Pfirodovédecka fakulta

UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE

Katedra fyzikalni a makromolekularni chemie

Monitorovani znecisténi vod veterinarnimi léCivy

Bakalafska prace

studijniho programu Klinicka a toxikologicka analyza

Praha 2009

PFirodovédeckd fakulta UK

KNIHOUNA CHEMIE

LT

3233148854



Prohlaseni

ProhlaSuji, Ze jsem tuto bakalafskou praci vypracoval samostatn€é, pod vedenim
Skolitelky Doc. RNDr. Evy Tesatové, CSc. a Ze jsem vSechny pouZité prameny fadné
citoval.

Jsem si védom toho, Ze ptipadné vyuziti vysledkd, ziskanych v této praci, mimo

Univerzitu Karlovu v Praze je moZné pouze po pisemném souhlasu této univerzity.

V Praze dne... /- eV

Nyl
/,XL “/‘/M/
‘/ podpis



Predmétova hesla

veterinarni 1éCiva, vyskyt ve vodach, déleni antibiotik, separaéni metody, imunochemické
metody

Kli¢ova slova

antibiotika, hormony, znecisténi povrchovych vod, metody stanoveni, HPLC

Na tomto misté bych chtél podékovat své Skolitelce Doc. RNDr. Evé Tesafové,
CSc. za odborné vedeni, trpélivost, s niz se mi vénovala a pomoc pfi zpracovani

této bakalarské prace.



OBSAH
SEZNAM ZKRATEK
1. UVOD
2. VYSKYT VETERINARNICH LECIV A JEJICH
METABOLITU V ZIVOTNiM PROSTREDI
3. NEJCASTEJI POUZiVANA VETERINARNI LECIVA
3.1 Antibiotika
3.1.1 Déleni antibiotik
3.1.1.1 Déleni podle mechanismu u¢inku
3.1.1.2 Déleni podle chemické struktury
3.1.2 Aminoglykosidova antibiotika
3.1.3 B — laktamova antibiotika
3.1.4 Makrolidova antibiotika
3.1.5 Peptidova antibiotika
3.1.6 Sulfonamidova antibiotika
3.1.7 Tetracyklinova antibiotika
3.1.8 Chinolonova antibiotika
3.1.9 Chloramfenikol
3.2 Hormony
3.2.1 Anabolické steroidy
3.2.2 Kortikosteroidy
3.2.3 Thyreostatika
3.3 Kokcidiostatika
3.4 Anthelmintika
4. METODY POUZiVANE K ANALYZE VETERINARNICH

LECIV A JEJICH METABOLITU
4.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie
4.1.1 Stacionarni a mobilni faze
4.1.2 Instrumentace
4.2 Plynova chromatografie
4.3 Kapilarni elektromigra¢ni metody

4.4 Imunochemické metody

10
10
11
11
11
12
14
15
16
17
18
19
21
21
22
22
23
24

25
25
26
27
28
28
29



5. APLIKACE METOD POUZiIVANYCH K ANALYZE
VETERINARNICH LECIV A JEJICH METABOLITU
5.1 Antibiotika
5.1.1 Aminoglykosidova antibiotika
5.1.2 B-laktdmov4 antibiotika
5.1.3 Makrolidova antibiotika
5.1.4 Peptidova antibiotika
5.1.5 Sulfonamidova antibiotika
5.1.6 Tetracyklinova antibiotika
5.1.7 Chinolonova antibiotika
5.1.8 Chloramfenikol
5.2 Hormony
5.3 Kokcidiostatika a anthelmintika
6. ZAVER
7. POUZITA LITERATURA

30
30
31
32
33
33
34
35
35
36
38
39

40



SEZNAM ZKRATEK

ACN L acetonitril

CE o, kapilarni elektroforéza

DAD...ooiiiiieiieteeeeecees detektor s diodovym polem

DNA ..o deoxyribonukleovy kyselina

EDTA oo ethylendiamintetraoctova kyselina

El oo, ionizace elektronem

ELISA o, enzymoimunoanalyza

EST e, ionizace elektrosprejem

EU oo Evropska unie

FLD oo, fluorescencni detektor

GC i plynova chromatografie

HLB .o, sorbent pro extrakci tuhou fazi (Hydrophilic-
Lipophilic-Balanced)

HPLC ..o, vysokoucinna kapalinova chromatografie

HPLC-MS -MS....ccccovevrrn vysokoucinna kapalinova chromatografie spojena

s tandemovou hmotnostni spektrometrii

LC o, kapalinova chromatografie

LOD i, limit detekce

LOQ oo, limit kvantifikace

MeOH .....cooiiiiiiiiiiiiee, methanol

MRNA ..., mediatorova ribonukleova kyselina

MS hmotnostni spektrometrie
NP-HPLC.....cooviiiiiiiie vysokoucinna kapalinovéa chromatografie

s normalnimi fazemi

PABA ... kyselina p-aminobenzoova

PBP o, protein vazajici penicilin (penicillin-binding proteins)
PED ..ot pulsni elektrochemicka detekce

PTFE ..o, polytetrafluorethylen

RIA .. radioimunoanalyza



RP-HPLC ... vysokouéinna kapalinova chromatografie

s obracenymi fazemi

SEC . vylucovaci chromatografie na zakladé velikosti
SPE... i, extrakce pevnou fazi

SPME ..o, mikroextrakce pevnou fazi

TLC it tenkovrstevna kapalinova chromatografie
tRNA ., transferova ribonukleova kyselina

UV e ultrafialova oblast



1. UVOD

Znecisténi vod polutanty jakéhokoliv druhu je velmi obezietné sledovano, nebot’
jakédkoliv zména koncentrace uréitého polutantu by mohla mit nedozirmé néasledky na
celkovy ekosystém. Do vod se dostavaji polutanty riznymi cestami z riiznych odvétvi
lidské ¢innosti. V soucasné dobé velmi zasadni postaveni v znecisténi vod maji 1éCiva a
jejich metabolity. Obzvlasté veterinarni medicina, kterda hojn€ vyuziva zna€né mnozstvi
1é¢iv, je vyznamnym zdrojem zne€isténi vod.

Veterindrni medicina vyuziva predev§im antibiotika, kterd tvofi hlavni slozku
lé¢ebnych preparati. Dale je pomérné rozsitené pouzivani hormond, kokcidiostatik a
anthelmintik. Diky nadmémému pouzivani téchto latek se jejich residua vyskytuji
v zivo¢iSnych produktech, a také v Zivotnim prostiedi, kam se dostavaji z exkrement
Zivocichd.

Neékteré studie prokazuji negativni vlivy na Zivé organismy, jako jsou hormonalni
zmény u vodnich Zivocichi ¢i rezistence bakterii. Pfitomnost veterindrnich 1é¢iv ve
vodé piedstavuje zatim neznamé zdravotni riziko pro Zivé organismy, nebot’ dochazi
k celozivotni chronické expozici témto latkdm. Z tohoto divodu je velmi nutné sledovat
koncentraci veterinarnich lé¢iv jak v zZivotnim prostiedi, tak také v biologickych
vzorcich. Tato fakta poukazuji na nutnost vyvoje novych analytickych metod s vhodnou
detekci pro tyto latky v Zivotnim prostredi.

Cilem této prace je podat struény piehled o zakladnich typech veterinarnich 1é¢iv,

jejich ucincich a metodach stanoveni.



