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Anotace

Tato prace se zabyva antimikrobialnimi 1éCivy, konkrétné pak fluorochinolovymi antibiotiky,
ktera mimo jiné patii mezi kriticky dulezita antibiotika, dale se zabyva jejich vyskytem v Zivotnim
prostfedi, nezadoucimi U€inky na organismus, kontaminaci Zivotniho prostfedi a rozvojem
antibiotické rezistence. Vyskyt antibiotickych latek v Zivotnim prostfedi a prevazné v pude je
zavlazovani poptipadé aplikace upravenych kalil z &istiren odpadnich vod (COV). Viechny tyto
latky aplikované na piidu mohou byt zdrojem rezidui antibiotik v Zivotnim prostredi, pokud tomu
tak je, mize dojit ke kontaminaci piidy antimikrobidlnimi latkami a obecné 1éCivy, pfitomnost
lé¢iva mize nasledné vést ke vzniku antimikrobialni rezistence, coz je velkym a dlouhodobym
problémem.

Experimentalni ¢ast byla zamétena na extrakci fluorochinolovych antibiotik z pid o riznych
fyzikalnich a chemickych vlastnostech a posoudit, zda-li maji tyto vlastnosti vliv na
extrahovatelnost 1éCiv z pidy. Léciva byla z pudy extrahovéna jiz prostfednictvim optimalizované
multirezidudlni metody, konkrétné pomoci ultrazvuku s naslednym zakoncentrovanim a
precisténim vzorku prostiednictvim SPE s naslednou analytickou koncovkou LC-ESI-MS/MS.
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ANOTACE

Tato prace se zabyva antimikrobidlnimi 1écivy, konkrétné¢ pak fluorochinolovymi
antibiotiky, ktera mimo jiné patii mezi kriticky dulezita antibiotika, dale se zabyva jejich
vyskytem v Zivotnim prostiedi, nezadoucimi G¢inky na organismus, kontaminaci Zivotniho
prostiedi a rozvojem antibiotické rezistence. Vyskyt antibiotickych latek v zivotnim prostiedi
odpadni vody pro zavlazovani popiipadé aplikace upravenych kala z Cistiren odpadnich vod
(COV). Viechny tyto latky aplikované na pidu mohou byt zdrojem rezidui antibiotik v
zivotnim prostiedi, pokud tomu tak je, muze dojit ke kontaminaci pidy antimikrobialnimi
latkami a obecné 1€Civy, pfitomnost 1éCiva miize ndsledné vést ke vzniku antimikrobidlni

rezistence, coz je velkym a dlouhodobym problémem.

Experimentalni ¢ast byla zaméfena na extrakci fluorochinolovych antibiotik z ptd o
riznych fyzikalnich a chemickych vlastnostech a posoudit, zda-li maji tyto vlastnosti vliv na
extrahovatelnost 1éCiv z pudy. Léciva byla z pidy extrahovdna jiz prostiednictvim
optimalizované multirezidualni metody, konkrétné pomoci ultrazvuku s naslednym
zakoncentrovanim a pfeciSténim vzorku prostfednictvim SPE s naslednou analytickou

koncovkou LC-ESI-MS/MS.
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extrakce na tuhou féazi, kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii



ANNOTATION

This thesis deals with antimicrobial drugs, specifically fluoroquinol antibiotics, which
are among other critically important antibiotics, and also deals with their occurrence in the
environment, adverse effects on organisms, environmental contamination and the
development of antibiotic resistance. The occurrence of antibiotic substances in the
environment and mainly in the soil is caused by the application of contaminated animal waste
such as manure, irrigation wastewater or treated sewage sludge. All of these substances
applied to the soil can be a source of antibiotic residues in the environment, if this is the case,
the soil can become contaminated with antimicrobials and pharmaceuticals in general, the
presence of the drug can then lead to the development of antibiotic resistance, which is a

major and long-term problem.

The experimental part was focused on the extraction of fluoroquinol antibiotics from
soils with different physical and chemical properties and to assess whether these properties
have an effect on the extractability of drugs from soil.Drugs were already extracted from soil
by means of an optimized multiresidue method, namely ultrasound followed by concentration
and purification of the sample by SPE followed by LC-ESI-MS/MS analytical endpoint.
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Antibiotics, fluoroquinolones, soil, contamination, antimicrobial resistance, extraction, solid-

phase extraction, liquid chromatography-mass spectrometry
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UVvOD

Obecné je znamo, Ze se v posledni dobé setkavame s problémem naduzivani antibiotickych
latek. Tento problém pietrvava jiz desetileti a to nejen u lidi ale i u zvifat. Zvifatim se
preventivné podavaji antibiotika za ticelem rozsifit jejich prirtstky (coz je v EU od roku 2006
zakdzano), jako prevenci pied onemocnénim popiipadé¢ kviili stimulaci riistu.

Toto nadbytecné a do jisté miry zbyteéné podavani antibiotik s sebou nese spoustu rizik. A to
z toho duavodu, ze antibiotické latky nejsou nikdy v Zivém organismu na 100 %
biotransformovany, ¢ast antibiotického 1é¢iva tedy vzdy projde trvicim traktem a je
vyloucena spolu se stfevnim obsahem. A jelikoZ jsou vykaly hospodaiskych zvifat pouzivany
jako hnojivo, dochazi timto zptisobem ke kontaminaci ptid a vod.

Stejné tak jako u zvitat nedochazi ani u lidi k UpIné biotransformaci 1é¢iva. Rezidua antibiotik
jsou tedy vyloucena, coz vede ke kontaminaci vod. Takto kontaminované vody nejsou
schopny ¢istirny odpadnich vod vy¢istit. Kal z ¢isticek odpadnich vod je ¢asto pouzivan jako
hnojivo, pokud je tedy kal kontaminovan 1é¢ivy, dojde i ke kontaminaci pudy.

Na této kontaminované pudé jsou péstovany zemédélské plodiny, které nasledné obsahuji
malé koncentrace antibiotickych 1é¢iv. Vlivem jejich konzumace c¢lovékem ¢i zvifetem
dochazi k dlouhodobému ptijimani malych davek antibiotik. Je mozné, Ze mtize dochazet k
alteraci stfevni mikroflory a dal$imu rozvoji antimikrobialni rezistence. To je jednim z
diivodli rozvoji antibiotické rezistence kromé jiz zminéného naduzivani a zbytecného
podavani antibiotik domacim zviratim.

Rostouci koncentrace 1é¢iv v Zivotnim prostiedi jsou velkym problémem. Jejich mala
koncentrace dokéze stimulovat zménu bakteridlniho genomu DNA. Tim se bakterie
ptizplsobi danému antibiotickému 1é¢ivu a je schopna se v jeho pfitomnosti mnozit a rst.
Tomuto jevu se fika antimikrobialni (antibiotickd) rezistence. Rezistentni bakterie mohou byt
velkym zdravi ohroZujicim problémem do budoucna.

Moje prace se zabyva stanovenim fluorochinolovymi antibiotiky v ruznych typech pud a v
zavislosti na vytéZznosti 1 porovnanim, jak jednotlivé vlastnosti pudy ovlivituji vytéznost
extrakce. Multirezidualni analytické metody pro stanoveni rezidui antimikrobidlnich latek v
pudé jsou dulezité pro odhaleni tzv. hotspot kontaminace, ale také pro posouzeni rizika pro
zivotni prostiedi, ale i lidské zdravi, vzhledem k péstovanym potravinam na zemedélské pade.
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TEORETICKA CAST

1. Antibiotickeé latky

Antibiotikum je latka, ktera se pouziva u lidi nebo zvifat jako 1é¢ivo bakterialni infekce.
Jedna se o produkt nékterych mikroorganismi, ti produkuji tyto latky za G¢elem zahubeni
jinych bakterii, aby a mély samy vice prostoru pro rozmnozovani a vlastni kolonie.
Antibiotické latky obecné napadaji bakterie, narusuji jejich strukturu a zabraiiuji jejich
dalSimu mnozeni [1].

Je znamo mnoho latek s antibiotickymi u¢inky, nicméné pouze maléd skupina z nich je
pouzivana jako léCivo at’ uz ve veterinarni nebo v humanni medicin€. Spousta latek s
antibiotickymi ucinky ma kromé 1é¢ebnych ucinki i vedlejsi, castokrat i toxické ucinky

[1].

Prvni antibiotika byla pfirodniho pivodu a pozdéji se zacala vyrabét synteticky. Za jejich
objevitele prvniho ptirodniho antibiotika je povazovan Skot Alexandr Fleming a to diky
objeveni penicilinu roku 1928 [2].

1.1. Uinek

Antibiotika se uzivaji pfedev§im proti bakteridlnim infekcim, nicméné mnoha z nich jsou
ucinnad i proti prvokiim a houbam, nejsou ale absolutné u€¢inna proti viram. Funguyji tak, ze
danou bakterii bud’ zabijeji (baktericidni), nebo inhibuji jeji rist (bakteriostatickd).

V organismu se chovaji tak, Ze zasahuji a poSkozuji struktury bakterie nikoli pacientovy
bunécné struktury. Této schopnosti poskodit pfedevSim cizorodou bakterii se tika
selektivita ucinku [3].

1.2. Pouziti

Kromé toho, Ze se antibiotika pouzivaji jako 1é¢iva v mediciné pfi bakteridlni infekei,
n¢kdy se podéavaji i preventivné, kvili stimulaci imunitniho systému (tzv. antibioticka
profylaxe), coz neni uplné vhodné vzhledem k rozvoji antibiotické rezistence [4].

Nadale se antibiotika zacala vyuzivat i v hospodafstvi. Podavanim jejich malych déavek
zvifatim dochdzi ke zvySovani jejich pfirGstki a také ke stimulaci jejich rastu. Kvuli
vzniku antibiotické rezistence je vySe popsané podavani antibiotik hospodafskym
zvitatim od roku 2006 v EU zakazané [5].
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1.3. Rozdéleni antibiotik

Jedna se o velmi rozmanitou skupinu latek, proto miZeme tyto latky klasifikovat na
zaklad€ riznych vlastnosti:

1.3.1. Podle spektra ucinnosti

Antibiotické spektrum je vyc€et mikrobidlnich druhl, které jsou citlivé na pusobeni
urcitého antibiotika. Lze jej vyjadfit pomoci minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC), coz
je nejniz§i koncentrace dané substance, kterd dokadze zastavit rist prislusSného
mikroorganismu, nebo prostfednictvim minimalni baktericidni koncentrace (MBC),
charakterizované jako nejnizs$i koncentrace dané substance, kterd zplsobi usmrceni
ptislusného mikroorganismu. Antibiotika se z tohoto pohledu d¢li na Uzkospektrd a
Sirokospektra [6].

Uzkospektra antibiotika 16¢i cilengji, tedy itoéi pouze na velmi malou a konkrétni skupinu
mikroorganismli, a pravé z tohoto divodu jsou mnohem Setrnéjsi k organismu.
Antibiotika Sirokého spektra se naopak zamétuji na SirSi skupinu mikroorganism, tedy i
na ty mikroorganismy, které jsou pro organismus piirozené. Mohou tedy inhibovat rist
pro clovéka symbiotickych bakterii. Svym ucinkem mohou poskodit nejen patogenni
bunky, ale i nékteré ze somatickych bunék nachazejicich se pfirozené v téle pacienta. To
znamena, ze mohou mit nezadouci ucinky v podob¢ zdravotnich komplikaci [7].

1.3.2. Podle typu tcinku

Dalsi moznosti déleni je podle plisobeni antibiotika na bakterie. Z tohoto hlediska existuji
dva rizné typy antibiotik, baktericidni a bakteriostatickd. Baktericidni antibiotikum
bakterii zahubi poSkozenim jeji bunécné struktury, ¢imz dojde k rozpadu bakterie.
Bakteriostatickd zastavuji mnozeni bakterie, ptisobi na tvorbu DNA v bakterii — a jeji
bunka ztraci schopnost se dale délit [8].

e 24

Mezi témito skupinami neni i pies podani vyssi koncentrace 1é¢iva prakticky zadny rozdil,
protoze mnoho bakteriostatickych antibiotik mtize pusobit i baktericidné. Pro rozliSeni
téchto skupin je podstatny rozdil mezi koncentraci pulsobici baktericidné a
bakteriostaticky [9].

1.3.3. Podle mechanismu tG¢inku
Podle mechanismu ucinku se antibiotika diferencuji do 4 skupin:

- inhibujici syntézu bunécné stény

- inhibujici syntézu bilkovin

- inhibujici syntézu nukleovych kyselin

- poruuji funkci cytoplazmatické membrany [10]
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1.3.4. Kriticky diilezita antibiotika

Nektera antibiotika jsou Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO) zatazena na seznam
kriticky dulezitych 1éc¢iv. JelikoZ jsou pouzivana pouze proti bakterialnim infekcim, na néz uz
obycejna antibiotika net¢inkuji, a to kvili vzniklé antibiotickeé rezistenci [11].

