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Uvod

Rozvoj mediciny a farmakologie ma za nasledek produkci velkého mnoZzstvi réiznych Iéciv.
Snaha rychle vylécit nemoci, pfipadné jim predejit, vede k extrémnimu pouzivani léciv
rlzného slozeni a UCinkl, a to jak v humanni, tak i ve veterinarni mediciné. Mezi
nejCastéji pouzivana léCiva patfi antibiotika a analgetika. Je znamo, Zze v humanni
mediciné stale roste spotfeba analgetik. Dlvodem je zejména to, Ze velka Cast téchto
lékd neni na lékarsky predpis a lze je zakoupit volné v lékarné. Antibiotika vietné
tetracyklinl a sulfonamidd jsou vyuZivana k lécbé a prevenci infekci u lidi a také ve
veterinarni mediciné. V této oblasti se jedna predevsim o léciva podporujici rlst
hospodarskych zvitat, léCiva pro ryby, pro drlibez aj. Analgetika slouZi predevsim pro
zmirnéni bolesti, snizeni horecky, pfipadné pro i pro preventivni Ucely.

ProtoZe se lécCiva vyskytuji ve vodach ve stopovych koncentracich, je prfi jejich analyze
nutné je z vody Ucinné a efektivné izolovat, a to prevazné pro potieby multirezidualni
analyzy. K tomuto Ucelu a soucasné i k precisténi extraktu s obsahem analytd slouzi
pravé extrakce na pevnou fazi (SPE; Solid Phase Extraction), pfipadné i mikroextrakce na
tuhou fazi (SPME; Solid Phase Microextraction).

Teoreticka cast

Antibiotika a antimikrobni chemoterapeutika se pouzivaji k Ié¢bé nebo prevenci rliznych
infek¢nich onemocnéni. Antibiotika jsou produkovana mikroorganismy, naproti tomu
antimikrobni chemoterapeutika jsou uméle syntetizované antibakterialni latky [1].
Antibiotika predstavuji rozmanitou skupinu latek majicich maji odliSnou strukturu i
vlastnosti. Déli se do rdiznych skupin na zakladé vybranych faktord (tab. 1).

Analgetika se podle miry a mechanismu Gc¢inku déli na analgetika narkoticka, nazyvana
téz anodyna a na analgetika-antipyretika. Analgetika-anodyna se pouzivaiji se ke zvladnuti
silné bolesti. Ve vyssich davkach vyvolavaji kromé potlaceni bolesti také spanek nebo
ztratu védomi, a proto jsou oznacovana jako narkotickd. NejstarSimi a nejznaméjSimi
analgetiky tohoto typu jsou prirodni morfiny izolované z opia. Analgetika-antipyretika
(NSAID — Non Sterodial Anti Inflammatory Drugs) se aplikuji k potlaceni mirnéjSich
bolesti, horecky a zanétl. Veskera analgetika tohoto druhu vykazuji kromé analgetického
nenarkotickd analgetika rozdélit na derivaty anilinu, kyseliny salicylové, kyseliny
anthranilové, 2-arylalkanovych kyselin, tzv. kyselé enol-derivaty aj. NejzndméjsSim
derivatem kyseliny salicylové je kyselina acetylsalicylova (aspirin), ktera byla
syntetizovana v r. 1853 a je pouzivana dodnes [2,3].

Antibiotika jiz byla detekovana v pitnych, povrchovych a podzemnich vodach, nejcastéji
vSak ve vytocich z Cistiren odpadnich vod. Zjisténé koncentrace byly prevazné
v hodnotach ng/l a ug/l, pricemz i takto nizké hodnoty maji dopad na Zivotni prostredi a
plsobi na necilové organismy, véetné clovéka. Vyskyt antibiotik v Zivotnim prostiedi
predstavuje velky problém, protoZe velmi malo podléhaji degradaci, jsou perzistentni a
také dochazi k jejich kumulaci [4]. Nejbéznéjsimi vstupy humannich IéCiv do Zivotniho
prostfedi jsou exkrece, odstranéni lokalnich preparatd béhem koupani a likvidace
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nepotiebnych a proslych IéCiv splachovanim do toalet, dfezli nebo jejich vyhozenim do
domovniho odpadu.