2. VYSKYT VETERINARNICH LECIV A JEJICH
METABOLITU V ZIVOTNIiM PROSTREDI

Pouziti veterinarnich 1é¢iv se za posledni léta velmi zvysilo. V roce 1950 byla
produkce 91 tun lé¢iv ro¢né€ a v roce 1999 to bylo uz 10000 tun lé¢iv ro¢né. VéEtsina
veterinarnich 1é¢iv se pouziva k 1é€bé riznych nemoci nebo k prevenci téchto nemoci.
Neéktera lé¢iva (hlavné hormonalni latky, ale také antibiotika) jsou vSak pouZzivéana také
pro podporu ristu zvifat (ekonomické diivody). Pouzivani 1é¢iv pro podporu ristu bylo
postupné redukovéno, v Evropské unii je nyni uplné& zakazano'.

Veterinarni 1é¢iva jsou pfidavana do krmnych smési pro zvitata nebo jsou aplikovana
jinou formou (napf. injekéné). Biotransformace 1é€iv neni nikterak rozsahla, pifevazné
dochézi ke konjugaénim reakcim skyselinou glukuronovou nebo sulfatem, tyto
konjugaty jsou nasledné vylucovany. Mrva, obsahujici veterinarni 1éciva, se pouzZiva
k hnojeni zemédélskych pid, ¢imz mize dojit ke kontaminaci podpovrchovych vod,
odkud se mohou dostat 1é&iva i do podzemnich vod'.

Nékterd huménni léc¢iva maji stejné ucinné slozky jako veterinarni léCiva a
biotransformace je velmi podobna. Residua humannich 1é¢iv se s exkrementy dostavaji
do odpadniho systému a nasledné do Eistiren odpadnich vod. Vzhledem k tomu, Ze
Cistirny odpadnich vod nejsou v soucasné dobé schopny odstranit velké mnozstvi 1é¢iv
obsazenych v odpadnich vodach, dochazi k vypousténi téchto latek do povrchovych
vod®. Vyskyt residui 1égiv byl v nékterych zemich potvrzen v koncentracich fadoveé

desitek ng/l.



3. NEJCASTEJI POUZIVANA VETERINARNI LECIVA

3.1 Antibiotika

vvvvvv

veterinarni medicin€. Jedna se o latky, které inhibuji rist mikroorganism, tj. navozuji
bakteriostazu, nebo je usmrcuji, tj. pusobi baktericidn&’. V soucasnosti je znamo pies
6000 latek s antibiotickym u¢inkem, ale jen asi 70 z nich na$lo uplatnéni v humanni a
veterinarni medicing, ostatni maji pfili§ vyrazné nezadouci G¢inky nebo jsou pro
pacienta toxické. Princip u¢inku terapeuticky vhodnych antibiotik je selektivni
ovlivnéni specifickych pochodii v mikroorganismech bez vyraznéj§iho vlivu na
,»hostitelsky” makroorganismus. Prvni generace antibiotik byly sekundérni metabolity
mikroorganismi (plisni, bakterii), v soucasnosti se fada antibiotik pfipravuje uméle

(rizné syntetické nebo semisyntetické postupy) .
3.1.1 Déleni antibiotik

Antibiotika se 1i8§i svou strukturou a svymi fyzikdlné-chemickymi a
farmakologickymi vlastnostmi do té miry, Ze je prakticky velmi obtiZzné vytvofit
jednoduchou, a pfi tom vSestranné vyhovujici klasifikaci antibiotik.

Klasifikace antibiotik vyhradné podle chemické struktury umoziuje charakterizivat
spole¢né vlastnosti (napf. farmakokinetické a farmakodynamické ucinky, obdobny
vyskyt zadoucich a nezadoucich ucinkid). Neposkytuje vSak dostate¢nou ptedstavu o
antimikrobidlni u¢innosti, coZz zase pfinasi spiSe klasifikace antibiotik podle
antimikrobialniho spektra, ktera je proto vyhodnéjsi pro klinické pouziti antibiotik.

S rozvojem poznatkii o molekularnich mechanismech u€inkt antibiotik a vzniku
bakterialni rezistence na u¢inky antibiotik vznikla klasifikace podle chemické struktury
a predpokladaného mechanismu ucinku. Tato klasifikace je vychodiskem i pro
zvazovani racionalnich klinickych postupi v antimikrobidlni 1é¢bé, zejména

v pfipadech kombinované l1é¢by a smiSenych infekci®.
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3.1.1.1 Déleni podle mechanismu u¢inku

Na zakladé mechanismu t&inku délime antibiotika do nasledujicich podskupin’:

1, antibiotika zplsobujici inhibici syntézy bakteridlni bunééné stény (B-laktamova
antibiotika, glykopeptidova antibiotika, bacitracin)

2, antibiotika zpuasobujici poruseni bunééné cytoplazmatické membrany (polyenova
antibiotika, imidazoly)

3, antibiotika zptsobujici inhibici syntézy bilkovin (tetracykliny, aminoglykosidy,
chloramfenicol, makrolidy, linkosaminy, mupirocin)

4, antibiotika zpusobujici inhibici nukleovych kyselin (chinolonova antibiotika,
rifampicin)

5, antibiotika zpasobujici inhibici metabolismu bakterialni buiiky (sulfonamidy)
3.1.1.2 Déleni podle chemické struktury

Podle chemické struktury se déli antibiotika na mnoho podskupin: makrolidy,

tetracykliny, cefalosporiny, sulfonamidy, chloramfenikol, peniciliny a mnoho dalsich’.
3.1.2 Aminoglykosidova antibiotika

Aminoglykosidova antibiotika patii mezi nejstar§Si a pomérné Siroce uZivana
antibiotika. K jejim kladim patfi mimofadné rychly baktericidni u¢inek vici vétSing
gramnegativnich mikrobt, naopak k zaporiim patii jejich nefrotoxicita a ototoxicita®.

Chemicky je =zakladem aminoglykosidi hexosové jadro, na némzZ jsou
glykosidickymi vazbami pfipojeny aminocukry. Aminoglykosidy jsou hydrofilni latky,
které $patné pronikaji biologickymi membranami®. Mezi zakladni aminoglykosidova
antibiotika patii gentamicin, linkomycin, neomycin a streptomycin. Struktura

gentamicinu je ukdzana na obr. 1.
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Obr. 1 Struktura gentamicinu

Mechanismus uU¢inku aminoglykosidii spo¢iva v inhibici syntézy bilkovin, ktera
vznikd zdsahem na riznych mistech ribosomu. Aminoglykosidy se ireverzibilné vazou
na receptor umistény na 30S podjednotce a blokuji vazbou na aminoacyl-tRNA na
akceptorové misto na komplexu mRNA sribosomem. Mechanismus uG¢inku

aminoglykosidi je viak podstatné sloZit&jsi a neni zcela objasnén’.