Tato antibiotika jsou nasledné¢ délena do skupin podle dulezitosti pro lidské zdravi na -
kriticky dilezitad, vysoce dulezitd a dulezita. Kriticky diilezitd antibiotika (CIA) jsou
(kategorie 1) a CIA s vysokou prioritou (kategorie 2). Kazda z té€chto antibiotickych latek
musi spliiovat niZze popsana dvé kritéria, aby mohla byt povazovéna za CIA [11, 12].

Kriticky dulezité antibiotikum je charakterizované jako 1éCivo, které je jako jediné (popiipadé
jako jedno z mala), G¢inné proti konkrétni bakteridlni infekci. Podminkou pro zatazeni 1é¢iva
do CIA je, aby infekce, proti které je antibiotikum G¢inné, byla zptsobena jinou ¢innosti nez
humanni. Alternativou je schopnost bakterie, proti které ma antibiotikum pusobit, ziskat
rezistenci na ostatni antibiotické latky pfirozenou cestou, respektive bez humanni ¢innosti
(napf. naduzivanim antibiotik) [11, 12].

Je velmi dilezité, aby tato antibiotika posledni instance byla i nadale u¢inné a aby nedoslo ke
vzniku rezistence na tato konkrétni 1é¢iva. Na pouziti téchto 1é¢iv tedy musi byt kladena
opatfeni a nesm¢ji byt pouzivana k prevenci jakéhokoli onemocnéni nebo k 1é¢bé zvirat. CIA
se obvykle pouzivaji jako posledni moznost v ptipadech, kdy by zadné jiné antibiotikum
nebylo ucinné [11, 12].

Skupiny vysoce dilezitych a dilezitych antibiotik jsou takové skupiny, jejichz pfedepsani a
nasledna konzumace jsou ftizeny pokyny pro bezpeéné uzivani. Museji byt pouzivana s
opatrnosti, s tim rozdilem, Ze antibiotikum zatfazené mezi vysoce dllezitd antibiotika splituje
alesponl jedno z vyse uvedenych kritérii. Mezi dilezita antibiotika patii pak ostatni 1éky s
antibiotickymi u¢inky [11, 12].

Nékteré priklady CIA:

- Cefalosporiny 3./ 4. generace.
- Fluorochinolony
- Colistin.

13



1.3.5. Podle chemické struktury

Dalsi moznosti d€leni antibiotik je na zaklad¢ slozeni molekul. Nize jsou uvedena pouze
nejzakladnéjsi z nich spolu s chinolony, kterymi se bude prace pozdéji zabyvat.

Typickym piikladem mohou byt tieba beta-laktamy, coz jsou nejcastéji predepisovana
antibiotika. Dale to mohou byt aminoglykosidy, které ptsobi pfedev§im na gramnegativni
bakterie, tetracykliny, které narusuji proteosyntézu, chinolony [13, 14].

2. Fluorochinolony/Chinolony

Chinolony jsou latky s antibiotickymi uc¢inky cisté syntetického ptivodu, fadici se do skupiny
chemoterapeutik. Jsou odvozeny od bicyklické struktury — chinolonu. Jeji postupnou
modifikaci riznymi substituenty bylo docileno specifickych vlastnosti jednotlivych slouc¢enin,
které jsou v soucasné dobé pouzivany pro 1é¢ebné tcely [15, 16].

Starsi latky tohoto pivodu (chinolony 1. generace) postradaji v molekule atom fluoru, a byly
uréeny k 1écbé infekci mocovych cest. V soucasné dobé se vSak nepouzivaji. Novéjsi latky
tzv. fluorochinolony (2. az 4. generace) obsahuji ve své struktufe atom fluoru. Diky tomu maji
sirsi spektrum Ucinku a lepsi systémovou distribuci. Jejich zakladni chemickou kostrou je
molekula chinolonu [15].

Fluorochinolony patii k nejcastéji a nejhojnéji pouzivanym antibiotickym piipravkim
z divodu Sirokého spektrum ucinku. Pasobi aktivné na gramnegativni i grampozitivni
bakterie a casteCné 1 na anaerobni bakterie. Mezi dalsi vyhody fluorochinolonii mizeme
zatadit jejich rychlé vstiebavani z gastrointestinalniho (traviciho) traktu po peroralnim podani.
Z téchto divodi jsou fluorochinolony hojné pouzivany v huménni i ve veterinarni medicing.
Naopak ale vyhody, které piinasi jejich pouZiti, jsou vyvazeny nezadoucimi ulinky a
ptredevsim rychlym vznikem bakteridlni rezistence [15-18].

2.1. Jednotlivé generace fluorochinolonti

Chinolony jsou ptevazné baktericidni latky, které mulzeme podle spektra ucinku,
farmakologickych vlastnosti, antibakteridlni aktivity, priniku do tkani a Sitky
antibakterialniho spektra rozd¢lit do 3 generaci (v ¢eské literatuie do 4).

Jako prvni generace jsou oznaCovany nefluorované chinolony. Tyto latky jsou ucinné
zejména proti gramnegativnim bakteriim, pouZivaly se k 1é¢bé infekci dutych mocovych cest,
ale v terapii se jiz nepouzivaji. K chinolonim prvni generace patii kyselina nalidixova,
kyselina oxolinov4, kyselina pipemidova, cinoxacin a dalSi latky [15].
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Obrézek 1: Struktura kyseliny nalidixové Obrézek 2: Struktura kyseliny pipemidové
Obrazek 3: Struktura kyseliny oxolinové Obréazek 4: Struktura cinoxacinu

Postupem casu se ale zjistilo, Ze substituci fluorem na pozici 6 chinolonového jadra se az
desetkrat zvySuje antibakteridlni efekt téchto ptipravki a dosahuji tak vyrazné
baktericidné&j$iho u¢inku. Témto latkdm vzniklych substituci fluoru na chilolonové jadro se
fika fluorochinolony (druhé az ¢tvrté generace). Jednotlivé generace fluorochinolonil se lisi
predevsim spektrem G¢inku proti riznym patogentim, rtiznou Cetnosti vedlejSich nezadoucich
reakci a rychlosti nartistu bakterialni rezistence [15].

Druha generace, do niz jsou fazeny napt. ciprofloxacin, ofloxacin, levofloxacin, prulifloxacin
a pefloxacin, je charakteristicka svym systémovym ucinkem a S$ir§im antimikrobnim
spektrem. Tteti generace ma také velky systémovy Gcinek a Siroké antibakterialni spektrum, a
mezi typické zastupce patii gatifloxacin, grepafloxacin, sparfloxacin a jiné v CR nedostupné
ptipravky. Zastupcem ze &tvrté generace fluorochinoloni je od roku 2001 v CR registrovan
moxifloxacin, ktery se do klinického pouZiti dostava oproti jinym statim EU ¢i USA vyrazné
pozdéji [15].
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Jednim z mnoha cilii pfi vyvoji novych fluorochinolonii bylo rozsifeni jejich spektra ucinku
na grampozitivni bakterie. To se povedlo napf. u moxifloxacinu, ktery je schopny inhibovat
rust bakterie Streptococcus pneumoniae, toto antibiotikum. Toto antibiotikum je tedy G€inné
proti pneumonii, tuberkuldze a k jinym respiraénim onemocnénim. Diky tomu nese cela ¢tvrta
generace fluorochinolonli oznaceni ,,respira¢ni fluorochinolony*. Kromé¢ moxifloxacinu do
této skupiny patii i napiiklad gemifloxacin (bronchitida), trovafloxacin a sitafloxacin. Tyto
ptipravky ale nejsou v CR k dispozici, protoZe jejich uzivani p¥inasi velké mnozstvi rizik [15,
17].

2.2. Utinek

Fluorochinolony inhibuji syntézy DNA bakterialni buriky, a to tim zplsobem, Ze blokuji
funkci gyréz, coz jsou enzymy (bakterialni topoizomerazy), které zodpovidaji za splétani a
rozplétani fetézci DNA pii bunééném dé¢leni. Kvili inhibici bakterialni gyrazy dochazi ke
vzniku zlomt v bakterialni DNA, a poté bakterie umira [19,20].

Fluorochinolony se ukazaly jako G¢inné u mnoha infekci, véetné nekomplikovanych nebo
komplikovanych infekci mocovych cest, infekci dychacich cest, kapavky, bakterialni
gastroenteritidy a infekci mékkych tkani zptisobenych gramnegativnimi organismy. Obecné
lze fici, ze uspéch byl pozoruhodny pii lécb¢ gramnegativnich infekci, ale méné u
grampozitivnich infekci [15, 17].

2.2.1. Nezadouci ucéinky

Nezadouci ucinky fluorochinolond, jez jsou napi. hypersenzitivni reakce, zdvraté, bolesti
hlavy, gastrointestinalni poruchy a drobné hematologické abnormality, jsou obvykle mirne a
pfechodné a neptedstavuji tedy vaznéjsi problém. Naopak bylo zjisténo, Ze fluorochinolony
poskozuji juvenilni nosné klouby u zvifat, a z toho divodu se u déti museji pouzivat pouze s
opatrnosti. Nékteré z dalSich velmi zavaznych nezadoucich Gc¢inkt fluorochinolonii vedou k
invalidité, mohou poskozovat soucasné vice organovych systémd, nejcastéji svaly, Slachy, jiz
zminéné klouby, periferni nervy a centralni nervovy systém. Tato poskozeni jsou potencialné
trvala. Mezi dalsi nezddouci ucinky patii napf. fototoxicita a vznik srde¢ni arytmie [15, 17].

NiZze uvedené nezadouci ucinky vedly evropskou agenturu EMA k celoevropskému
prehodnoceni aplikace flurochinolonti v medicing, které vedlo k témto opatfenim, kterymi je
momentalné fizeno predepisovani a uzivani fluorochinolonti:
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1) Gplné zataveni pouzivani veSkerych chinolonti 1. generace at' uz v humanni nebo
veterinarni medicing

2) omezeni pouzivani fluorochinolont ostatnich generaci k 1é¢bé malo zavaznych infeket,
nebakterialnich infekci, k prevenci prijmu cestovatelt, k 16¢bé opakovanych infekci dolnich
mocovych cest, mirnych nebo méné zavaznych infekci s vyjimkou situaci, kdy nemiize byt
pouzita obvykla 1écba nebo nemiize byt pouzit jiny 1é¢ebny ptipravek.

3) Gplné preruseni podavani fluorochinolonli pacientim, ktefi maji vétsi predpoklady ke
zvySenému riziku vzniku nezddoucich uc¢inkii (osoby s vySe zminénymi nezadoucimi tcinky,
star$i osoby, pacienti s onemocnénim ledvin, s transplantovanymi organy, nebo uZivatelé
kortikosteroidi) [15-18].

2.2.2. Interakce

Fluorochinolony mohou tvofit komplexy s dvojmocnymi (Mg?*) a trojmocnymi ionty (AP*),
které jsou obsaZen v antacidech a sukralfatech. Mohou ale interagovat i s jinymi kovovymi
kationty (napt. Ca?*, Fe?* nebo Fe?*). Je tfeba se vyvarovat soutasného uzivani téchto latek,
at’ uz v potravé nebo v podobé jinych 1éciv, a to i s odstupem nékolika hodin, jelikoz tato
interakce zptsobuje snizeni absorpce fluorochinoloni [21-23].

Fluorochinolony dokazi svym pilisobenim zvySovat ucinek fady léciv, zejména teofylinu,
kofeinu, digoxinu, glibenklamidu, rifampicinu, cyklosporinu. Tato zvySeni U¢innosti jsou
pozorovatelné u vSech fluorochinolont s vyjimkou ofloxacinu u kterého neni prokéazana

vvvvv

lé¢enych peroralnimi diabetiky se mohou projevovat poruchy glukézové tolerance [17].
2.3. Zastupci

2.3.1. Ciprofloxacin

Ciprofloxacin je jednim z nejpouzivangjSich, nejznaméjsich a zaroven nejprozkoumangjsich
fluorochinolonovych Sirokospektrych antibiotickych 1€¢iv. Patii mezi fluorochinolony druhé
generace, je ur¢en k podani v podobé tablet, kapek ur¢enych k peroralnimu podani, usnich
kapek, o¢nich kapek a o¢ni masti. Podava se také injek¢né, tento zplisob podani je ale mozny
pouze v nemocnici. Vzhledem k dobré rozpustnosti ciprofloxacinu v tucich a slabé vaznosti
na bilkoviny se toto antibiotikum rychle vstiebava do organismu, coZ je provazeno rychlym
ucinkem [13, 24].

Ciproflaxin se pouZivd k prevenci nebo k 1é¢bé bakterialnich infekci, napf. pneumonie,
kapavka nebo bfisni tyfus. Muze byt také pouzit k 1é¢bé bronchitidy, sinusovych infekci nebo
infekci mocCovych cest. Jeho uzivani je mozné pouze na zékladé 1ékai'ského predpisu. Uzivani
ciprofloxacinu je spojeno s mnoha nezadoucimi u¢inky. Mezi ty nejznaméj$i a nejhojnéji
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vyskytované patii problémy se Slachami a svalstvem, poskozeni nervil, vazné zmény nalad
nebo chovéani, nebo nizka hladina cukru v krvi. Kromé nezadoucich G¢inka je toto 1é¢ivo
spojené se vznikem antibiotické rezistence, a to je diivodem, pro¢ je nutné ho piedepisovat
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Obrézek 5: Struktura ciprofloxacinu

2.3.2. Enrofloxacin

Je syntetizovany fluorochinolon druhé generace, jednd se o antibiotikum, které je urceno
Kk veterinarnimu pouziti, vétSinou k 1é¢bé domacich zvifat. Enrofloxacin ma velmi Siroké
spektrum uc¢inku, které je pfevazné baktericidni, pusobi na grampozitivni a gramnegativni
bakterie, naopak neni G¢inny proti anaerobnim bakteriim [13, 25].