Tabulka 1. Rozdéleni antibiotik
Charakteristika déleni Skupiny antibiotik

baktericidni — usmrcuji bakterie

podle typu uinku [5] o y . . N
bakteriostatické — zastavuji rozmnozovani bakterii

Uzkospektra - ovliviiuji jen nékolik typl bakterii

podle ovliviiovani poctu bakterii [5] N ; . . -
Sirokospektra - ovliviuji mnoho typl bakterii

peniciliny sulfonamidy
cefalosporiny imidazoly
noveéjsi Flaktamova antibiotika chinoliny
amfenikoly nitrofurany
podle chemické struktury tetracykliny pyrimidiny
[6] glycylcykliny polypeptidy
makrolidy ansamyciny
linkosamidy lokalni antibiotika
aminoglykosidy ostatni antibiotika
glykopeptidy

inhibitory syntézy bunécné stény

antibiotika poskozujici cytoplazmatickou membranu

podle mechanismu Gcinku

[5.6] inhibitory syntézy kyseliny tetrahydrolistové

inhibitory syntézy nukleovych kyselin

inhibitory proteosyntézy

Koncentrace IéCiv zjiSténé v pitnych a povrchovych vodach jsou pfilis nizké na to, aby
mohly zpdsobit akutni toxicitu u vodnich organismi. Rezidua léCiv nachazejici se ve
vodnim prostredi se nevyskytuji samostatné, ale Castéji ve smési. Testy toxicity smési
rezidui IéCiv v malych koncentracich prokazaly ucinky, které byly siln€jsi, nez kdyz byly
tyto latky testovany samostatné. UCinky smési byly vesmés pozorovany u koncentraci,
pfi kterych by rezidua samostatné nezplisobovala Zadné nebo jen velmi jemné Gcinky
[7,8].

SPE je nejvice pouzivana metoda pro extrakci rezidui IéCiv z vod. V soucasné dobé to je
nejefektivnéjsi technika, ktera je dostupna pro rychlou a selektivni pfipravu vzorku. SPE
je nejCastéji aplikovana pfi zpracovani kapalnych vzorkd, predevsim pro extrakci stfedné
tékavych a netékavych latek, jejich zakoncentrovani a odstranéni nezadoucich latek
ruSicich nasledna analyticka stanoveni. Podstatou je zachyceni molekul latky na tuhém
sorbentu, pres ktery protéka vzorek. Pouzivaji se nepfiliS finanéné nakladné extrakéni
kolonky vhodné na jedno pouziti, o nejriiznéjsich velikostech a naplnich sorbentl. Vybér
vhodného sorbentu je zakladnim predpokladem Uspésné extrakce. Pro SPE jsou
nejvhodnéjsi univerzalni sorbenty na bazi modifikovaného silikagelu — oktadecylové (C18)
a oktylové (C8). Retencni mechanismus probiha v disledku hydrofdbnich interakci mezi
analytem a navazanymi uhlikatymi fetézci. Pro extrakci latek obsahujicich disociujici
skupiny je Casto nutna Uprava pH vzorku, kterou dosahneme toho, Ze molekula zlstane
v nedisociované formé a bude pak Iépe interagovat s nepolarnim sorbentem [9,10].

Mikroextrakce na tuhou fazi je jednoducha a Uc¢inna adsorpcné-desorpcni technika
zkoncentrovani analytu, pfi které nejsou zapotfebi rozpoustédla nebo komplikované
sklenéné aparatury. Je pouzitelna ve spojeni s plynovou i kapalinovou chromatografii pro
stanoveni volatilnich, semivolatilnich i nevolatilnich analytl. Hlavni soucasti celého

© W&ET Team, doc. Ing. Petr Dolej$, CSc., Ceské Budé&jovice 2012



Citace — Vavrova M., Lacina P., Zenatova P.: VyuZiti SPE a SPME pfi analyze |éCiv ve vodach.
Shornik konference Pitna voda 2012, s. 221-226. W&ET Team, C. Budéjovice 2012. ISBN 978-80-905238-0-7

zarizeni je 1 cm dlouhé kfemenné vlakno pokryté stacionarni fazi, které je spojeno
s ocelovym pistem umisténym v duté ocelové jehle chranici vlidkno pred mechanickym
poskozenim. Pred zacatkem manipulace a po ukonceni extrakce je vlakno zatazeno
dovnitf jehly; posunutim pistu se vlakno vysune do vzorku a dochazi k sorpci. Principem
SPME je expozice malého mnozstvi extrakéni faze (SPME vlakno) nadbytkem vzorku. Na
rozdil od klasickych extrakénich metod neni analyt extrahovan ze vzorku v maximalni
koncentraci, ale pouze do dosazeni rovnovazného stavu. Rovnovazny stav je zavisly na
koncentraci analytu ve vzorku a na typu a tloustce polymeru, ktery pokryva kfemenné
vlakno. Na extrakéni proces maji znacny vliv také molekulova hmotnost a tvar molekuly,
polarita a pritomnost funkénich skupin. Volba vldkna potom vychazi predevsim z jeho
polarity a o¢ekavaného extrakéniho mechanismu [2, 3].