3.1.3 p-laktamova antibiotika

B-laktamova antibiotika jsou nejvice rozsifenou skupinou antibiotik pouzZivanych ve
veterinarni mediciné k 1é€bé bakteridlni infekce u dobytka. B-laktamova antibiotika
rozdélujeme do dvou zakladnich skupin: peniciliny a cefalosporiny. UZ§i rozdéleni B-

laktamovych antibiotik uvadi tab. 1".
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Tab. 1 Rozdéleni B-laktamovych antibiotik

Skupina Podskupina Vyznamné analogy

peniciliny benzylpeniciliny sodna sil penicilinu G, klemizol
fenoxypeniciliny penicilin V, propicilin
aminobenzylpeniciliny ampicilin, amoxicilin, bakampicilin
acylaminopeniciliny azlocilin, piperacilin, apalcilin
karboxypeniciliny karbenicilin, tikarcilin, temocilin
izoxazolylpeniciliny oxacilin, kloxacilin, flukloxacilin
amidopeniciliny mecilinam

cefalosporiny cefazoliny cefazolin, cefazedon
cefuroximy cefuroxim, cefamandol, cefotiam
cefoxitiny cefoxitin, cefotetan, cefmetazol
cefotaximy cefotaxim, ceftizoxim, cefodizim
ceftazidimy ceftazidim, cefpirom, cefepim
cefalexiny cefalexin, cefaklor, cefadroxil
cefiximy cefixim, cefdinir, ceftibuten

karbapenemy = == ----m—-- imipenem, meropenem, biapenem

monobaktamy = ----e-eee- aztreonam

inhibitory B-laktamas

kyselina klavulanova, sulbaktam

B-laktamova antibiotika maji ve své molekule ¢tyi¢lenny ,,p-laktamovy* kruh, ktery

je spole¢né s karboxylovou skupinou kli¢ovou strukturou zodpovédnou za biologickou

aktivitu téchto latek. Struktura postranniho fetézce ovliviiuje stabilitu vii¢i enzymovému

Sté€peni, stalost vici fyzikalné-chemickym vlastnostem prostfedi a antimikrobni aktivitu

vi¢i riznym skupinim mikroorganismi’. Peniciliny maji péticlenny thiazolidinovy

kruh. Cefalosporiny maji Sesti¢lenny dihydrothiazinovy kruh. Strukturu penicilinu a

cefalosporinu je na obr. 2.
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Obr. 2 Struktura zékladnich B-laktamt

Mechanismus u¢inku B-laktamovych antibiotik zahrnuje fadu krokti vedoucich
k inhibici syntézy bunééné stény. Jedna se o vazbu na enzymy PBP (penicillin-binding
proteins), které piedstavuji bunétné receptory. Tyto receptory maji riznou afinitou
k antibiotikiim a kazdy muze zprostfedkovavat odlisny zptsob ucinku. B-laktamova
antibiotika acyluji PBP, a tim je inaktivuji. Inhibice syntézy bakteridlni stény je
vyvolana blokadou transpeptida¢nich reakci, a tak zabranou zpevnéni peptidoglykanu
ve sténé pfinymi vazbami. Sténa bakteridlnich bunék obsahuje i dal$i enzymy, které
fizené katalyticky obménuji peptidoglykan a které B-laktamova antibiotika aktivuji, a

tim zptisobuji yzu a smrt bakterialni buriky”.

3.1.4 Makrolidova antibiotika

Makrolidova antibiotika jsou velmi dileZitou tfidou antibiotik §iroce pouzivanych ve
veterinarni praxi k 1é¢bé respiranich onemocnéni nebo jako aditiva krmiv ke zvyseni
ristu chovného dobytka. Antimikrobialni spektrum makrolidi zahrnuje grampozitivni i
gramnegativni bakterie a intracelularni patogeny®.

Makrolidy jsou charakterizovany polyfunkénim makrocyklickym laktonovym
kruhem (obsahujicim obvykle 14 az 16 atomi), ke kterému jsou pfipojeny cukry’.
K nejznamnéj$im patii erythromycin, semisyntetické analogy erythromycinu jsou

roxithromycin a clarithromycin. Strukturu erythromycinu ukazuje obr. 3.
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Obr. 3 Struktura erythromycinu

Mechanismus u¢inku makrolidovych antibiotik spoé¢iva v inhibici syntézy bilkovin.
Makrolidy se vazi ireverzibilné na receptor umistény na 50S podjednotce ribosomu

blizko receptorového mista pro chloramfenicol®.
3.1.5 Peptidova antibiotika

Hlavni peptidova antibiotika pouzivana ve veterinarni mediciné jsou avoparcin,
bacitracin a virginiamycin. Tato peptidova antibiotika se pouzZivaji jako ptisady do
krmnych smési na jejich vylepSeni. Prakticky veskera peptidova antibiotika byvaji
pomémé rezistentni vic¢i puisobeni proteolytickych enzymd, tato skute¢nost je obvykle
disledkem ptitomnosti nepfirozenych strukturnich elementti (D-aminokyseliny) 8

Jedna se vyhradné o nizkomolekularni oligopeptidy, jejichz relativni molekulova

15



hmotnost nepfesahuje hodnotu 1500. Peptidovda antibiotika c¢asto obsahuji
aminokyseliny, které se obvykle v Zivoc¢isnych a rostlinnych proteinech nevyskytuji.
Soucasti molekuly téchto antibiotik byvaji strukturni jednotky, které nejsou

aminokyselinami. Na obrazku 4 je uvedena struktura virginiamycinu’.

O l jg
N IVIe ey

O N

Obr. 4 Struktura virginiamycinu

Mechanismus baktericidniho G¢inku spociva v inhibici syntézy bakterialni bunééné
stény, kdy inhibuje defosforylaci undecaprenylfosfatu, ktery prenasi jiz hotovy stavebni

blok do peptidoglykanové vrstvy bakterialni stény”.

3.1.6 Sulfonamidova antibiotika

Tato pi’wodné Siroka skupina latek se vprﬁbéhu desitek let pouiivém’ postupné
veterinarni 1é¢iva k terapeutlckym ucelim (lé¢ba mocovych infekei), a samoziejmé se
také pouzivaji k podpofe ristu’.

Strukturné jsou sulfonamidy velmi podobné kyseliné p-aminobenzoovég. Ptevaznou

vétSinu v soucasnosti vyuzivanych sulfonamidi tvoii N—substituované derivaty. Na obr.
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5 mazZeme vidét strukturu sulfothiazolu.

NH,

Obr. 5 Struktura sulfothiazolu

Mechanismus u¢inku sulfonamidi spoéiva v kompetitivni inhibici metabolismu
bakterialni buriky. Sulfonamidy jsou strukturalnimi analogy extracelularni kyseliny p-
aminobenzoové (PABA), sniz soutéZzi o enzym dihydropteroatsyntetazu. Timto
zpusobem sulfonamidy brani syntéze bakteridlniho ristového faktoru kyseliny listové,
protoze se vytvareji nefunkéni analogy kyseliny listové. Jde vSak o kompetitivni
antagonismus, takZze ptrebytkem PABA mize byt sulfonamid vytésnén a jeho
bakteriostaticky ucinek zrusen. Sulfonamidy jsou proto u¢inné pouze na bakterie, které

musi syntetizovat svoji kyselinu listovou”.

3.1.7 Tetracykliny

Jednd se o antibiotikum, které ma Siroké antimikrobidlni spektrum zahrnujici
grampozitivni i gramnegativni bakterie, mykoplazmata, chlamydie a spirochety. Mezi
nejvyznamnéj$i  tetracyklinova antibiotika patfi tetracyklin, oxytetracyklin,
chlortetracyklin a doxycyklin.