Casto je pouzivan pii infekcich mékkych tkani, respiraénich obtizich domacich zvitat, dale
pti infekei kiize a mocovych cest. Toto antibiotikum se pro vyse zminéné infekce uziva pouze,
pokud jsou dané bakterie, zpusobujici infekci, rezistentni proti jinemu antibiotiku [26, 27].
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Obrézek: 6 Struktura Enrofloxacinu
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2.3.3. Norfloxacin

Norfloxacin je fluorochinolobové antibiotikum, které je ureno k pouziti k bakteridlnim
infekcim u lidi. A to konkrétné k 1é¢né prostaty a mocovych cest (mocovy méchyt a ledviny).
Vyjimecné se norfloxacin uziva k 1é€bé kapavky.

UZivani tohoto antibiotika je spojeno s mnoha riziky, mezi néz mohou pattit naptiklad otoky,
ztuhnuti a omezeni hybnosti kloubl, natrZeni a ochabnuti Slach. Tyto rizika jsou
pravdépodobnéjsi s rostoucim vékem [28].
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Obrézek: 7 Struktura norfloxacinu
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2.3.4. Ofloxacin

Ofloxacin je fluorochinolonové antibiotikum, které zamezuje mnozZeni bakterie a pouziva se
pti 1écbé zanétd ucha nebo 0o¢nich infekci (zanét rohovky, jeéné zrno a zanétu spojivek).
Nadale muze zapricit nizkou hladinu cukru v krvi a kromé toho muize dojit vlivem jeho
uzivani v nékterych ptfipadech k poskozeni nervii a Slach. Vzhledem k tomu, Ze muze
zpuisobovat invaliditu, je pfedepisovan pouze proti zdvaznym infekcim, kterd nejdou fesit
jinou cestou [29].
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Obrazek 8: Strukturni vzorec Ofloxacinu
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2.3.5. Perfloxacin

Je opét fluorochinolonové antibiotikum G¢inné proti grampozitivnim a gramnegativnim
bakteriim. Pusobi proti stafylokokovym infekcim, infekcim dychacich cest, infekcim kosti a
kloubu. Neméli by jej pouZivat déti do 12 let [30].
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Obrazek 9: Struktura perfloxacinu

2.3.6. Moxifloxacin

Moxifloxacin se uziva k 1ébé bakteridlnich zanétlivych onemocnéni dychaciho Ustroji
konkrétnéji proti zanétu prudusek, plic a dutin. Obecné se predepisuji vyjimecné a to pouze
tehdy, kdy uZz neni jiného vychodiska, jelikoz mohou zpusobovat zdravotni problémy.

wvrwe

[31].
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Obréazek 10: Struktura moxifloxacinu
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3. Antibioticka rezistence

Antibiotickou rezistenci miizeme definovat jako odolnost organismii vici antibiotiku.
Bakterie, ktera je odolna vii¢i antibiotickému 1é¢ivu je schopna v jeho ptfitomnosti nadéle Zit a
mnozit se [32].

Antibiotickd rezistence se d¢li na pfirozenou a ziskanou. Pfirozend (primarni) rezistence se
vztahuje na bakteridlni druhy, které jsou mimo spektrum plisobeni antibiotika. Je zptsobena
vlastnostmi dané bakterie napf. geneticky podminénou necitlivosti bakterie na dané
antibiotikum. Z toho vyplyva, Ze bakterie s pfirozenou rezistenci je odolna vici puisobeni
antibiotika i bez pfedchoziho kontaktu s antibiotickym lé¢ivem [32, 33].

Ziskana (sekundarni) rezistence je zpusobena mutaci genomu, respektive adaptaci DNA
bakterie a vytvofeni protilatek vac¢i konkrétnimu antibiotiku. Dana bakterie se stane
rezistentni béhem 1é€by, nebo nasledkem opakovaného uZivani antibiotika. Ziskana rezistence
vznika tedy bud’ evoluci bakteridlniho genomu, nebo pfenosem genu rezistentni bakterie na
jinou bakterii bunéénym délenim. Jinou rGzné mechanismy (transdukce, konjugace,
transpozice a transformace), kdy se pfenos se uskutec¢iiuje pomoci mobilnich ¢astic v buiice

(plazmidy) [32, 33].

Rezistentni bakterie vSak existovaly i pfed érou hojného uZivani antibiotik a to kvuli
ptirodnimu ptivodu nekterych antibiotickych latek, které jsou produkovany riiznymi druhy
mikroorganismu. Tato rezistence ale neni tolik rapidni a nebezpecna vici lidskému zdravi

[34].
3.1. Priciny vzniku

Vznik a Sifeni antibiotické rezistence muize mit mnoho pficin. Jedna z hlavnich pficin je
chybné uzivani antibiotik, coZ je v soucasnosti velkym problémem. Obzvlasté pak
problematické je pouziti nevhodného antibiotika (napf. proti rezistentnimu pivodci), nebo
pfedepsani antibiotik pfi 1é€bé virovych onemocnéni, jako je ryma nebo chiipka. Lékar by
proto m¢l pacientovi s nejasnou diagnézou pred piedepsdnim jakéhokoli antibiotického 1é¢iva
ud¢lat test na C-Reaktivni protein (CRP) test, aby si byl jisty virovym onemocnénim. Dalsi
pricinou antibiotické rezistence je nedodrzeni nebo nedobrani celé piedepsané davky
antibiotik. Pacient v takovych ptfipadech ptestane uzivat pfedepsané antibiotikum, a kvili
tomu nejsou veskeré mikroorganismy (bakterie) zcela zniceny. Kromé selhdni 1écby vede toto
chovani k rozvoji antibiotické rezistence u netipln€¢ zahubenych populaci bakterii.

Dalsim velkym problémem a pficinou vzniku antibiotické rezistence miize byt podavani
antibiotik hospodatskym zvifatim kviili prevenci pfed onemocnénimi nebo jako stimulatory
riistu a hojng&j§ich piirtistkd, aplikace antibiotik z téchto diivodd je ale v CR a v celé EU od
roku 2006 zakézana. Toto zbyte¢né podavani antibiotik hospodaiskym zvifatim vedlo totiz k

velkému rozvoji antibiotické rezistence [35, 36].
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3.2. Diisledky

Antibiotickd rezistence ohrozuje 1é¢ebné postupy, které hraji velkou roli pii 1é¢bé pacientti
antibiotiky. Kvili rychlému vzniku rezistence jsou bakterie, které zptsobuji diive snadno
vylécCitelné a banalni infekce, odolnéjsi a odolngjsi vici konkrétnimu antibiotiku, a ohrozuji
jeho ucinnost. Mlze se stat, Ze za par let budou snadno vylécitelné infekce hrozbou, a budou
ve velké mife ohroZzovat nase zdravi. DalSim problémem naduZivani antibiotik je kontaminace
zivotniho prostiedi. Antibiotika totiz mohou kontaminovat vody nebo ptdu. (viz kapitola 4.1)
[13, 37].

Studie provadéné roku 2019 odhaduji na zéklad¢ dat ze systematickych prehledu literatury,
nemocni¢nich systéma a dalSich zdroji, ze doSlo k asi 4,95 milionim umrti spojenych
s antibiotickou rezistenci, vcetné¢ 1,27 milionli umrti jednoznacné pfipsané antibiotické
rezistenci [37].

4. Kontaminace Zivotniho prostredi

Kromé vzniku antibiotické rezistence muze naduzivani antibiotik kontaminovat Zivotni
prostiedi.

4.1. Pavod rezidui

Antibiotika se do ptd, vod a vSeobecné do zivotniho prostiedi dostavaji riznymi zptsoby. Jiz
pfi vyrobé antibiotik je produkovan odpad a zplsob jeho likvidace musi byt v souladu se
zakonnymi piedpisy o ochrané Zivotniho prostfedi. Do Zivotniho prostiedi mize ale vstupovat
1 velka ¢ast predepsanych/uzivanych antibiotik, ktera nejsou pti uplném dobrani odevzdana do
Iékaren k odborné likvidaci, nybrz konci na skladkéach, a tim dochézi ke kontaminaci pid.
Velka cast respondentll schrafiuje po nelplném dobréni antibiotik IéCiva doma a tim
nevédomky napomahaji ke zvyseni emisi antibiotik [38].

DalS§im problémem je podavani antibiotik hospodaiskym zvifatim, kvili zrychleni ristu,
popiipadé jako prevence pfed onemocnénim (coz je v CR zakazané od roku 2006). Tato
bezdlivodna aplikace antibiotik vede k rozvoji antibiotické rezistence.

Odhaduje se, ze az 70 % spotiebovanych antibiotickych 1é¢iv je v USA podavano zvifatim, a
to pravé z vySe uvedenych diavodi. V Evropé se procentualni vyuzZiti antibiotickych 1é¢iv pro
veterinarni Gcely z celkové konzumovanych antibiotik obecné¢ odhaduje na 2,3 % - 95 % v
zavislosti na typu antibiotika. Fluorochinolony jsou pro veterinarni ucely vyuzivany z 2,5 % z
celkové predepsanych antibiotickych 1é¢iv (tdaje z roku 2018). Graf niZe, popisuje
veterinarné vyuzita antibiotika v Evropé v letech 2011 — 2020 celkové a zaroven udava
spotieby fluorochinolonovych antibiotik taktéz pro veterinarni ucely [38-40].
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Graf 1: Spotfeby antibiotik pro veterinarni ucely v prubéhu poslednich let

Antibiotikum po poziti zvifetem projde travicim traktem zvifete, nemusi dojit k uplné
biotransformaci, vlivem ¢ehoz dojde k vylouceni spolu se stfevnim obsahem. Jelikoz jsou
exkrementy zvifat pouzivany jako hnojiva, miize dochazet jejich naslednou aplikaci na ptidu
ke kontaminaci pid, coz je spojeno s kontaminaci potravin na ni péstovanych. Pii konzumaci
téchto potravin c¢lovékem dochazi spolu s potravou k piijmu malych koncentraci
antibiotickych latek, coz podporuje opét vznik antibiotické rezistence.

Neuplna biotransformace a nasledné vylouceni antibiotika exkrementy je jednim z hlavnich
zdroju rezidui. Praimérné muze byt vylouceno az 90 % pozitého antibiotika v zvislosti na
tfide€ 1é¢iva. Dochazi tedy k uniku z téla spolu se sttevnim obsahem.

Antibiotika, ktera po uziti prechazeji do krevniho ob¢hu, nemuseji podlehnout Gplné
biotransformaci, a tato Cast antibiotického 1éCiva se poté v plvodni podobé vylucuje
ledvinami. Dal§im souvisejicim problémem miiZze byt napiiklad to, ze ackoli 1é¢ivo podlehne
biotransformaci, tak i pfes to se v exkrementech a v moci nachazi v podobé metabolitt, které
mohou byt bioaktivni a tim znec€iStuji odpadni vodu.

Antibiotika se i pfes nékolika fazové c¢isténi odpadni vody v Cistirndch odpadnich vod
dostavaji do vodnich tokl a nasledné pid, kam se vstiebavaji z povrchovych vod. Rezidua
antibiotik, kterd pochéazeji z lidskych sidel, v8ak nejsou snadno z odpadnich vod odstranitelna,
a to je dalsi z ptic¢in kontaminace pud antibiotiky a vSeobecné 1é¢ivy [38, 41].
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4.2. Aplikace odpadni vody a hnoje na zemédélskou pidu

Ceska republika se potyka s velkym mnoZstvim nedostatku tradi¢nich organickych hnojiv,
jako jsou hniij a kejda. Jednou z alternativ, jak nahradit tato hnojiva je pouziti kali z COV.
Tyto kaly jsou pro pudy zdrojem organické hmoty, mikro prvkt a Zzivin. Hnojeni timto
zptisobem muze ale pfinaset spoustu nevyhod. Vzhledem k tomu, z jakého prostfedi kaly
z COV pochazeji, je nutno velmi pozorné sledovat jejich obsah a sloZeni, aby nedochézelo ke
kontaminaci ptid napt. t&zkymi kovy & 1é¢ivy. V CR se kaly pouzivaji k p¥imé aplikaci na
zeméd¢lskou padu, pied jeho pouzitim musi dojit k hygienizaci. Mezi dalsi podminky pro
pouziti kalt patii obsah rizikovych prvkl, pro ktery je stanoven limit, ktery nesmi byt
ptekrocen [42].

