha 3: Hodnoty ukazatelti vzorkt vod pitné vody v dnech od 7.7 2014 do 31.7. 2014
Z jimaciho zatizeni Litovel
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ki vod pitné vody v dnech od 7.7 2014 do 30.7. 2014
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Pfiloha 4
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