Zéakladem struktury tetracyklinu je ¢aste¢né hydrogenovany tetracen. Hydroxylové

skupiny tetracyklint jsou tfech druhli: hydroxylové, alkoholické a enolické. Na obrazku
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6 vidime strukturu tetracyklinti (jednotlivé R ptedstavuji rizné substituenty).

Obr. 6 Obecna struktura tetracyklinovych antibiotik

Mechanismus té¢inku spo&iva v inhibici syntézy bilkovin’: tetracykliny se vaZou
reverzibilné na receptor umistény na 30S podjednotce ribosomu a blokuji vazbu

aminoacyl-tRNA na akceptorové misto komplexu mRNA s ribosomem.

3.1.8 Chinolonova antibiotika

Chinolonova chemoterapeutika tvofi v soucasnosti mald skupina nefluorovanych
chinoloni, ktera ustupuje podstatné vétsi skupiné novéjsich fluorochinolonti. Chinolony
jsou Sirokospektralni antibiotika vyuzivana k lécbé dobytka (respiraéni problémy,
infekce riznych tkani). Celkem se rozliSuji ¢tyfi generace chinolonu, mezi nejbéznéji
pouzivané chinolony patfi patii ciprofloxacin (tfeti generace), dale sparfloxacin atd®.

Struktura chinolonl je velmi rozmanitd, jiZ mald zména ve struktufe mize velmi
pozmeénit jejich ucinek. Chinolony se li§i poctem heterocykld, druhy bocnich fetézch

atd. Na obrazku 7 je pro nazornost uveden norfloxacin’.
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Obr. 7 Struktura norfloxacinu

Mechanismus u¢inku celé skupiny spo&iva v inhibici syntézy nukleovych kyselin:
chinolonova antibiotika jsou inhibitory dvou topoisomeras (DNA-gyrasy a
topoisomerasy IV). Gyrasa je bakteridlni enzym odpovédny za spravné zietézeni a
rozvolnéni superhelikalni DNA béhem replikace. Vysledny antimikrobialni uéinek je

baktericidni.

3.1.9 Chloramfenikol

Chloramfenikol byl desitky let Siroce pouzivané antibiotikum, jehoZ pouziti bylo v
70. letech vyrazné¢ omezeno zjisténim, Ze hraje roli ve vzniku na davce nezavislé
aplastické anémie®. Ur¢itd inovace pfinesla mozZnost pouziti chloramfenikolu u tézkych
anaerobnich infekci a tézkych infekci vyvolanych kmeny Heamophilius influenzae
rezistentnimi  k ampicilinu.  Chloramfenikol je Sirokospektré bakteriostatické
antibiotikum.

Chloramfenikol je oproti ostatnim antibiotikiim relativné jednoducha molekula
skladajici se z disubstitovaného benzenového jadra. Strukturu chloramfenikolu ukazuje

obrazek 8.

19



N
HO—CH c
HC|:—NH—|C|:—HC\
H,C o C«
OH

Obr. 8 Struktura chloramfenikolu

Utinek chloramfenikolu spo&iva v inhibici syntézy proteind vazbou na 50S
ribosomalni podjednotku. Antimikrobiadlni u¢inek zahrnuje vétSinu aerobnich

grampozitivnich i gramnegativnich bakterii’.
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3.2 Hormony

Hormony jsou ptfedepisovany ve veterinarni mediciné k navySeni rychlosti ristu
zvifat. Mohou byt pfidavany jako aditiva do krmiv, ale mnohem ¢astéji jsou
implantovany do zvifecich usi, kde mize byt aktivni latka vypousténa do krevniho
fecisté v pulzech a po dlouhou dobu. V Evropské unii jsou hormonalni latky podavané
za Ucelem zvySeni rychlosti ristu zakazany, proto jsou jejich koncentrace bedlivé
sledovany. Mezi hlavni hormondlni latky pouZivané ve veterinarni mediciné patfi:

anabolické steroidy, kortikosteroidy, thyreostatika®.
3.2.1 Anabolické steroidy

Ackoliv monitorovani anabolickych steroidii u prasat a krav odhalila jen ojedinélé
ptipady pouziti v EU, analyza ilegalnich ptipravki ukazuje, Ze anabolické steroidy jsou
stale pouzivany. Anabolické steroidy jsou produkovany pro terapeutické ucely a odtud
se dostavaji na ¢erny trh’>. Mezi pouzivané anabolické steroidy patfi tfi androgenni latky
(methyltestosteron, methylboldenon, nortestosteron) a jeden estrogen (estradiol).

Struktury anabolickych steroidu jsou uvedeny na obrazku 9.

HO HO
H,C CH, H,C CH,
CHy CH,4

o~ oF

Methyltestosteron Methylboldenon

Hal OH
HaC  OH
V4
O

HO

Estradiol Nortestosteron

Obr.9 Struktury steroidnich hormont
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3.2.2 Kortikosteroidy
Kortikosteroidy jsou protizanétliva 1é¢iva, jedna se o latky syntetizované
z cholesterolu, vznikajici v bunikach kury nadledvin'. Na obrazku 10 mizeme vidét

struktury nékterych kortikosteroidu.

Dexamethason Prednison

Obr. 10 Struktury vybranych kortikosteroidii

3.2.3 Thyreostatika

Thyreostatika jsou komplexni skupina latek, které dokazi inhibovat thyroidalni funkci a
redukovat obéh hormonu §titné zZlazy®. Vahovy pfirustek zvifat vznikly pouzivanim
thyreostatik souvisi se zvySenou schopnosti plnit gastrointestinalni trakt a se zvySenou

schopnosti zadrzovat vodu. Na obrazku 11 jsou struktury nékterych thyreostatik.

H,C
N |
\>SH "\ _sH
N W
H N
Mercaptobenzimidazol Tapazol

Obr. 11 Struktury vybranych thyreostatik
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3.3 Kokcidiostatika

Kokcidiostatika jsou Siroce pouzivané léky k prevenci a 1é€bé kokcidiosy. V mnoha
zemich Evropské unie jsou kokcidiostatika povoleny jako ptidavky do krmiv, které se
podavaji v pfedepsané koncentraci a po predepsanou dobu mladym kufatim. Po
aplikaci téchto 1é¢iv musi zeméd¢lci ¢ekat piedepsanou dobu nez mohou byt kufata
usmrcena a zpracovana. Pokud je dana doba dodrzena, nejsou v Zadném produktu
nalezena residua kokcidiostatik. Vzhledem k pouzivani jinych preparati, ktera obsahuji
rovnéZ né€jaka kokcidiostatika, se vyskytuji Casto residua téchto preparati v kufecich
produktech®'®. Mezi kokcidiostatika fadime nitroimidazoly a nitrofurany. Struktura

nitroimidazoli je uvedena na obrazku 12 a zastupce nitrofurani na obrazku 13.

R

Q|

e
e

Obr. 12 Struktura nitroimidazolu
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Obr. 13 Struktura furazolidonu
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3.4 Anthelmintika

Anthelmintika jsou veterinarni 1é¢iva, ktera se pouzivaji proti parazitickym helmitim
(Cervam)®. NejCast&ji pouzivané anthelmintické latky jsou levamisol, fada latek
odvozenych od benzimidazolu a ivermectin. Struktury zakladnich anthelmintik mizeme

vidét na obrazku 14.