V disledku pouziti kald zCOV jako hnojiva pro zemédélskou pidu, miZze dojit ke
kontaminaci pud antibiotiky a jinymi 1é¢ivy, a to z toho diivodu, Ze kal pochazejici z odpadni
vody odebrany z COV je ptivodem z lidskych sidel. Odpadni vody z lidskych sidel byvaji
kontaminovény 1é¢ivy a antibiotiky, kterych se COV tipIn& nezvladnou zbavit a po aplikaci
kalu jako hnojiva na zeméd¢€lskou ptidu dochazi ke kontaminaci pid antibiotiky. Tato rezidua
antibiotik mohou mit negativni vliv na zivotni prostfedi a také na Cloveka, ktery pozije
potraviny, které byly vypéstované na kontaminované ptid¢. V tom piipadé pfijima dlouhodobé
po malych davkach malé koncentrace téchto 1éCiv. Tyto faktory vSeobecné zpilisobuji rozvoj
bakterialni rezistence, ktera je aktudlné¢ velkym problémem. Zbytky antibiotik mohou
ovlivitovat i vyvoj samotné hnojené rostliny, protoZze mohou byt rostlinou absorbovéany, coz
naruSuje jeji fyziologické procesy [43].

Aplikace hnoje a recyklace vody pro dalsi vyuZiti jako hnojiva je podporovano EU v ramci
Cirkularni ekonomiky Evropské unie. Predpoklada se, ze bude nutné uzivat ¢im dal vice kala
z Cistiren odpadnich vod, které bude nutné recyklovat pro nasledné pouziti jako hnojiva,
jelikoZ je nutné udrzet zemédé€lskou produkcei z divodu ristu populace. To ovSem zapiicini
hojn&jsi kontaminaci pid 1é¢ivy nebo t&Zkymi kovy Reni tohoto problému by mohlo byt
docisténi odpadnich vod pomoci procestt oxidac¢nich, a to naptiklad UV lampami, ozonem
nebo peroxidem vodiku. Tyto procesy je mozné kombinovat za ic¢elem intenzivniho ¢iSténi. U
hnoju je zapotiebi ptfed aplikaci na plidu nechat obsazena 1é¢iva zdegradovat. Rozlozeni nebo
pokles koncentrace 1é¢iva v hnojivu mizeme dosahnout napiiklad fermentaci, a to tak, ze
zamezime pristupu kysliku a nechdme hntlj n&jakou dobu kvasit. Pokud dojde ke kontaminaci
pudy kontaminovanym kalem nebo hnojem je mozné zpétn¢ antibiotika z ptid do né&jaké urcité
faze odstranit, naptiklad aplikaci latky, ktera je schopna antibiotika z pidy adsorbovat na svijj
povrch. Takovouto latkou by mohl byt napiiklad biouhel, ktery disponuje sorpcnimi
vlastnostmi a jedna v podstaté zuhelnéna biomasa [44, 45].
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5. Pida

Vytvaii nejsvrchngjsi vrstvu zemské kury, a tedy i pedosféry. Pida je tenka vrstva nachazejici
se na povrchu Zemé¢, sklada se ze zvétralych hornin, organickych materiali, vzduchu a
vody. Puda je Zivotnim prostfedim pidnich organismi, jednim z hlavnich zdrojt obzivy pro
clovéka (produkce potravin), z n¢hoz vyristaji rostliny a ziji v ném zivocCichové. Témto
rostlindm ptda poskytuje vodu a Ziviny, také piispiva k regulaci vody a atmosférickych plynt
a hraje dulezitou roli v regulaci klimatu [46, 47].

5.1. Vznik pudy

Proces, pii kterém dochazi ke vzniku pudy, se nazyvé pedogeneze. Piida vznika postupné
zvétravanim hornin, ¢innosti mikroorganisma (pidotvornych ¢initelll), vznikem substratu, a
nakonec vznikem samotné pudy, jejiz 1 cm se tvoii asi 1000 let, proto je povazovana za
neobnovitelny zdroj. Mezi faktory, které ovliviiuji kvalitu a rychlost vzniku pidy patii
naptiklad klima, topografie, podkladovy material, a ptredev§im pldotvorni Cinitelé, jejichz
rizné kombinace a intenzita vyskytu na konkrétnim uzemi vedou ke vzniku riznych druht
pud [48].

5.2. Slozeni pid

Pro nés jiz znamou a Casto viditelnou pevnou slozku pudy tvoii organické latky, mezi néz
patii humus (huminy, huminové kyselin a fulvunové kyseliny) rizné organismy a
mikroorganismy a taktéz nehuminové latky jako naptiklad nukleonové kyseliny, sacharidy
atd. Spolu s organickymi latkami tvoii pidu i anorganické latky (voda, soli, plyny, kovy,
mineraly, horniny atd), respektive mineralogicka Cast, k niz se fadi napriklad rizné horniny.
Pida se kromé& pevné slozky sklada i z kapalné a plynné, pidni voda spole¢né s pidnim
vzduchem vypliuji veskeré volné prostory mezi pevnymi ¢asticemi [46, 48].

5.2.1. Kapalné faze

Piidni voda napomaha riistu rostlin a je jednim z hlavnich faktora pro jejich vyzivu, jelikoz se
v ni rozpoustéji minerdly. Tyto latky rozpusténé ve vodé ve formé iontl jsou ndsledné
pristupnéjsi pro rostlinstvo. Zdrojem ptdni vody jsou pfevazné srazky, poptipad¢ podzemni
voda, ktera vlivem kapilarnich sil mize vzlinat do kofenové zony, nebo povrchova voda,
ktera se do pudy dostane vsakovanim [46, 48].
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5.2.2. Plynna faze

Pidni vzduch se v mnoha faktorech velmi li§i od atmosférického, jeho slozeni ovliviiuji
mikroorganismy a kofeny rostlin. Obsah pidniho vzduchu je zavisly na mikroorganismech a
pudni vodé, mezi nejintenzivnéji zastoupené plyny v pade patii kyslik (49 %), dusik (0,2 — 0,4
%) a oxid uhli¢ity (v praméru 16 % - v raSelinach to mize byt az 50 % zatimco v polopoustich
pouze 0,8 %) [48, 49].

5.3. Vlastnosti pid

Zakladni vlastnosti ptd kategorizujeme do fyzikalnich, chemickych a biologickych.

5.3.1. Fyzikalni vlastnosti pud

Jsou zavislé prevazné na vztahu mezi ptidni pevnou a kapalnou fazi. Délime je na zékladni
fyzikalni, hydrofyzikalni, fyzikalné-chemické a tepelné vlastnosti. Mezi fyzikalni vlastnosti
pud patii naptiklad soudrznost (charakterizuje silu, jiz se pfitahuji vzajemné sousedni Castice
pudy), struktura, zrnitost, mérnd a objemova hmotnost, porovitost a prilnavost (sila mezi
Casticemi pudy a libovolnym predmétem). K hydrofyzikdlnim patii propustnost, vlhkost,
hygroskopicita a provzdusenost, nadale k vlastnostem fyzikalné-chemickym patii ku ptikladu
plasticita, konzistence, lepivost a soudrznost, a nakonec tepelné vlastnosti ke kterym patii
tepelnd kapacita, tepelna vodivost a teplota pudy [48-50].

5.3.2. Chemické vlastnosti pud

Chemické sloZeni a vlastnosti pidy jsou pievazné ovlivnény chemickymi reakcemi a procesy
probihajicimi v pudé. Mezi zakladni chemické vlastnosti patii pH pudy a pudni sorpéni
komplex (je schopnost ¢astic pudy poutat prvky, které jsou nezbytné pro vyZivu rostlinstva a
pro padotvorny proces), vodivost, sloZeni (obsah dusiku, fosforu a uhliku) [50, 51].

5.3.3. Vlastnosti piid, které maji vliv na extrahovatelnost 1é¢iv

Mezi vlastnosti, které nejvice ovliviluji extrahovatelnost 1é¢iva z pudy, mize patfit obsah
pisku, prachu a jilu, pficemz na zakladé podilu téchto latek v hlin€ se urcuje pldni typ.
DalSim velkym c¢initelem, ktery znané€ ovliviiuje extrahovatelnost, miize byt obsah kationtt,
a to napiiklad Caz*, K* dale obsah huminovych fulvokyselin, vodivost a pH [53].
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Pii extrakci antibiotickych latek a obecné 1é¢iv z pidy nejsme schopni dosahnout 100 %
extrahovatelnosti 1€Civ, a to z divodu vazanosti 1é¢iv v pade. LéCiva jsou v ptd¢ vazana
riznymi interakcemi Van der Waalsovymi silami, vodikovymi mustky, mohou byt
mechanicky zachycena v pudé nebo vdzéana kovalentnimi vazbami [54, 55].

5.4. Rozdéleni pud

Piidu délime podle obsahu pevnych latek, zrnitosti a mechanického slozeni na ptdni druhy a
podle pH a obsahu zivin na plidni typy. Pidni typy kategorizujeme na cernozemé,
hnédozemé, rendziny, podzolové pidy a nivni plidy. Mezi ptidni druhy fadime jilovité, hlinité
a pisCité pudy [46].

6. Extrakce

Extrakce, nebo li vyluhovani je laboratorni metoda, pii niz dochazi k prechodu latky z
kapalné, poptipadé pevné faze do jiné kapalné faze. Vyuziva se pfi ni rozdilné rozpustnosti
latek ve smeési rozpoustédel a je mozné ji vyuzit i termolabilni latky, protoze se teplota
extrakce muze pfizplsobit teploté, kterou teplotné nestalda latka snese. Muzeme tedy
extrahovat pfi laboratorni teploté, poptipad¢ za chladu [56, 57].

6.1. Extrakce pevného vzorku kapalinou

Extrakce pevného vzorku obecné znamend pievedeni pevného vzorku na kapalinu, tento
vzorek bude mozné rozpoustédlem vyextrahovat. Pevny vzorek se tedy obecné nadrti tak, aby
m¢ély Castice co nejmensi povrch z divodu co nejucinngjsi extrakce. Jako rozpoustédlo volime
latku, kterd méa stejnou polaritu jako latka, jiz chceme ze vzorku izolovat. Pro extrakci
fluorochinolonii se nejéastéji pouziva metanol, acetonitril a Mcllvaintv pufr (rizné pH) a
MgNOs nebo EDTA [58, 59].

Jednim z mnoha dulezitych krokii extrakce je zabezpeceni kontaktu vzorku s rozpoustédlem.
K tomu je mozné vyuzit tfepacku nebo jinou alternativu protfepani vzorku, pomoci niz se
roztok zhomogenizuje. Nésledné je vhodné pouzit ultrazvuk (pro sonikaci vzorku), ktery je
nutné regulovat dle navdzky vzorku, kterd v naSem ptipadé ¢ini 1 g, proto bude stalit
10 minut.

Zavéretnou fazi izolace 1é¢iv z pevného vzorku je centrifuga, nebo také odstiedivka, diky niz
je ze suspenze pomoci odstfedivé sily odd€lena pevnd faze od rozpoustédla. Pomoci ni
zbavime roztok rozpoustédla nezadoucich zbytk pudy (vzorku). Kdyby zlistala pevna faze
vzorku v rozpoustédle, mohla by se ucpat SPE kolona pfi extrakci a také diky oddéleni
rozpoustédla od pevné faze je mozné exrahovat ze vzorku nékolikrat po sobé a tedy dojit k
vy$si vytéznosti extrakce [60, 61].
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6.2. Extrakce na tuhou fazi

Jelikoz mame vzorek, v némz je koncentrace léCiva niz§i nez limit stanoveni ptislusnou
metodou, kterou jsme pouzili ke stanoveni, je tfeba provést prekoncentraci analytu. Nizsi
koncentrace analyzovaného materidlu je ve vzorku proto, Ze se antibiotika v ptidach vyskytuji
ve velmi nizkych koncentracich. Ptizplsobit vzorek tomuto stanoveni ndm pravé pomuze
extrakce na tuhou féazi. Ta je zaloZend na principu nandseni predem extrahovaného vzorku,
ktery musi byt vhodné upraveny. Uprava spoéiva ve zfedéni demineralizovanou vodou z
divodu velkého obsahu organickych rozpoustédel, pomoci nichZ jsme extrahovali antibiotika
z pudy. Dalsi moZnosti upravy vzorku pomoci extrakce na tuhou fazi miize byt ptizptsobeni
pH nebo pfefiltrovani. Obecné tedy u extrakce na tuhou fazi dojde k precisténi a
zakoncetrovani vzorku. Postupné dochédzi k nanaseni vzorku na kolonu a jeho postupnym
prichodem kolonou, ktera je naplnéna sorbentem, ktery je schopen na zikladé polarity a
dalSich vlastnosti zachytit sledovany analyt (v naSem pfipadé¢ fluorochinolonové
antibiotikum). Z téchto diivodu je potieba vybrat kolonu s vhodnym sorbentem, mize to byt
naptiklad aktivni uhli, silikagel, styren-divinyl benzenovy kopolymer, apod. [62].