Experimentalni cast

SPE

Pro izolaci antibiotik, analgetik a sulfonamidd ze vzorkl vody byla vyuZita metoda SPE.
Metoda je vhodna zejména proto, Ze na kolonky mdzeme aplikovat pfimo analyzovanou
vodu, Casto i bez predchozi filtrace. Pro SPE plati nasledujici pravidla:

1. Aktivace sorbentu spocivajici v solvataci faze vazané na povrchu sorbentu, aktivaci
ménice iontd apod., s naslednym vymytim prebytku cinidla.

2. Aplikace vzorku — analyt je z vétsi ¢asti oddélen od matrice vzorku.

3. Promyti sorbentu slouzi k odstranéni interferujicich sloZzek bez toho, Ze by byl
eluovan analyt. U malo zadrzovaného analytu mlze byt tento krok vynechan
a sorpcni kolonka se zbavi zbytku vody profoukanim plynem.

4. Desorpce koncentrovaného analytu s vyuzitim béznych desorpcnich technik.
5. Regenerace sorbentu se v fadé pripadd se nevyzaduje, protoze kolonky jsou
vesmeés konstruovany pro jedno pouziti.

V nasleduijici ¢asti budou uvedeny optimalizované podminky SPE pro jednotliva IéCiva. Pro
stanoveni tetracyklinu a chlortetracyklinu hydrochloridu byla pouzita kolonka Strata C 18
(Phenomex USA) a izolacni postup byl nasleduijici:

v promyti 4 ml methanolu, nasledné 3 ml Mcllvainova pufru
v naneseni 400 ml vzorku

v" promyti 3 ml destilované vody

v suSeni proudem vzduchu

v eluce 10 ml elu¢ni smési (cca 15 kapek/min)

V dalsi studii bylo pomoci kolonky Supelclean ENVI-C 18 v rdmci multirezidualni metody
izolovano vice tetracyklinG (minocyklin, tetracyklin, oxytetracyklin, chlortetracyklin,
doxycyklin) podle tohoto postupu:

promyti 2 ml 0,1 M kyseliny mravenci v methanolu a 2 ml 5% methanolu

naneseni 300 ml vzorku vody

promyti sorbentu 2 ml 5% methanolu

suseni proudem vzduchu

v eluce analytu 2 ml 0,1 M kyseliny mravenci v methanolu

AN NN

Metoda SPE byla rovnéz pouzita pro izolaci makrolidovych antibiotik erythromycinu,
clarithromycinu a roxithromycinu z vody. Postup byl nasleduijici:

promyti 5 ml methanolu a 5 ml miliQ vody okyselené HCOOH na pH 2

naneseni 300 ml vzorku vody

promyti sorbentu 5 ml miliQ vody

suseni proudem vzduchu

eluce analytu 10 ml methanolu

SNENENENEN
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v suSeni do sucha proudem dusiku

Kromé toho byla pomoci SPE izolovana z vody také analgetika. Po izolaci, precisténi
extraktu a jeho zakoncentrovani Ize jako analytickou koncovku pouZit tfi mozné metody,
a to kapalinovou chromatografii s detektory DAD nebo MS, po derivatizaci plynovou
chromatografii s detektorem TOF MS a kapilarni elektroforézu s DAD.

V nasleduijici Casti je prezentovana kone¢na metoda pro analyzu analgetik — antipyretik,
s analytickou koncovkou plynova chromatografie po derivatizaci.

Optimalizovany SPE postup pro stanoveni rezidui NSAID v realnych vzorcich vod:
v' Predlprava kolonky: 6 m/ methanolu, 3 m/ milli-Q vody (pH = 2)
v Vzorek o pH = 2 (250 ml pro odpadni vodu; 400 ml pro pitnou a povrchovou
vodu)
v’ Promyti: 32 m/ milli-Q vody
v’ Suseni proudem vzduchu 10 — 15 minut
v Eluce: 6 m/ methanolu

Derivatizace:

Derivatizace (trimethylsilylace) probihala za pouZiti derivatizacniho cinidla MSTFA [N-
methyl-N-(trimethylsilyl) trifluoroacetamid]. Z eludtu odebrano vzdy 500 pl do 1,8ml
vialky a toto mnozstvi odpareno pod proudem dusiku. Po odpareni bylo do vialky pfidano
200 pl pyridinu + 200 pl MSTFA a obsah vialky znovu dikladné rozpustén v této smési.
Poté nasledovala inkubace vzorku po dobu 90 minut pfi teploté 70 °C.