Levamisole

H
3C\
O
HO H3C\
/L‘ i
H,C O © J»

H,e O

Ivermectin

Obr. 14 Struktura zakladnich anthelmintik
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4. METODY POUZIVANE K ANALYZE VETERINARNICH
LECIV A JEJICH METABOLITU

K analyze veterinarnich lé¢iv a jejich metabolitd pfitomnych v Zivotnim prostredi se
vyuzivaji hlavné chromatografické metody, a to v nejvétsi mife vysokoucinna
kapalinova chromatografie (HPLC) (proto je popsana podrobnéji) a nasledné plynova
chromatografie (GC). Dal§i moznost pro analyzu Iléciv predstavuji kapilarni

elektromigraéni metody. V posledni dobé se zacaly vyuzivat i imunochemické metody.

4.1 Vysokoucéinna kapalinova chromatografie

Vysokoué¢inna kapalinova chromatografie se vyvinula z chromatografie plynové na
za&atku 70. let minulého stoleti''.

Prostfednictvim HPLC lze analyzovat Sirokou $kalu vzorku: ionty, latky polarni i
nepolarni, malo tékavé, tepelné nestabilni i vysokomolekularni. Touto metodou
miZeme rozdélit az 80 % vSech znamych latek. Separace daného analytu se da velice
dobfe ovliviiovat zménami stacionarni nebo mobilni faze. Nejb€Znéji pouzZivanou
technikou chromatografie je eluéni technika, kdy latky, které maji byt rozdéleny, jsou
nadavkovany na kolonu a poté unaseny kontinualné protékajici mobilni fazi a postupné
eluovany z kolony.

Princip metody je separaéni proces, pii kterém se latky rozdéluji mezi dveé
nemisitelné faze, mezi pohyblivou mobilni a nepohyblivou stacionarni fazi, na zdklad¢
fyzikalné-chemickych interakci, jako je adsorpce, rozpousténi, iontova vyména apod.
Jednotlivé slozky, pfitomné v mobilni fazi, se pohybuji podél stacionarni faze riiznou
rychlosti, protoZze jsou interakci se stacionarni fazi zpomalovany v zavislosti na
hodnotach pfislusnych distribu¢nich konstant. Latky, které interaguji siln&ji se
stacionarni fazi, se pohybuji pomaleji neZ latky, jejichz interakce jsou slabsi. Pokud je
draha, kterou smés urazi, dostate¢né dlouha a distribuéni konstanty dostate¢né rozdilné,
rozdéli se smés na jednotlivé zony. Vysokych G¢innosti tohoto typu chromatografie se
dosahuje pouzitim stacionarnich fazi, které obsahuji malé ¢astice pravidelného tvaru a
jednotné velikosti, které homogenné vypliiuji kolonu. Takto je dosazeno ucinnosti

fadové nékolik desitek tisic pater na metr kolony'".
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4.1.1 Stacionarni a mobilni faze

U népliiovych kolon je pro separaci dilezita velikost a uspofadani ¢astic stacionarni
faze. Jako stacionarni faze se pouzivaji adsorbenty, chemicky vazané faze, ménice iontl
atd. Nejbéznéjsi jsou stacionarni faze na bazi silikagelu, ktery je chemicky modifikovan
navazanim vhodnych funkénich skupin. Typ funkéni skupiny navdzany na povrchu
silikagelu uréuje vyslednou polaritu stacionarni faze. V HPLC jsou b&zné pouzivany
hydrofobni stacionarni faze s navazanymi uhlovodikovymi fetézci; stacionarni faze jsou
rozlidovany podle délky uhlovodikovych rétézca (oktyl, oktadecyl atd.). Cim mensimi
¢asticemi je kolona naplnéna, tim je G¢innost separace vétsi. Bézné se pouzivaji ¢astice
velikosti 5 az 10 um, dostupné jsou i naplné s ¢asticemi o velikosti 2 pm i men$imi.
Cim mensi velikost &astic, tim vy3si je viak zpétny tlak v kolong'.

V posledni dobé byly vyvinuty monolitické kolony, které jsou vyplnény polymerem
o definované poérovitosti. Tyto kolony maji velkou mechanickou stabilitu a odolnost
vici zménam pH a zaruduji vysokou uéinnost separace i pii vysokych pritocich mobilni
faze.

Nejbéznéji pouzivané napliové kolony maji délku 5 — 25 cm, vnitini primér né€kolik
milimetra (3,4 az 4,6 mm), objem nadavkovaného vzorku byva v rozsahu 1 — 20 pl a
prutok mobilni faze se pohybuje v rozmezi 0,5 — 1,5 ml/min.

Mobilni faze se v kapalinové chromatografii vyrazné podili na separa¢nim procesu.
Slozeni mobilni faze se da ovlivnit zménou typu rozpoustédla, typem pufru, hodnotou
pH, iontové sily, pfidavkem iontové-parovych ¢inidel apod. Mobilni faze je
charakterizovana zejména polaritou (schopnost rozpoustédla podilet se na polarnich
interakcich) a selektivitou, v detektoru by meéla davat minimdlni signal, mit nizkou
viskozitu, stlacitelnost, byt malo toxické a nereagovat s analyty'>.

Podle vzajemného vztahu stacionarni a mobilni faze rozliSujeme v HPLC dva druhy
separa¢nich modu:

. chromatografie s normalnimi fazemi (NP-HPLC) - stacionarni faze je
polarni a mobilni faze je nepolarni (nejcastéji pentan, heptan, chloroform, propan-2-ol a
jejich smési)

. chromatografie s obracenymi fazemi (RP-HPLC) - stacionarni faze je
nepolarni, mobilni faze je polarni'? (nejéastdji methanol, acetonitril, tetrahydrofuran,

voda (pufry) a jejich smési)
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4.1.2 Instrumentace

Schéma kapalinového chromatogafu je na obr. 15. Sklada se z rezervoaru mobilni
faze, pumpy, davkovaciho kohoutu se smyckou, separa¢ni kolony, detektoru a pocitace.

Materialy, které se pouzivaji v HPLC, musi byt mechanicky a chemicky odolné a
povrchové neaktivni, aby nepfispivaly k rozmyvani eluénich kiivek analytli. Proto se
nejcastéji pouziva nerezova ocel, sklo nebo nékteré plasty.

Na detektory v HPLC jsou kladeny vysoké naroky. Detektor by mél co nejméné
prispivat k rozmyti eluénich kiivek, signal detektoru by mél byt stabilni,
citlivy".

Mezi nejbézné;si detektory pouzivané v HPLC patfi:

o spektrofotometricky - nejpouzivanéj$i z detektori zejména pro svoji
jednoduchost, univerzalnost a dostate¢né Siroky linearni dynamicky rozsah

. fluorimetricky - selektivni a citlivy detektor pro latky schopné fluorescence
(jinak nutno analyt derivatizovat)

o refraktometricky - méné citlivy a selektivni detektor, zaloZeny na meéfeni
indexu lomu

o elektrochemické - selektivni detekce, méfi se vodivost nebo elektricky proud
odpovidajici oxidaci nebo redukci analyta

o hmotnostni (MS) - univerzalni, vysoce selektivni a citlivy detektor, umoziiuje

identifikaci analyti na zakladé poméru jejich hmotnosti a naboje

‘ ('l;.kv(.)Mz\"l'OGR:\&-l
£
; pumpa ‘;u h piky
— - 'Qu |
mobiini [ | 31t
faze . retendni das [min]
oim =,
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kohoutse¢*~ [}

smyckou  scparaéni ‘
kolona detektor O

Obr. 15 Schéma kapalinového chromatografu — pfevzato z citace'*
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4.2 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie nese své oznaceni podle skupenstvi mobilni faze, kterou je
plyn. Vyuziva rozdéleni koncentrace analytu mezi stacionarni a mobilni fazi na zakladé
adsorpce a rozpousténi, pficemz se predpoklada, Ze toto rozdéleni je rovnovazné. Jako
zdroje pohybu mobilni faze vyuziva tlakovy spad.