6.2.1. Extrakéni metoda SPE (solid phase extraction)

Tato laboratorni technika spoc¢iva v interakcich mezi tfemi slozkami, mezi né€z patii tuha faze
(sorbent), analyt a rozpoustédlo. SPE muize fungovat na dvou riznych principech, a to na
zadrZeni analytu, pficemz roztok rozpoustédla prochazi kolonou do plastové nadoby. Druhy
typ funguje na pfesné opacném principu, tedy na zadrzeni matrice a propusténi analytu.
Obecn¢ dochazi k izolaci za snizeného tlaku (ktery zapricinuje pratok vzorku kolonou) z
komplikovanych matric, kdy izolace probiha v jednom kroku spolu s piecisténim a
zakoncentrovanim, ¢emuz pedchazi distribuce analytu mezi pevny sorbent a kapalnou matrici
[60-62].
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Obrézek 11: Aparatura pro provedeni SPE

6.2.2. Popis kolony

Kolona, kterou jsme pouZili pro nade stanoveni, je tvofena z polypropylenu. V jeji spodni
Casti se nachazi porézni frita z polyethylenu, v niZ je sorbent (Oasis HLB - polymerni
sorbent), pficemz jeho hmotnost se odviji od mnozZstvi vzorku, ktery nandSime na danou
kolonu. V nasi praktické ¢asti jsem pouzila kolonu s 200 mg sorbentu. Sorbent se nachazi
mezi dvéma fritami a jeho velikost porii musi odpovidat velikosti ¢astic nandSen¢ho vzorku,
coz muze byt v fadu 45-100 um. Rozméry kolony jsou dostupné nejcastéji okolo 10 mm
pruméru, a celkovém objemu 1-6 ml. Extrakce 500 ml roztoku muze takovouto kolonou
zabrat 2-3 hodiny v zavislosti na nastaveni rychlosti pritoku roztoku kolonou, znecisténi,
rozpoustédle, atd. [61].
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Obrézek 12: Kolona pro provedeni SPE
6.2.3. Jednotlivé kroky extrakce a provedeni SPE

Extrakce je sloZzena z n€kolika zdkladnich krokli, mezi n€z patfi kondicionace sorbentu,
nanaseni vzorku, promyti, suSeni a eluce, poptipadé na zavér zakoncentrovani vzorku N tedy
vysuseni vzorku od rozpoustédel.

Kondicionace je ptiprava kolony a pfizpusobeni podminkam, za kterych je extrakce
provedena. Je realizovana za pomoci rozpoustédla nebo vody, vzdy s podobnymi vlastnostmi,
jako ma vzorek. Kondicionace je provadéna objemem rozpoustédla v zavislosti na velikosti

kolony z diivodu zbaveni kolony necistot. Rychlost priitoku rozpoustédla je doporucovana
kolem 1ml/min [60, 61, 63].

Nésleduje naneseni znamého objemu vzorku, ktery musi byt na kolonu nanaSen rychlosti
kolem 5 ml/min. Analyt vzorku musi byt schopny se pod takovouto rychlosti zachytit na
kolon¢, zbytek rozpoustédla prokape a je zachycen v nadobé. Veskeré operace probihaji za
snizen¢ho tlaku. Tato operace miize trvat 2-3 hodiny v zavislosti na objemu vzorku. Na zaveér
nanaseni veskerého vzorku je nutné nadobu se zbytky nanaseného vzorku proplachnout vodou
abychom dosahli kvantitativniho pfevedeni vzorku do kolony a uplné extrakce a zaroven
aparaturu promyli [60, 61].
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Dulezitou fazi extrakce je promyti, které se provadi rozpoustédlem za ucelem odstranéni
nezadoucich interferujicich latek, abychom je pii eluci nedostali do naseho vzorku, protoze
mohou ovlivnit stanoveni, poptipadé v dalsim kroku znecistit kapalinovy chromatogram. Je
dalezit¢ zvolit takové rozpoustédlo pro promyti, aby nedoSlo k eluci analytu, tedy
izolovaného antibiotika, ze sorbentu, ale aby mélo rozpoustédlo dostate¢nou elu¢ni silu k
eluci matrice vzorku — interferujici latky, kterou obsahoval vzorek prochazejici kolonou.
Objem rozpoustédla by mél byt takovy, aby doslo k promyti kolony od interferujicich latek,
nem¢l by vSak byt schopen vymyt 1é¢iva. Rychlost pritoku by méla odpovidat 1 ml/min [60,
61].

Predposledni ¢ast extrakéni metody SPE je suSeni, které probihd pod vakuem. Mé¢Elo by
sorbent zbavit nadbytec¢né vlhkosti (vody), kterd by mohla byt poté nezddouci pro odpatovani
eludtu pod plynnym dusikem. Voda obsazena v sorbentu SPE kolony a pozdé¢ji tedy i ve
vzorku, se odpafuji hiife nez organickd rozpoustédla (methanol), kterymi je vzorek eluovan.
Voda obsazena v sorbentu a nasledné ve vzorku muze tedy zhorsit reprodukovatelnost eluce
[60].

Posledni casti extrakce, jak uz bylo naznaceno vyse, je eluce. Je provadéna malym objemem
rozpoustédla, které by melo mit vyssi elucni silu a také by mélo byt svou polaritou podobné
rozpoustédlu, které bylo pouzito pro rozpusténi daného vzorku. Provadi se ve dvou krocich
(dvéma alikvoty objemu rozpoustédla), coz ji ¢inni uc¢inngjsi [60, 61].

7. Kapalinova chromatografie

Kapalinovd chromatografie je jedna z nejpouzivanéjich analytickych separa¢nich metod.
Slouzi k separaci rozpuSténych iontd nebo molekul (vCetné nami analyzovanych
fluorochinolonovych antibiotik). Pomoci této metody separujeme slozky smeési od sebe na
zaklad¢ jejich afinity ke stacionarni (nepohyblivé) nebo k mobilni (pohyblivé) fazi, které jsou
mezi sebou vzajemné nemisitelné.

Pohyb vzorku, jak uz bylo zminéno vyse, je zavisly na afinité latky ke stacionarni nebo k
mobilni fazi. Mobilni faze, které je pod vysokym tlakem, je pohybliva a putuje po stacionarni
fazi, kterou je naplnéna chromatografickd kolona. Spolu se vzorkem, jehoz slozky se na
zaklad¢ afinity ke kazdé z fazi pohybuji kazda jinou rychlosti, projdou chromatografickou
kolonou, ¢imz se nasledné 1isi reten¢nim casem (odlisné rychlost ¢astic vzorku prochazejicich
kolonou).

Béhem separace se tedy analyt déli na jednotlivé slozky smési. Z ¢ehoz vyplyva, Ze slozky s
vys3i afinitou ke stacionarni fazi budou mit vétsi retencni Cas, a budou tedy putovat pomaleji
nez slozky s niz$i afinitou k mobilni fazi. Ty budou mit naopak mensi reten¢ni cas a budou
diivé eluovany z chromatografické kolony.
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Jako stacionarni faze je pouzivan napiiklad polarni silikagel a jako mobilni fazi je nutné
pouzit nepolarni rozpoustédlo, coz mtize byt napt. hexan. Uspotadani mize byt odlisné, coz je
CastéjSi, kdy je stacionarni faze nepolarni (napf. modifikovany silikagel s navazanym
nepolarnim oktadecylem, a mobilni faze je polarni tedy voda v kombinaci s méné polarnim
methanolem nebo acetinitrilem [60, 64].

7.1. Ultraucinna kapalinova chromatografie

V kapalinové chromatografii je vyuzivana technika UPLC respektive ultrati¢innd kapalinova
chromatografie. Pfistroj zaloZzen na této technice obsahuje 2-4 z&sobniky mobilni faze s
odplyniova¢em mobilni faze, ktery zbavuje mobilni fazi rozpusténého vzduchu (pomoci
vakua). Mobilni faze nesmi obsahovat rozpustény vzduch kvili moZznym interferencim. Do
zasobnikli mobilni faze je nutné volit mobilni fazi takovou, aby v ni byl vzorek rozpustny a
zaroven s ni nijak nereagoval. Pokud se jedna o reverzni systém tedy o nepolarni stacionarni
fazi je jako mobilni faze nejcastéji pouzivana voda s ptidavkem kyseliny mravenéi v
kombinaci s méné polarnim metanolem nebo acetonitrilem.Dale obsahuje kapalinovy
chromatogram ¢erpadla/pumpy, ktera dle potieby zasobuji kapalinovy chromatogram mobilni
fazi, dokazi regulovat objem mobilni faze, pomér mobilnich fazi a zaroven zajistuji jeji
konstantni priitok. Kapalinovy chromatogram dale disponuje automatickym davkovacem
(autosamplerem), ktery slouzi k nastiiknuti pifesné definovaného objemu vzorku z vialky do
proudu mobilni faze. Vzorek putuje az na chromatografickou kolonu, kde dochazi na zakladé
afinity k rozdé€leni jednotlivych slozek vzorku, které néasledné putuji na detektor, v nasem
ptipadé do hmotnostniho spektrometru. Cela kolona se nachazi v temostatu, ktery slouzi jako
regulator teploty. Teplota by méla byt zvolena o né€kolik °C vyssi neZ laboratorni, ¢imz je
zajisténa vyssi reprodukovatelnost vysledkt. Teplota také ovliviiuje separaci na kolon¢ [60,
61].

Obrazek 13: Kapalinovy chromatogram s hmotnostnim spektrometrem
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8. Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je analytickd metoda, kterd analyzuje ionty na zaklad¢ jejich
poméru hmotnosti ku naboji. Tyto ionty interaguji s magnetickym a elektrickym polem.
Nasim vysledkem je hmotnostni spektrum — graf, ktery charakterizuje zavislost ¢etnosti iontt
na jejich poméru hmotnosti ku naboji.

Obecné plati, ze se kazdy spektrometr sklada z vakuového systému, vstupu vzorku, iontoveho
zdroje a detektoru iontd [61].

8.1. Vakuovy system

lonty (v plynné fazi) jsou vzhledem ke svému néaboji velmi reaktivni, proto je nutné, aby
hmotnostnim spektrometrem putovaly za vysokého vakua. Jinak by dochazelo ke srazce
téchto iontli s molekulami plynu a nebylo by mozné, aby byly tyto ionty dopraveny az na
detektor (spektometr). Vysokého vakua je dosazeno pomoci rotacnich cerpadel spolu s
turbomolekuldrnimi vyvévami. Vakuum se nachdzi v celém spektrometru s vyjimkou
iontového zdroje (v ptipad¢ ionizace za atmosférického tlaku, ktera je typicka pro spojeni S
kapalinovou chromatografii) [61].

8.2. Vstup vzorku

Kapalinova chromatografie je s hmotnostni spektrometrii spojena kapilarou, ktera je vedena z
kapalinového chromatogramu — konkrétnéji z kolony, do iontového zdroje. Vzorek je
ionizovan za atmosférického tlaku oproti tomu k separaci ionta v hmotnostnim analyzatoru
dochazi za vakua, kde se stanovi hmotnost molekul [60].

8.3 lontovy zdroj

V iontovém zdroji se za atmosférického tlaku ionizuje vzorek, k ¢emuz je zapotiebi dodat
ur¢ité mnozstvi energie. lonizovat vzorek je mozné rliznymi zplisoby na zékladé skupenstvi
vzorku. Mezi nejpouzivanéjsi patii elektronova a chemicka ionizace, kterd je ptikladem
ioniza¢ni techniky v plynné fazi, dalSim pfikladem je ioniza¢ni technika pro kapalné vzorky,
mezi niz patii naptiklad elektrosprej. Pro pevné vzorky se vyuzivd desorpce a ionizace
laserem za ucasti matrice [60, 61].
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8.3.1 Elektrosprej - elektronova ionizace

Vzhledem k tomu, Ze vzorek fluorochinolonti opousti chromatografickou kolonu jako
kapalina, je vhodné jako ioniza¢ni techniku pouzit elektrosprej. Ten je nejvhodnéjsi konkrétné
pro kapalné, netékavé, poléarni latky a iontové latky.

Vzorek vtéka do kapilary, kterd je kovova (tedy i vodivd) a je na ni vkladano stejnosmérné
napéti (obvykle 1 000 az 5 000 V). V castéji vyuzivaném pozitivnim modu elektrospreje
dochazi k pohybu zaporné nabitych iontli smérem od menisku a kladné nabitych ionti k
menisku, ktery ma sféricky tvar. Nasledné dochazi ke vzniku tzv. Taylorova kuzele, kdy
dojde ke sprejovani latek spolecné s mobilni fazi ve formé kapének do vyhtivaného prostoru
za atmosférického tlaku. ZvySena teplota zplsobuje postupné odpafovani rozpoustédla a
dochazi ke zmenSovani velikosti kapének, kde se zvySuji odpudivé sily, jelikoZz kapénky
obsahuji primarn¢ pouze kladné nabité ionty. Dochazi tedy k postupnému odpatfovani
rozpoustédla, do té doby, nez se kapky stanou nestabilnimi a nedosdhnou tzv. Rayleihoghova
limitu, ktery charakterizuje stav, kdy se kapky vlivem elektrostatického odpuzovani
souhlasnych naboji rozpadaji, a dojde k explozi kapek. Tento d&j se nazyva Coulombicka
exploze, dojde pfi ném ke vzniku mensich a tedy i stabilngjsich kapének. Stépeni je neustalé
opakovano, pii ¢emz vzdy dojde k odpafeni néjaké ¢asti rozpoustédla, a to dokud nevzniknou
samostatné ionty v plynné fazi, které nasledné putuji pies iontovou optiku do hmotnostniho
analyzatoru [60].