Udinnost SPE (vztahujici se k postupu a metodé uvedené vyse)

Tabulka 2. Ucinnost SPE pro jednotlivé analyty (modelové vzorky)

. Ucinnost (%) *
LecCiva
250 ml ** 400 m| ***
kyslina salicylova 92,2 +8,4 85,5 + 6,2
kyselina acetylsalicylova 95,1 +4,1 92,0 + 4,2
kyselina klofibrova 90,2 +5,3 87,6 + 3,4
ibuprofen 94,3+2,9 90,6 £ 2,7
paracetamol 46,4 + 4,2 35,0+6,8
kofein 98,3 + 4,7 94,6 + 3,0
naproxen 96,5 + 8,7 95,6 + 3,8
kyselina mefenamova 97,8 + 3,5 95,5 + 3,9
ketoprofen 97,2+8,6 93,9 + 8,3
diklofenak 98,1 +2,4 92,6 +2,1
*  prdmérna hodnota vypocitana z hodnot péti paralelnich méfeni + smérodatna
odchylka

**  reprezentujici vzorek odpadni vody
**%  reprezentujici vzorek povrchové vody z Virské prehrady

Pomoci nasledujici tabulky 3. bylo provedeno porovnani namérenych hodnot koncentraci
analgetik zjisténych metodou CZE/DAD v odpadni vode s jiz publikovanymi ddaji; vzorky
pochazely ze stejné COV Brno-Modrice a byly méfeny v listopadu 2010. Méreni bylo
provadéno pomoci GCxGC-TOF MS.
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Tabulka 3. Porovnani namérenych hodnot

Analyt CZE/DAD [ug/I] GCxGC/TOF [pg/1]
PAR 6,31 1,1-20,1

KET 9,37 0,4-3,8

DIC 4,37 3,7-17,1

IBU 23,11 13,2-45,9

NAP 3,93 0,5-3,4

SAL 28,21 20,2-51,9

SPME

Metoda SPME umoznuje provadét dva zplsoby extrakce. Prvni zplsob je pfima SPME,
oznacovana zkratkou DI-SPME (Direct Immersing SPME), pfi které dochazi pfimo
k ponofeni vlakna do vzorku. Druhym zplsobem je headspace SPME, oznacovana
zkratkou HS-PME (Headspace SPME). Tato druha varianta vyuziva extrakci analyt(
z prostoru nad vzorkem v uzaviené nadobé. Na obrazku 1 jsou znazornény oba tyto
zplsoby vzorkovani. DI-SPME se pouziva predevsim pro latky v kapalném skupenstvi a u
nékterych tuhych latek. HS-SPME se aplikuje pro extrakci tékavych latek. Ustaleni
rovnovahy mezi vidknem a analytem v plynném stavu je rychlejsi nez u DI-SPME, protoZe
molekuly analytu se rychleji pohybuiji v plynu neZ v ostatnich skupenstvich. Cas, ktery je
potreba pro vzorkovani HS-SPME je vétSinou relativné kratky, 5-15 min.

Extrakéni postup pii DI-SPME Extrakéni postup pfi HS-SPME

SPME SPME
drzak ; drzak

; I
ochranna ochranna I
jehla jehla
vzorek vzorek
y ynks
plotynka plotynka ,ﬂ

Proniknuti  Expozice  Vtahnuti

Proniknuti  Expozice  Viahnuti
' Veahnuti septem vlikna vlikna/piremisténi

septem vEikna vlakna/piemisténi

Obrazek 1. Extrakcni postupy za pouziti SPME

Ve farmaceutickém prlmyslu se SPME pouziva zejména k izolaci terpenickych sloucenin,
silicnych drog, jednotlivych obsahovych a ucinnych latek pritomnych v synteticky
pripravenych |éCivech i ve fytofarmakach a v 1é¢ebné kosmetice.

Optimalizovana metoda head-space SPME:
navazka vzorku rostlinné matrice 0,5 g
temperace 5 minut pti teploté 30 °C
sorpce 15 minut pfi teploté 30 °C
vlakno PDMS/DVB

ANENENEN
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Abundance
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Obrazek 2. Ukazka chromatografu silic izolovanych z fytofarmak

Podékovani: Za (Cinnou pomoc, zejména pfi provadéni experimentd, ktera mi_umoznila
zpracovat tento ¢lanek, dékuji svym doktorand(im, Ing. Petrovi Lacinovi, Ing. Petfe Zenatove,
Ing. Lukasi Capkovi, Ph.D., Ing. Hané Lisé, Ph.D. a Ing. Lucii Vydrové, Ph.D.
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