V plynové chromatografii je znamo né€kolik set riznych stacionarnich fazi. Jejich
variabilita je nejen v chemickém sloZeni, ale v jejich makromolekuldrnich vlastnostech,
zpusobu deaktivace povrchu kolon, zplisobu zakotveni na nosi¢i, zpisobu vpraveni do
kolon atd. Obecné jsou stacionarni faze dvojiho typu, a to pro adsorpéni mechanismus a
rozpoustéci mechanismus retence. Stacionarni faze pro adsorpéni mechanismus retence
jsou zaloZeny na bazi grafitizovaného uhli, uhlikovych molekulovych sit, zeolitovych
uhlikovych sit, polymert a silikagelu. Stacionarni faze pro rozpoustéci mechanismus
retence jsou zaloZeny na bazi polymeru poly(di-methyl-siloxanu) (nepolarni faze), nebo
polymeru poly(ethylen-glykolu) (polarni faze) .

Jako analytickd metoda vyuZivda vySe popsany chromatograficky déj ke

kvalitativnimu a kvantitativnimu urceni analytu.

4.3 Kapilarni elektromigra¢ni metody

Kapilarni elektromigraéni separa¢ni metody jsou moderni separa¢ni techniky
zaloZené na elektroforetické migraci iontd v elektrickém poli. Vlastni separace se
provadi v kapilarach o vnitinim priméru nékolika desitek mikrometrti, zhotovenych
zpravidla ztaveného kiemene nebo zjiného materidlu, napi. PTFE. Kapilarni
elektromigracni metody vynikaji pfedev§im malou spotiebou vzorku a cinidel
potiebnych pro separaci, velkou u¢innosti separace, velkou rychlosti analyzy a celkem
snadnou optimalizaci separacnich podminek. Mensi opakovatelnost, reprodukovatelnost
a trochu nizsi citlivost naproti tomu patti k hlavnim nevyhodam téchto separacnich

technik'".
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4.4 Imunochemické metody

V posledni dobé se pro identifikaci a kvantifikaci stale castéji vyuzivaji i
imunochemické metody. Je to dano piedevSsim nékterymi jejich pfednostmi jako je
vysoka citlivost, jednoducha pouzitelnost a stim spojend i moZnost automatizace,
relativné kratkd doba potiebna k analyze a v neposledni fadé i cenova dostupnost.
V oblasti zdravotnictvi jsou tyto metody jiZ velmi rozSifené a nyni se zacinaji pouZivat i
v environmentalni analyze veterinarnich 16&iv'"”.

Princip imunochemickych metod je specifickd interakce mezi protilatkou a
antigenem. Protilatky jsou napf. proteiny, které se vazi na antigen pomoci
nekovalentnich vazeb. Vyskytuji se dva druhy protilatek: monoklonalni a polyklonalni.
Monoklonalni protilatky reaguji pouze s jednou specifickou slouc¢eninou, naproti tomu
polyklondlni protilatky maji mensi specifitu a jsou schopny reagovat s vice
slougeninami, jejich cena je diky tomu nizsi'®.

Z imunochemickych metod se pro analyzu veterinarnich 1é¢iv nejvice pouziva
ELISA a to hlavné z divodu komeréni dostupnosti souprav pro analyzu. Diky pomérné
silnym interferencim a niz§i specifit¢ imunochemickych metod je vyzadovano jejich

srovnani s n&jakou presnou analytickou metodou, idealné HPLC-MS-MS'".
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5. APLIKACE METOD POUZiVANYCH K ANALYZE
VETERINARNICH LECIV A JEJICH METABOLITU

V této Casti prace bude pojednano o nékterych konkrétnich metodach stanoveni
vybranych veterinarnich 1é¢iv vyskytujicich se v Zivotnim prostfedi, predev§im ve

vodach, a v biologickych vzorcich.

5.1 Antibiotika

5.1.1 Aminoglykosidova antibiotika

Gentamicin je velmi polarni, netékava latka, ktera neobsahuje specificky chromofor,
ktery by poskytoval absorpéni spektrum v UV oblasti. Bylo aplikovano mnoho
separac¢nich metod za G¢elem stanoveni gentamicinu a jeho metabolitt ve vodné matrici
pocinaje od tenkovrstevné kapalinové chromatografie (TLC) 18 pres reverzni
kapalinovou chromatografii'® az po kapilarni elektroforézu (CE)*. Problémy s detekci
byly feSeny pfimymi i nepfimymi metodami, vyuzZivalo se pfed a po kolonové
derivatizace pomoci latky o-dialdehydftalatu nebo dansylchloridu. Tyto derivatizaéni
metody se ukazaly byt zdlouhavé a ne piili§ uginné'®. Vhodnou metodou stanoveni
gentamicinu je reverzni kapalinova chromatografie s pulsni elektrochemickou detekci
(PED) na zlaté elektrod€. Vynika vysokou citlivosti, selektivitou, robustnosti a relativné
nizkou cenou pfi rutinnich analyzach. Ve studii aplikujici tuto metodu byla pouzita
kolona Gemini C18 (250 x 4,6 mm, 5um). Jako mobilni faze byl pouzit acetonitril/voda
s pfidavkem iontové parovych ¢inidel (trifluoroctova kyselina a pentafluorpropionova
kyselina), pH bylo upraveno na 2,6. U této metody bylo dosazeno LOD 5,5 ng/ml a
LOQ 16,5 ng/ml, relativni smérodatna odchylka jednotlivych mé&feni byla 0,3%'.

V jiné studii byl spole¢né s gentamicinem (analyzovany &tyti derivaty gentamicinu)
analyzovan také neomycin. V této studii byla pouzita stejnd metoda stanoveni jako v
pfedchozi studii HPLC—PED, ale za jinych chromatografickych podminek: Mobilni faze
byla tvofena ACN/H,O s piidavkem siranu sodného, dihydrogen fosfore¢nanu sodného
a kyseliny fosfore¢né, pH bylo upraveno na hodnotu 3,0. Byla pouZita kolona

poly(styren-divinylbenzen) PLRP-S (250 mm x 4,6 mm, 8um). V této studii bylo
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dosazeno LOD pro jednotlivé derivaty gentamicinu od 0,27 pg/ml do 0,89 pg/ml, LOQ
mezi 0,90 pg/ml a 2,7 pg/ml. U neomycinu bylo dosaZzeno LOD 0,037 pg/ml a LOQ
0,120 pg/ml*%.