8.4. Hmotnostni analyzator

Hmotnostni analyzator se nachazi za iontovym zdrojem, respektive pracuje jiz se vzorkem ve
formé iontl. Pracuje za vakua a slouzi k separaci iontli na zéklad¢ jejich poméru hmotnosti ku
naboji - m/z.

Mezi nejrozsifenéjsi hmotnostni analyzatory patii kvadrup6l. Kvadrupolovy analyzétor je
tvotfen ¢tyfmi tyCemi z molybdenu, do nichz je vkladano stfidavé napéti. Polarita na tycCich se
meéni rychle. Kazdy ion chee vzdy putovat k ty¢i s opaénym nabojem a vlivem rychlé zmény
naboje na tyCich za¢nou ionty oscilovat. Vysledkem je trajektorie ve tvaru Sroubovice. Muze
se stat, ze se n¢které ionty zachyti na tyCich (= nestabilni trajektorie) a nékteré putuji na
detektor (= stabilni trajektorie). V8e zavisi na jejich vlastnostech — hmotnosti a naboji.
Postupné (skenovanim) jsou propustény vSechny ionty. Kvadrupol je nastavitelny, proto
muzeme korigovat, jaké ionty (o jakém poméru hmotnosti a naboji) bude propoustét [60, 62,
64].

8.5. Detektor iontu

Tonty po separaci doputuji na detektor iontt, ktery po jejich dopadu generuje elektricky signal,
ktery je imérny mnozstvi dopadajicich iontll. Z toho vyplyva, Ze ¢im je signal mensi, tim
méné¢ se nachdzi sledovaného analytu ve vzorku. Mezi detektory se ftadi napiiklad
fotograficka deska, Faradayuv detektor a elektronovy nasobic [60, 64].
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Experimentalni ¢ast

Piedmétem experimentélni &asti SOC je posoudit zda fyzikalné-chemické vlastnosti pid
ovlivituji ~ extrakéni  vytéZznost fluorochinoloni. Proto byly provedeny extrakce
fluorochinoloni z nékolika riznych typt pad, které maji charakterizované fyzikalné-
chemické vlastnosti.

1. Pouzité pristroje

- Analytické vadhy HR-12-EC, A & D Instruments Ltd

- Ultrazvukova lazen, KRAINTEK 5

- Vortex MIX-28+, MIUlab

- Centrifuga: Nive NF 800 a ROTINA 420 R, Hettich ZENTRIFUGEN

- SPE extraktor, SUPELCO, Visiprep spe-12-g Bake

- Kapalinovy chromatograf Agilent 1290 Infinity - kolona LC: Luna Omega 1,6 um Polar C18
100x2,1 mm Phenomenex

- Milli-Q® Academic, Millipore QGARD, Francie

- Hmotnostni spektrometr BRUKER EVOQ LC-TQ

-Generator dusiku a vzduchu, Peak Scientific — Genius 304

2. Pomiicky

- Bézné lanoratorni sklo a dalsi obdobné pomticky

- Automaticke pipety: BIOHIT Proline (1-5 ml), BIOHIT m1000 (100-1 000 ul) BIOHIT
m200 (20-200 pl)

- pH metr inoLab® 730, WTW Cond

- ExtractionCatridge(SPE kolony) - Oasis® HLB (6 ml, 200 mg)

3. Chemikalie

- Enrofloxacin, Pharmaceutical Secondary Standard, CRM; Sigma Aldrich (Némecko)

- Ciprofloxacin, Pharmaceutical Secondary Standard, CRM; Sigma Aldrich (Némecko)
- Norfloxacin Cistoty min. 98 % (TLC), Analytical standard; Sigma Aldrich (Némecko)
- Ofloxacin cistoty min. 99 % (HPLC); Sigma Aldrich (Némecko)

- Pefloxacin mesylate dihydrate; Sigma Aldrich (Némecko)

- Moxifloxacin Hydrochloride, Pharmaceutical Secondary Standard, CRM; Sigma Aldrich
(Némecko)

- Enrofloxacin - d5 hydrochloride Cistoty min. 99 %, Sigma Aldrich (Némecko)

- Ciprofloxacin - d8 hydrochloride hydrate Cistoty min. 99 %, Sigma Aldrich (Némecko)
- Dodekahydrathydrogenfosfore¢nanu sodného, Lach:ner

- Hexahydrat dusi¢nanu hote¢natého, VWR chemicals > 98%
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- Amoniak (25%), VWR chemicals

- Kyselina citronova o ¢istoté > 99%, Lach:ner

Kyselina mravenci, SUPELCO

- EDTA/Chelaton 11, Lach:ner

- Dusik — 4.7 SIAD Czech spol. s. r. 0.

- Acetonitril — 100% LC-MS Chromasolv® o ¢istoté > 99,9 %, Sigma Aldrich
- Dihydrogenfosfore¢nan draselny, Lach:ner

3.1. Fyzikalné-chemické parametry pouzitych pid pro
experimentalni ¢ast

V ramci experimentalni ¢asti SOC byly pouzity pidy z riznych ¢asti Ceské republiky (viz

Tabulka 1), které se vyrazné liSily svymi fyzikdlné-chemickymi parametry. Tyto ptidy, véetné

stanovenych piidnich parametrii byly poskytnuty Ustiednim kontrolnim a zkusebnim Ustavem
zemédelskym (Brno).
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Tabulka 1: Charakteristika a slozeni ptdnich vzorki

Aktivni

éioslo T il Pidni druh Pisek | Prach | Jil pudni Vilflfdé;,né EC ) Organicka Orgfanicky CSLE?I\(IY CSLE?I\(IY Cfﬂ;%\:y Ca ) K _ Mg . [mglig'l]

pudy [%] | [%] | [%] rpegk[c']e reakee [-] [uS-cm] | hmota [%] | uhlik [%] [%] [%] [mgkg?] | (MEke 1 | [mgkg'] | [mgkg?]
1 Plzetisky Luvisoly 21,2 53,9 | 24,9 6,30 5,65 - 3,61 2,10 0,148 0,148 558,6 119 2,7 14,3 0,35
2 Moravskoslezsky Luvisoly 8,3 73,7 | 18,0 5,83 5,25 94 2,37 1,38 3,28 3,28 572,0 66,1 3,28 15,7 0,29
3 Pardubicky Glejosoly 35,1 426 | 22,4 6,48 5,78 109 3,39 1,97 3,54 3,54 534,0 112 3,54 35,5 1,01
4 Zlinsky Fluvisoly 10,9 58,7 | 30,3 7,20 6,40 177 5,37 3,12 6,26 6,26 2087,5 271 6,26 23,7 0,62
5 Zlinsky Kambisoly 18,5 531 | 28,4 7,20 6,50 202 3,39 1,97 3,85 3,85 4535 207 3,85 21 0,83
6 Liberecky Kambisoly 48,3 42,6 9,2 6,30 5,50 357 7,09 4,12 1,57 1,57 853,5 99,7 1,57 30,7 0,58
7 Karlovarsky Stagnosoly 19,0 55,5 | 25,5 6,15 5,48 208 5,99 3,48 5,62 5,62 1402,5 138 5,62 24,3 1,74
8 Jihomoravsky Cernosoly 41,8 40,2 | 18,0 7,60 6,98 188 4,18 2,43 3,66 3,66 1817,5 192 3,66 7,69 0,83
9 Ustecky Fluvisoly 27,1 50,5 | 22,4 6,98 6,45 978 5,56 3,23 24,2 24,2 2887,5 198 24,2 40 3,04
10 Zlinsky Fluvisoly 15,0 55,4 | 29,6 7,75 7,13 210 2,89 1,68 7,41 7,41 999,0 188 7,41 20,6 0,57
11 Plzensky Luvisoly 15,2 64,7 | 20,0 6,30 5,65 101 4,83 2,81 2,81 2,81 670,0 93,6 2,81 10,5 0,58
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4. Priprava roztoku

4.1 Roztok amoniaku —2,5%

Bylo odpipetovano 10 ml 25% amoniaku, takto odméteny roztok byl zfedén Mili-Q vodou v

odmérné bance na 100 ml. Vse bylo provedeno v digestofi.

Obrazek 14: Roztok amoniaku — 2,5%

4.2. Roztok dusi¢énanu horecnatého - 0,5 g/ml

Na ptedvazkéach bylo navdZeno 50 g dusi¢nanu hofe¢natého, tato navazka byla rozpusténa v
Mili-Q vodé a kvantitativné prevedena do odmérné banky o objemu 100 ml, ktera byla
nasledné doplnéna po rysku.

Obrézek 15: Roztok dusi¢nanu hofeénatého — 0,5 g/ml
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4.3. Mclvaine pufr — pH 8

Bylo ndvazeno 0,5 g kyseliny citronové a 17,5 g dekahydratu hydrogenfosfore¢nanu sodného,
nasledn¢ kvantitativné prevedeno do odmérné banky a zfedéno na 250 ml. Kontrola pH
roztoku byla provedena na pH metru a nasledné upravena piidavkem kyseliny citronové.

Obréazek 16: Mclvainiv pufr — pH 8

4.4. Roztok pufruo pH 3

Bylo navazeno 6,8 g dihydrogenfosforeénanu draselného, ktery byl kvantitativné preveden do
odmérné barnky o objemu 250 ml pomoci Milli-Q vody. Nasledné bylo napipetovano 0,338 ml
koncentrované kyseliny fosforecné a odmérna baiika byla doplnéna po rysku vodou. Nésledné
bylo zkontrolovéno pH a to bylo vhodné€ upraveno na pH 3 pridavkem kyseliny fosfore¢né.
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Obrézek 17: Roztok pufru - pH 3

4.4. Roztok kyseliny mravenci v methanolu — 0,1%

Z roztoku kyseliny mravenci bylo odpipetovano 100 ul tohoto roztoku, a v odmérné barce byl
tento objem zfedén methanolem na 100 ml.

Obrézek 18: Roztok methanolu pro pfipravu roztoku kyseliny mravenci
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4.5. Roztok kyseliny mravenci ve vodé a acetonitrilu (95:5) - 0,1%

Bylo napipetovano 5 ml acetonitrilu, ktery byl pfidan do odmérné baiiky o objemu 100 ml.
Nasledné z roztoku kyseliny mraven¢i bylo odpipetovano 100 ul a tento objem byl taktéz
ptidan do odmérné banky. Odmérna banka byla nasledné¢ doplnéna po rysku Mili-Q vodu a,
takto pfipraveny roztok byl zhomogenizovan protfepanim.

Obréazek 19: Roztok acetonitrilu pro ptipravu 0,1% roztoku kyseliny mravenci

4.6. Priprava standardu fluorochinoloniu o koncentraci 0,1 pg/ml

Bylo navazeno 10 mg jednotlivych fluorochinolovych 1é¢iv, kvantitativné byla jejich navazka
pfevedena do jednotlivych 10 ml odmérnych banky a banka doplnéna po rysku 0,1 %
roztokem kyseliny mraven¢i v acetonitrilu (50:50). Vzniklé roztoky mély koncentraci
1 mg/ml.

Z takto ptipravenych roztokd byl pfipraven smésny standard o koncentraci 10 pg/ml a to
ziedénim v 10 ml OB Mili-Q vodou. Z tohoto roztoku byl nasledné odpipetovan 1 ml do
10 ml OB a barika byla doplnéna po rysku metanolem, doslo tedy ke vzniku roztoku o
koncentraci 0,1 pg/ml.
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4.7. Priprava roztoku pro kalibraci

Z roztoku, ptipraveného v piedchozim kroku, o koncentraci 10 pg/ml, byly nésledné
pfipraveny zasobni roztoky (2 pg/ml, 5 ng/ml, 125 ng/ml, 500 ng/ml) z nichz byly ptipraveny
roztoky kalibra¢ni a to pfidanim 5 pl vnitiniho standardu o téze koncentraci (10 pg/ml).
Koncentrace pfipravenych kalibra¢nich roztokd, se nachazeji nize v tabulce ¢islo 2.

Tabulka 2: Koncentrace pripravenych kalibra¢nich roztokt

Koncentrace [ng/ml]
0,1 05 1 5 10 20 30 40 50 100 200 500 500

5. Stanoveni fluorochinolonii v pudé

5.1. Slovni popis stanoveni fluorochinolont v pudé

Nejprve byly jednotlivé vzorky piid rozdrceny pomoci tieci misky s tlouckem, aby byly
homogenizovany a tim byla zvySena reprodukovatelnost 1éCiv. Takto piipravené vzorky pudy
byly postupné jeden po druhém navézeny do plastové centrifugacni zkumavky o objemu
50 ml a vhodné oznaceny (vzorkl pid bylo celkem 11 po navazkach 1 g a kazdy experiment
byl proveden 2x). Nasledné byly vzorky pidy naspikovany roztokem 1éCiv 500 pl
(koncentrace lug/ml), aby kazda pida obsahovala 500 ng kazdého 1éCiva (tedy znamou
koncentraci). Nasledné se zkumavky nechaly pies noc v digestofi, aby doslo k odpaieni
methanolu a navazani 1é¢iv na pidu tak, jako jsou léciva vazana na pudu v piipadé
kontaminace Zivotniho prostiedi.