Ostatni aminoglykosidy, jako linkomycin a streptomycin, které nejsou hojné
vyuzivany veterindrni medicinou se stanovuji pfevazné¢ metodou HPLC s MS-MS

detekci®.
5.1.2 B-laktamova antibiotika

B-laktamova antibiotika byla v minulosti analyzovdna podle ucelu stanoveni
rozsdhlou $kalou metod mikrobiologickych, biochemickych a analytickych. Ke
stanoveni pfitomnosti -laktamovych antibiotik v matricich jako mléko, maso, voda, aj.
byly vyuzity imunochemické metody jako ELISA a RIA*.

Pfitomnost pomérné nestabilnich ¢tyf kruhti v B-laktamové struktufe €ini z téchto
sloucenin latky nachylné k degradaci za tepla nebo v pfitomnosti alkoholu. Diky témto
vlastnostem se tato antibiotika v Zivotnim prostiedi vyskytuji v minimdalnich
koncentracich®. Naopak velmi Gasto se provadi stanoveni v rtiznych Zivo&isnych
produktech (mléko, maso) nebo v Zivocisnych tkanich (jatra, ledviny). B-laktamy jsou
zmléka a zvifecich tkani extrahovany pufry, nasledné zakoncentrovany a precistény
ptes SPE. Poté se pouziva kapalinova chromatografie s iontové parovymi ¢inidly, pro
detekci slouzi UV nebo FL detektory. Pouziti téchto detekénich metod je Casto
komplikovano interferujicimi vlivy z matrice, tyto problémy fteSi kapalinova
chromatografie s MS detekci®. U jedné studie byly stanovovany p-laktamy tak, Ze
nejdiive byla provedena extrakce analytii ze vzorku ledvin acetonitrilem a vodou, poté
byl extrakt preci§téni ptes C18-SPE kolonku a analyza byla provedena HPLC-MS. Jako
mobilni faze slouzila smés metanol/voda s ptidavkem 0,1 % kyseliny mravenci.
Pouzita kolona byla C18. Autor uvadi, Ze reprodukovatelnost vysledi nebyla pftili$
dobra, pri¢inu vidi v interferenci matrice. Jako feSeni doporucuje vicekrokové precisténi
vzorku. U této studie bylo dosazeno pro jednotlivé B-laktamy LOD 10-500 ng/kg”.

Jiné studie vyuzily podobny separaény postup, ale pouZily odlisnou detekci. S UV
detekei bylo dosazeno LOD 20-50ug/kg®®.

Studie zabyvajici se stanovenim B-laktamd v odpadnich vodach pouzila metodu

zalozenou na SPE a nasledné HPLC-UV-DAD. Jako SPE byla pouzita faze C18.
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Vlastni separace prob¢hla na koloné LUNA C18 (150 mm x 4,6 mm, Sum ), pouZita
byla gradientova eluce s mobilni fazi ACN/H,O s trifluoroctovou kyselinou, vinova
délka detekce byla 220 nm. Bylo prekoncentrovano 1000 ml odpadni vody, vytéZnost
na SPE se pohybovala mezi 82-97 % pro vSechna testovana B-laktdmova antibiotika.
Bylo dosazeno LOD 8-24 ng/I*".

Pro analyzu B-laktdmid (konkrétn€é benzylpenicilinu) byla také pouzila kapilarni
elektroforéza, jejiz vysledky byly stejné selektivni jako pii pouziti kapalinové

chromatografie. Bylo dosazeno LOD 10 pg a LOQ 20 pg28.
5.1.3 Makrolidova antibiotika

Makrolidova antibiotika se stanovuji podobnymi metodami jako B-laktdmova
antibiotika. Ze zvifecich tkani se ziskavaji extrakci nejCastéji acetonitrilem,
chloroformem nebo dichlormethanem. Poté nasleduje prekoncentrace na C18-SPE a
déale vlastni separace vyuzivajici kapalinovou chromatografii s kolonou s chemicky
navazanymi alkyly na silikagelu. Jako mobilni faze se pouZivaji acetonitril s fosfatovym
nebo acetatovym pufrem. Separace se provadi v mirné kyselém prostiedi, toto prostiedi
neni vhodné pro erytromycin, ktery se pii nizSich hodnotach pH stava nestabilni a
degraduje. Jako detekce se pouziva UV spektrometrie, pro erytromycin a oleandomycin
je preferovana hmotnostni spektrometrie, nebot’ tato antibiotika neobsahuji chromofor.
V riiznych tkanich byly zjistény limity detekce od 0,2 do 500 pg/kg®® % 3",

Pro stanoveni makrolidd v odpadnich vodach se pouziva mikroextrakce tuhou fazi
(SPME) s nasledovanou HPLC-MS-MS. V hmotnostni spektrometrii byla zvolena
ionizace elektrosprejem, ktery relativné dobfe eliminuje vlivy matrice. Voda k analyze
byla odebirana pied a za ¢istirnou odpadnich vod. Ve vod¢ pied Cistirnou bylo dosazeno
LOD 2,8 — 12 ng/l aLOQ 9,2 — 39 ng/l. Ve vod¢ za ¢istirnou bylo dosazeno LOD 4,1 —
20 ng/l a LOQ 14 — 66 ng/l. Realné koncentrace makrolidi ve vodé pred Cistirnou byly
1,57ug/l a za &istirnou odpadnich vod 1,24 pg/I*2. U dalsi studie byly postupy velmi
obdobné, jen byla pouzita misto mikroextrakce bézna SPE. Jednalo se o testovani ficni
vody v severnim Coloradu pfed a za Cistirnou odpadnich vod. Detekéni limity se
pohybovaly v ptirodni vodné matrici od 0,03 po 0,07 pg/l. Pied €istirnou odpadnich vod
nebyla zaznamenana Zadna makrolidova antibiotika. Za ¢istirnou odpadnich vod byla

zaznamenana koncentrace od 0,05 — 0,15 pg/I**.
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5.1.4 Peptidova antibiotika

Peptidova antibiotika jsou si strukturné velmi podobna. Dtive byla analyza
peptidovych antibiotik zaloZzena na mikrobiologickych metodach. Dnes se hledaji
citlivéjsi a selektivné;jsi instrumentalni metody.

Hlavni duraz je kladen na stanoveni peptidovych antibiotik v biologickych vzorcich.
Jedna se pfevazné o rizné modifikace kapalinové chromatografie s riznym typem
detekce. Byla zkouSena UV detekce pifi 230 nm, ktera nebyla piili§ citliva, dosahovala
LOQ 2,7 mg/kg. O dost citlivejsi se jevi hmotnostni detekce ¢i tandemova hmotnostni
detekce®, ktera dosahovala LOQ 0,5 mg/kg. PH stanoveni peptidovych antibiotik je
hlavnim faktorem ovliviiujicim stanoveni kvalitni pfe¢i§téni a zakoncentrovani vzorku.
U jedné studie byl vzorek extrahovan ethylacetatem, nasledné centrifugovan a poté
aplikovan na tandemové SPE (Sep a pak silika gel). Eluat z kolonky byl zakoncentrovan
odpafenim rozpoustédla a poté analyzovan HPLC s UV detekci. U této metody bylo
dosazeno LOQ 5 mg/kg?’.