Obrézek 20: Vzorek pudy s extrakénimi ¢inidly pfipraven k extrakci
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Nasledujiciho dne byly do jednotlivych zkumavek napipetovany extrakéni roztoky — metanol
a fosfatovy pufr (pH 3) po objemu 5 ml. Piipravené zkumavky s roztoky byly jedna po druhé
promichéany na vortexu a vloZeny na dobu 10 minut na ultrazvuk p#i 12°C. Promichané a jiz
sonikované vzorky byly vloZeny do centrifugy na 4800 otacek za minutu na dobu 8 minut,
extrakty byly nésledné slity do vialky se stejnym cislem jako na centrifuga¢ni zkumavce. Do
téchto prazdnych zkumavek byly opét pridany stejné extrakéni roztoky o stejném objemu, tyto
roztoky byly opét promichdny na vortexu, vlozeny na ultrazvuk a pevna slozka z nich byla
odstfedéna na centrifuze. VVSechny operace probihaly za stejnych podminek jako v prvni ¢asti
extrakce. Extrakty byly opét slity do stejnych vialek s pfislusSnymi Eisly.
Po sliti extraktd bylo do jednotlivych zkumavek navazeno 0,6 g dihydratu kyseliny
ethylendiamidtetraoctové (EDTA) a napipetovano 7,5 ml acetonitrilu, 7,5 ml Mcllvainova
pufru (pH 8), 4,8 ml roztoku hexahydratu dusi¢nanu hotecnaté¢ho o koncentraci 0,5 g/ml a
nakonec 0,2 ml 2,5% roztoku amoniaku. Takto pfipravené roztoky vzorkll s extrakénimi
¢inidly byly vloZeny na vortex, aby se promichaly a nasledné byly umistény na ultrazvuk na
10 minut ale jiz pfi teplot¢ 35°C. Homogenizované a sonikovné vzorky byly vloZeny na
centrifugu a to na dobu 8 minut na 4800 otacek za minutu. Pomoci centrifugy doslo k
odstfedéni extraktu od pevné slozky vzorku, tyto odstfedéné extrakty byly slity do vialek z
tmavého skla opatfenych Cislicemi stejnymi jako na jednotlivych zkumavkach.
Do zkumavek byly naposledy piiddny polovi¢ni objemy extrakénich ¢inidel z ptedchoziho
kroku (tedy 3,75 ml acetonitrilu, 3,75 ml Mcllvainova pufru (pH 8), 2,4 ml roztoku
hexahydratu dusi¢nanu hofe¢natého o koncentraci 0,5 g/ml a nakonec 0,1 ml 2,5% roztoku
amoniaku) a to bez piidavku EDTA. S pfipravenymi roztoky bylo zachdzeno jako v
piredchozim kroku, byly promichany na vortexu, vlozeny pii 35°C na 10 minut na ultrazvuk a
vloZeny na 8 minut na 4800 otaCek za minutu na otrazvuku. Extrahovana rozpoustédla byla
opét slita do vialek S hnédym sklem s pfislusnymi Cisly.
Po extrakci byly jednotlivé vialky s roztoky vystaveny plynnému dusiku v kovovém bloku
termostatu zahiatém na 40°C, aby doslo k odpafeni pfevazné organického rozpoustédla za
ucelem zakoncentrovani roztoku. Hmonost kaZzdého roztoku ve vialce klesla o 6 g.
Veskeré extrakty se shodnymi cCisly byly kvantitativné prevedeny do kadinky o objemu
600 ml a postupné ziedény na 480 ml Mili-Q vodou. Poté bylo se vzorky provedeno SPE pies
kolony OASIS HLB (200 mg; 6 ml; pramér ¢astic 25-35 um; WATERS USA) obsahujici
univerzalni sorbent. Tento sorbent je makroporezim kopolymerem sestavajici ze dvou
monomeru (z lipofilniho divinylbenzenu a hydrofilniho N-vinylpyrrolidonu), pomoci n¢hoz je
mozné stanovovat slouceniny ve vSech rozmezich pH, diky ¢emuz dochazi k lepSimu
zachyceni polarnich analytdt. V3e probihalo za pouziti vakuového systému.
Nejprve byly kolony proplachnuty 6 ml metanolu a nasledné¢ 6 ml Mili-Q vody pratokem
rychlosti 1 ml/min. P#i zbytkovém ztstatku vody na sorbentu, dosahujicim po meniskus horni
frity SPE kolony, byly pfipojeny ke kolonam hadicky, jimiz zacal z kadinek proudit predem
piipraveny roztok vzorku a to postupnym prokapavanim rychlosti 5 ml/min. Tato extrakce
trvala 2-3 hodiny a po prokapani celého roztoku vzorku byly kadinky proplachnuty zhruba
15 ml Mili-Q vody z divodu kvantitativniho pievedeni vzorku do cartridge. Rychlost priitoku
odpovidala 1 ml/min.
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Jakmile doslo k prokapéani veSkerého zbytku Mili-Q vody z kadinek, hadi¢ky byly odpojeny, a
jednotlivé kolony byly po dobu 2 minut suSeny vzduchem. Nasledné byla aparatura
ptipravena pro eluci a to vlozenim 20 ml vialek pod jednotlivé kolony a ptfidanim 9 ml 0,1%
kyseliny mravenc¢i v methanolu jako elu¢niho ¢inidla do jednotlivych SPE kolonek.

Eluovany vzorek byl nasedné vlozen pod proud dusiku do kovového termostatického bloku
vyhratého na 40°C, aby se z né¢j vypafrila elucni Cinidla a to téméf do sucha. K eluovanym a
vysuSenym vzorkim bylo pfidano 5 pl smési vnitinich standardi (ENR-d5 a CIP-d8,
koncentrace smési 10 pg/ml) a 995 ul 0,1% FA v H20:ACN (95:5). Nasledn¢ byly
zhomogenizovany za pomoci ultrazvuku a poté byly piefiltrovany ptes stiikacku s nylonovym
filtrem o praméru 13 mm a velikosti pértt 0,22 uym do 2ml sklenénych vialek oznacenych
Cislici ptislusného vzorku. Takto pfipravené roztoky vzorkl byly vlozeny do LC/MS pfistroje,
a bylo zapnuto méfeni a nasledné vyhodnoceny vysledky.

Obrézek 21: Ptipravené vzorky pro LC/MS analyzu
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5.2 Popis stanoveni fluorochinoloni v piidé prezentovany pomoci

obrazku
|
:
0, E
e =
JRN— —_— —_ —_—
= _ -
Odebrani vzorku Rozmélnéni pudy Uchovani Odvazeni 1 g pldy Spikovani pldy
pldy rozmeélnéného vzorku do zkumavky

na Petriho misce

Obréazek 22: Priprava vzorku pidy pro extrakci

[
—_— —_—
Bylo pfiddno po Promichéni na Ultrazvuk na 10 Centrifuga 4800/ Sliti extraktd do
5ml Eﬁtrakt:}. vortexu minut pfi 12°C - min na 8 minut jednotlivych vialek
;ozto a - pufr sonikace vzorku
os.pH 3 a
methanol

Obréazek 23: Prvni krok extrakce ze vzorku, proveden 2x po sobé
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Navazeni 0,6 g EDTA Byla pfidana Promichani na

do jednotlivych extraké. Ginidla - vortexu Ultrazvuk na 10 Centrifuga 4800/ Sliti extraktl do

zkumavek se vzorky 4,8 ml Mg (NOy); - minut pfi 35°C - min na 8 minut jednotlivych vialek
6H,0,7,5ml ACN sonikace vzorku
a Mcllvainova
pufru (pH8)a 0,2
ml 2,5% NH;

Obréazek 24: Druhy krok extrakce ze vzorku, proveden 2x po sob¢&, podruhé ale s poloviénimi

objemy c¢inidel a bez pridavku EDTA
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Obrézek: 25: Provedeni SPE a LC/MS analyzy
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5.3. Parametry LC-MS/MS metody

V tabulkach niZe jsou popsdna dand nastaveni, ktera byla pfi UPLC a na LC-MS pfistroji
nastavena a pouzita k vyhodnoceni vysledku.

Tabulka 3: Optimalizovana metoda UPLC metoda pro stanoveni 1é¢iv

UPLC parametry
nastiik vzorku 7 ul
pritok MF 0,5 ml'min?
teplota kolony 35°C
L A: 0,1 % HCOOH v MQ
mobilni faze —
B: acetonitril
t [min] B [%0]
0,0 10
0,5 10
gradient mobilni faze 13,0 65
13,1 95
13,5 10
15,9 10
Stop time 16,0 minut
posttime na ekvilibraci kolony 2,0 minuty
flush port OFF

Tabulka 4: Optimalizovana metoda ESI pro stanoveni 1éCiv

ESI parametry
iontovy zdroj elektrosprej (HESI)
napeti elektospreje 4500V
ioniza¢ni méd (polarita) pozitivni (ESI+)
Pritok pomocného plynu 25
Teplota pomocného plynu 500 °C
Pritok susiciho plynu 15
Teplota susiciho plynu 350 °C
Zmlzovacé 45
Aktivniho odtah ON
Rezim scanu MRM
Tlak kolizniho plynu 1,5 mTorr

47



Tabulka 5: Optimalizovana metoda TQ pro stanoveni 1é¢iv

MS parametry — acquisition method

Kvantitativni Kvalitativni
Retencni prechod prechod
Stanovovany analyt Cas Prekurzor | Produkt | Kolizni | Prekurzor | Produkt kolizni
[min] energie energie
m/z m/z m/z m/z
[eV] [eV]
Ciprofloxacin 3.25 332.4 314.2 10 332.4 288.2 10
Ciprofloxacin-d8 3.25 340.4 322.1 15 340.4 296.1 15
Enrofloxacin 3.66 360.4 316.2 10 360.4 342.2 20
Enrofloxacin-d5 3.66 365.4 321.0 10 365.4 346.8 20
Moxifloxacin 4.70 402.0 358.2 20 402.0 384.2 20
Norfloxacin 3.10 320.1 276.1 10 320.1 231.1 40
Ofloxacin 3.16 362.2 318.1 10 362.2 261.1 20
Pefloxacin 3.20 334.0 317.0 10 334.0 289.0 10
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6. Vysledky a diskuze

Pro extrakci fluorochinolonti (FQs) z pidy byla pouzita metoda popsana podrobné v kapitole
6.2.1, nasledné byly vzorky zméfeny prostiednictvim LC-MS/MS metody (viz kapitoly 7.1. a
8.), aby byly zjistény vytéznosti extrakci z jednotlivych typii pid (viz tabulka 1 s piehledem
pud a jejich fyzikalné chemickymi vlastnostmi). Jelikoz byl kazdy experiment proveden 2x,
hodnoty extrakénich vytéznosti byly zprimérovany a byly vypocteny smérodatné odchylky
(viz tabulka 9 v piiloze). Mimojiné byly tyto hodnoty vyneseny do grafu 2.

Tabulka 6: Vysledky koncentraci jednotlivych fluorochinolonti ve vzorcich

1. opakovani
VZOREK | Ciprofloxacin | Enrofloxacin | Moxifloxacin | Norfloxacin | Ofloxacin | Pefloxacin
SOC1.1 51,18% 61,26% 70,52% 85,28% 75,90% | 80,76%
SOC2.1 44,06% 48,60% 77,78% 63,66% 58,42% | 62,08%
SOC3.1 31,24% 35,58% 46,72% 44,88% 36,24% | 36,04%
SO0C4.1 60,62% 64,02% 72,88% 96,60% 82,36% | 96,50%
SOC5.1 34,62% 41,26% 55,60% 52,72% 44,58% | 46,88%
SOC6.1 51,42% 50,18% 77,54% 76,96% 73,26% | 72,86%
SO0C7.1 43,50% 56,56% 90,90% 66,44% 62,70% | 56,72%
sOocs8.1 40,54% 39,44% 33,76% 54,24% 72,98% | 69,84%
SOC9.1 37,32% 42,32% 53,38% 65,42% 53,98% | 55,24%
SOC10.1 46,86% 55,86% 38,16% 63,70% 54,34% | 63,56%
SOC11.1 50,60% 56,32% 90,48% 70,10% 75,84% | 60,18%
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Tabulka 7: Vysledky koncentraci jednotlivych fluorochinolonti ve vzorcich

2. opakovani
VZOREK | Ciprofloxacin | Enrofloxacin | Moxifloxacin | Norfloxacin | Ofloxacin | Pefloxacin
SOC1.2 34,70% 40,61% 46,62% 51,94% 47,90% 49,84%
SOC 2.2 42,20% 46,67% 63,39% 51,78% 55,60% 54,56%
SOC3.2 27,38% 31,20% 38,51% 33,74% 31,50% 30,89%
S0C4.2 36,95% 40,75% 45,53% 55,51% 48,89% 57,38%
SOC5.2 37,70% 42,48% 48,39% 46,76% 44,05% 46,07%
SOC6.2 42,50% 41,41% 55,28% 59,98% 66,13% 54,21%
S0C7.2 49,02% 60,07% 71,36% 63,16% 73,55% 61,01%
SOC8.2 40,13% 38,66% 39,11% 50,08% 58,47% 54,12%
S0C9.2 36,55% 43,75% 46,82% 54,23% 56,97% 51,16%
SOC 10.2 50,72% 56,74% 50,14% 59,56% 55,50% 62,22%
SOC11.2 51,32% 55,04% 71,06% 62,76% 73,15% 60,80%

Tabulka 8: Zprumérované vysledky koncentraci jednotlivych fluorochinolond ve vzorcich z
prvniho a druhého opakovani, véetné smérodatnych odchylek

Cislo Ciprofloxacin | Enrofloxacin | Moxifloxacin | Norfloxacin Ofloxacin Pefloxacin

pudy [%6] [%6] [%6] [%6] [%6] [%6]
1 429+11,7 50,9+ 14,6 58,6 £16,9 68,6 + 23,6 61,9+19,8 65,3+21,9
2 43,1+1,3 47614 70,6 £10,2 57,7+84 57,0£20 58,3+5,3
3 29,3+27 334+£31 42,6 +5,8 39,3+7,9 339+34 33,5+£3,6
4 48,8 £ 16,7 52,4 +16,5 59,2+19,3 76,1+29,1 65,6 £ 23,7 76,9 £27,7
5 36,2+2,2 419+0,9 52,0+£51 49,742 443+04 46,5+ 0,6
6 47,0+6,3 45,8 £ 6,2 66,4 +£ 15,7 68,5+12,0 69,7+5,0 63,5+ 13,2
7 46,3+4,0 58,3+£25 81,1+13,8 64,8+2,3 68,1+7,7 58,9+3,0
8 40,3%0,3 39,1+0,6 36,4+3,8 522+29 65,7 £10,3 62,0+111
9 36,9+0,5 43,0+10 50,1+4,6 59,8+7,9 555+2]1 53,2+29
10 48,8 £ 2,7 56,3+0,6 44,2+85 61,6+29 549+0,8 629+1,0
11 51,0+£0,5 55,7+0,9 80,8 +£13,7 66,4 £5,2 745+19 60,5+04
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Graf 2: Koncentrace jednotlivych fluorochinolont

Ke kvantifikaci fluorochinolont v piid¢é byla pouzita externi kalibracni metoda s izotopicky
znafenymi vnitinimi standardy (IS). Koeficient determinace kalibraénich zavislosti (R?) pro
jednotliva 1é¢iva byl vzdy >0,995. Kalibra¢ni rozsah byl 0,1 az 500 ng/ml pro vSechny FQs.
Pro kazdé 1écivo (viz tabulka 10) byly vypocteny limit detekce (LoD) a limit kvantifikace
(LoQ) a to podle normy DIN 32645. DalSim zakladnim validaénim parametrem kazdé
analytické metody je vytéznost extrakce. Ta je vynesena do grafu 2 nebo je mozné nalézt
konkrétni Ciselné vysledky v tabulce v ptiloze 9. Mezi dalsi validované parametry v piipadé
LC-MS metody pro rezidualni metody v Zivotnim prostiedi patii: selektivita/specifi¢nost,
konfirmace identity, robustnost metody, volba kvantifikacni metody, linearita, linearni rozsah
(kalibra¢ni rozsah, pracovni rozsah), citlivost méficiho pfistroje, preciznost, pravdivost,
presnost méfeni, vytéznost, matri¢ni efekt (suprese nebo enhance ionizace), i€innost procesu,
stabilita analytu, ale také nejistota méfeni. Nicméné tyto parametry nebyly v ramci SOC
vyhodnoceny, jelikoZ se nejednalo o primarni cil této prace. Validace analytickych metod je
dle spravné analytické praxe provadéna v ramci dlouhého ¢asového useku.
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Tabulka 9: Piehled limitd detekce a kvantifikace pro stanoveni fluorochinoloni v ptdé

Nazev 1éCiva LoD [ng/g] LoQ [ng/g]
Ciprofloxacin 0,6 0,9
Enrofloxacin 0,13 0,2
Moxifloxacin 11,77 17,65
Nofloxacin 1,68 2,51
Ofloxacin 1,22 1,83
Pefloxacin 0,34 0,51

Jak je mozné vidét z grafu 2, tak piivodni domnénka (tedy cil této SOC prace), Ze rtizné typy
pud (respektive jejich vlastnosti) maji vyrazny vliv na vytéznost extrakce, se potvrdila. Za
ucelem zjisténi, ktery z parametri ma statisticky vyznamny vliv na vytéznost extrakce byla
vytvofena jednoducha tabulka s korelacemi mezi jednotlivymi parametry (viz tabulka 11).
Korelace posuzuje vzajemny vztah mezi dvéma nahodnymi veli¢inami (v nasem piipadé
parametry). Pokud se jedna z téchto veli¢in méni, tak se méni i druha a naopak, v ptipad¢ ze
mezi témito ndhodnymi veli¢inami existuje korelace, tak na sobé zaviseji. Silu korelace
vyjadiuje tzv. korela¢ni koeficient, ktery nabyva hodnot v intervalu <—1,1>. V nasem pfipad¢,
jsou pro nas v tabulce 11 dulezité hodnoty vyssi nez 0,7 (vysoka pozitivni korelace) nebo
nizsi nez — 0,7 (vysokd negativni korelace). Tyto hodnoty jsou ve zminéné tabulce
zvyraznény zelenou barvu. Déle jsou ve stejné tabulce zvyraznény hodnoty v intervalu
<0,5;0,7), které ptedstavuji stiedni pozitivni korelaci, a opacné také hodnoty v intervalu
<-0,5; — 0,7), které predstavuji stfedni negativni korelaci.

Jak je patrné z tabulky s korelacnimi koeficienty, vyskytuje se cela fada korelaci i mezi
vlastnostmi samotné ptidy: V pfipadé mnozstvi Ca®* iontli existuje korelace s hodnotou pH, at’
jiz aktivni pidni reakci nebo vyménou pudni reakci (rozdilny zptisob méfeni pH). Dale
existuje korelace mezi mnoZzstvi K*, Mg?* a Na* iontii a vodivosti piidy. Vodivost piidy ma
také korelaci s celkovym obsahem dusiku a fosforu. Zde mizeme piedpokladat, Ze se opét
jednd o ionty piitomné v pidg, tedy konkrétng NO* a PO,*. Dale zde existuje korelace mezi
obsahem K" iontii a celkovym obsahem dusiku a fosforu, korelace mezi obsahem Na* iont a
celkovym obsahem dusiku a fosforu. V obou piipadech mtizeme predpokladat, Ze je kolerace
zplisobena piitomnosti aniontli obou prvki (NOs a PO%).
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Tabulka 11: Korelace jednotlivych pudnich parametrti a vytéznosti jednotlivych fluorochinolonii

akthnd pddnl  wmfnnd pddai Orgonickd Orgonicky  Celkowy  Celhowvy fosfor £a K Mg Ne Ciorofioxacin  Earoffowacie Moxifloxecln  Morfloxacin  Offavacin  Pefloxocin
Pizok [%] Proch [%] 0 [%] reakcepd [-]  reckee pH L] EC [uSicm] hmoto [%]  obiE %] duste [%) [l fmgskg] [mahg] Imafgl [mofbal %] %] %] %] %] %]
Pisek %] 100
Prach [] -0.83 1.o0
1l %] -0,66 024 100
aktivni plidni reakce pH [-1 00 033 04% 1,00
wminnd pddnd reakee p [-] 0,08 085 04% ] 1.00
EC [uSfem] 0.24 .26 -009 0.15 0,21 Loa
Organickd henota [%) 044 0.3 -0.36 0,14 0,19 o4z Loo
Organdcioy uhdik 3] 044 0,34 -036 .14 0,19 0.42 Loo 1,00
Celkowy dusic [%] 0,04 006 018 0,29 0,36 0,92 0,22 0,22 1,00
Corlkowy fosfor [mgiig] 0,10 £.20 0,13 041 0,44 0,73 0,46 0.a5 0.80 1,00
Ca [mgfeg] 0,13 023 063 0,81 0.78 0.27 011 0,11 0,41 0,63 1,00
K [mgfkg] -0.05 406 020 027 0,34 D2 020 D20 0.5 0.9 0.40 Lo0
Mg |mglegl 0,28 .35  -002 006 0,07 063 0,38 038 0.59 0,34 013 0,58 1,00
MNa [mgikg] 015 £.25 008 010 0,15 0.85 0,40 0.40 n88 0.72 0,27 088 0,64 1,00
Chproflomacin [%] 0,35 046 001 0,05 +0,08 0,22 0,32 0,32 -0,21 0,02 0,01 40,22 40,44 «0,35 1.00
Enroflaxacin [%] 0,60 05 03 0,14 0,154 0,16 0,18 018 0,09 -0,01 -0, “D07F 0,33 0,15 (F%. T 1,000
Moxifloxscin (%] -0.38 o6l -0.19 0,74 75 -0.19 037 n.37 0.2 022 -0.48 023 R 0,09 058 fULH 100
Norfloxscin [%] -0.30 036 005 0,13 -0,16 011 0,51 051 -0 0,26 015 0o 0,17 -0,13 0.85 0,77 0,55 1.00
Oflaracin [%] -0.02 022 031 017 0,18 0,01 057 0.57 0,13 0,23 0,08 0,13 0,45 0,12 082 0,65 0.59 080 100
Pefloxacin [%] 0,25 0.29 006 014 0,10 0,04 0,52 0.32 0,10 0,31 0,29 0,08 0,42 0,29 0.84 0,66 0.29 0.90 0.80 1.00

Primarnim cilem SOC bylo posoudit vliv vlastnosti piidy na vytéZnosti exktrace fluorochinolonovych antibiotik. V tomto piipadé byly nalezeny
nésledujici korelace:

1) stfedni negativni korelace mezi Enrofloxacinem a % obsahem pisku v pidé;

2) sttedni pozitivni korelace mezi Enrofloxacinem a % obsahem prachu v pidé;

3) stiedni pozitivni korelace mezi Moxifloxacinem a % obsahem pisku v pade;

4) vysoka negativni korelace mezi Moxifloxacinem a piidnim pH;

5) sttedni pozitivni korelace mezi Norfloxacinem a organickou hmotou (resp. organickym uhlikem);

6) stfedni pozitivni korelace mezi Ofloxacinem a organickou hmotou (resp. organickym uhlikem) a dale se zde vyskytuji stfedné az vysoké
pozitivni korelace mezi jednotlivymi fluorochinolony, coz je zpisobeno podobnou chemickou strukturou jednotlivych 1é¢iv a tedy podobnymi
fyzikéalné chemickymi vlastnostmi.
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7. Zaveér

Tato prace se zabyvala problematikou, ktera je spojena s naduzivanim antibiotik a naslednou
kumulaci téchto 1é¢iv v zivotnim prostiedi. Jak jiZz bylo zminéno, ke kontaminaci Zivotniho
prostiedi dochézi jiz pfi samotné vyrob& antibiotik. Stejné tak tomu je i u konecného
spotiebitele, at’ uz u zvitrete nebo u ¢lovéka nedochazi k Gplné biotransformaci 1é¢iva, coz
znamena nasledné vylouceni z téla a kontaminaci vody a puid. Nasledkem muze byt vznik
antibiotickeé rezistence, kterd je velkym problémem z hlediska zdravi.

Prakticka ¢ast se zabyva stanovenim konkrétné fluorochinolovych antibiotik v riznych typech
pud. Metoda stanoveni byla jiz slovné¢ i obrazky popsana vyse v teoretické Casti v kapitole 5.
Mg¢teni bylo provadéno analytickou metodou SPE a LC-MS, tyto metody jsou opét podrobné
vysvétleny v kapitolach 6.2.1, 7.1 a 8. Po porovnani vytéznosti jednotlivych fluorochinolond
z pud, miizeme potvrdit, Ze jednotlivé fyzikalni a chemické vlastnosti a slozeni pud maji vliv
na vytéznost fluorochinolont z ptidy. Vysledky vytéznosti jednotlivych fluorochinolonovych
latek jsou prezentované v tabulce ¢. 8 a grafu €. 2.

Primarni cil SOC, tedy posoudit vliv vlastnosti ptid na vyt&znosti byl usp&né splnén, na
zaklad¢ statistické analyzy dat (korelacni tabulky) bylo zjisténo, ze na vytéZnost
fluorochinoloni z pudy maji vliv nasledujici pidni vlastnosti: % obsah pisku v pudé; % obsah
prachu v pud¢; padni pH a mnoZstvi organické hmoty (respektive organického uhliku).

Nicméné i piesto, Ze bylo potvrzeno, Ze tyto konkrétni piidni parametry maji vliv na vytéznost
(v souladu s dostupnou literaturou), tak nelze jednoznaéné fici, ktera z téchto vlastnosti pad
nejvice ovliviiuje vytéZnost samotné extrakce (kvuli velkému mnozstvi znaéné liSicich se
parametrt ptidy). Pozitivni vysledek této SOC tedy udava smér pro nasledujici vyzkum vlivu
pudnich vlastnosti na vytéznosti riznych 1é¢iv z padni matrice.
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