Ve vodnych vzorcich se nejcastéji vyuziva HPLC-MS -MS po piedchazejici SPE*.
5.1.5 Sulfonamidova antibiotika

Pii stanoveni sulfonamidi v biologickych vzorcich se naskyta problém s polarnim
charakterem analyt a slozek matrice. Jako vhodné feSeni tohoto problému se ukéazala
extrakce vzorku horkou vodou, nebo pouziti vyluéovaci chromatografie (SEC) na gelu
Sephadex LH-20. Pro vlastni analyzu se pouziva kapalinova chromatografie s kolonou
C18 a jednoduchou mobilni fazi ACN/H,O,nebo MeOH/H,0 v gradientovém maddu.
Jako detekce se osvédcila UV, pokud je vyZadovana vétsi citlivost a selektivita pouziva
se MS, kde se dosahuje LOD < 10 pg/kg®?’.

Velmi selektivni a citlivdA metoda pro stanoveni sulfonamidu ve vod¢ je kapalinova
chromatografie s hmotnostni detekci (pouziti linearniho kvadrupolu s iontovou pasti), u
studie vyuzivajici tuto metodu byl kladen diraz na extrakci tuhou fazi, kdy byly
vyzkouseny jednotlivé kolonky (Oasis HLB a Oasis MCX) a nasledné obé dvé

v tandemovém usporadani. Nejvétsi vytéZznost byla zaznamenana na Oasis HLB (ptes
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92 %). U této metody bylo dosazeno LOD 0,01 — 1,13 ng/1*®. Dalsi relativné asto
pouzivanou metodou pro stanoveni sulfonamidii ve vod¢é je HPLC s fluorimetrickou
detekci, kdy se musi analyt ptfed kolonou derivatizovat pomoci fluorescaminu. Separace
probéhla na koloné C18 s gradientovou eluci acetatovy pufr/acetonitril. Bylo dosazeno
LOD 2,0 — 3,2 ng/I** .

Diky své hydrofilni povaze se sulfonamidy jednoduse vylucuji ztéla bez vétsi
biotransformace. Takto se dostavaji do Zivotniho prostfedi. Jako velmi vhodna metoda
pro analyzu sulfonamidl ve vodnych vzorcich z Zivotniho prostfedi se ukéazala kapilarni
elektroforéza spojena on-line s SPE. On-line SPE ma oproti off-line uspofadani
jednoznacné vyhody: je pozadovano niz§i mnoZstvi vzorku, je potieba mensi objem
organického rozpoustédla, eluat je ihned davkovan na kapilarni elektroforézu, tj.
analyza je rychlej$i. Jako mobilni faze byl pouzit 45 mM fosfatovy pufr o pH 7,3,
separa¢ni napéti 25 kV, teplota 27 °C a kapildra pro UV detekci 64,5 cm x 75 um L.D.
Jako SPE byla pouzita kolonka s HLB sorbentem. U této metody bylo dosazeno LOD
0,3-0,6 pg/1*'.

5.1.6 Tetracyklinova antibiotika

Vzhledem ke dvéma laktonovym skupinam v poloze 1 a 11 v molekule (viz obr. 6)
mohou byt tetracykliny jednoduse chelatovany ionty kovi. Mohou také interagovat se
silanolovymi skupinami pfi kapalinové chromatografii na silikagelovych stacionarnich
fazich. Pokud nejsou silanolové skupiny odstinéné, miZe dochazet k rozmyti pika.
Mnoho autor Fesi tento problém pfidanim kyseliny §tavelové nebo EDTA do eluatu®’.
Pti pridavku téchto latek se pouziva UV detekce, nebot’ pii pouziti ESI-MS dochazi ke
snizeni intenzity signalu. V kombinaci shmotnostni spektrometrii se doporucuje
pouzivat jako pufr octan amonny nebo kyselinu mravenci, které nesnizuji intenzitu
signalu, 1 kdyZ maji negativni vliv na separaci. Bylo zjisténo, Ze né€které tetracykliny
(chlortetracyklin, doxytetracyklin) podléhaji ve vodném prostiedi isomerizaci a
tautomerizaci, coz miZe stéZovat kvantifikaci*’. Pro zakoncentrovani tetracyklinii se
vyuzivaji SPE-C18, nebo SPE-HLB. Pti pouziti HPLC-MS-MS bylo dosazeno LOD 0,8
- 17,6 ng/l43 . Pfi analyze readlnych vzorkd na pfitoku odpadni vody ¢inila primérna
koncentrace tetracyklinii 0,05 — 1,09 pg/l a primérma koncentrace na odtoku vody

dosahovala 0,06 — 0,21 pg/1***
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5.1.7 Chinolonova antibiotika

Karboxylova skupina v pozici 3 v molekule chinoloni ¢ini z téchto latek latky kyselé
povahy (viz. obr. 7). I kdyz 7-piperazinyl obsahuje bazickou aminoskupinu. Bylo
vyzkouseno mnoho analytickych metod pro stanoveni jednotlivych chinolont, ale
nejvice se uplatnila pro $irsi okruh chinolonti metoda LC-MS*’.

Vétsina chinolonl vykazuje fluorescenci, proto se bézné provadi rutinni stanoveni
chinolonii ve vodné matrici pomoci HPLC-FLD, kde se dosahuje LOD 20 — 60 ng/I*%,

pro pietisténi vodného vzorku se nejb&zngji pouziva SPE s C18, C8, C2°.
5.1.8 Chloramfenikol

Z biologickych vzorkii se chloramfenikol ziskava extrakci organickymi ¢inidly,
nejcastéji ethylacetatem, nebo fosfatovym pufrem. DalSim krokem je precisténi extrakci
kapalina-kapalina nebo tuhym sorbentem. Vyborné vysledky stanoveni chloramfenikolu
jsou dosahovany metodou GC-EI-MS, kde je limit detekce pfiblizn€ 0,1 pg/kg. Pro jesté
vét§i zvydeni citlivosti se analyt mize derivatizovat®.

Ve vodnych vzorcich se vyuziva tradiéni metoda pro stanoveni antibiotik, LC-MS,

po predeslé prekoncentraci vodného vzorku SPE*.
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5.2 Hormony

Sledovani obsahu hormonii ve vodach se stalo v poslednich letech velmi
frekventované. Veterinarni medicina se na vyskytu hormond ve vodach podili pouze
z ¢asti, vetsi vliv ma humanni medicina, ktera produkuje obrovské mnozstvi téchto latek
napf. antikoncepce. Hormondlni latky jsou zorganismi vyluovany v podobé
konjugéti, které ve vodném prostiedi hydrolyzuji na své volné formy.

Pro analyzu anabolickych steroidi se nejéastéji pouziva RP-HPLC. Jako typické
mobilni faze se pouzZivaji smési acetonitrilu s vodou nebo methanolu s vodou, a to v
riznych pomérech podle konkrétni analyzy. Nejvice pouzivané staciondrni faze
uplatiiujici se pfi analyzach steroidnich hormonti jsou chemicky véazané alkyly na
silikagelovém nosi¢i. Pfevazna ¢ast studii zabyvajicich se stanovenim anabolickych

steroidd vyuziva oktadecylsiloxanové stacionarni faze, v mensi mife byly vyuzity

50
navazané kratsi alkyly, jako je butyl- ¢i oktyl- . Né&které studie vyuzily k separaci

51
anabolickych steroidii fenylovou kolonu .

HPLC anabolickych steroidi vyuziva vice druhti detekce, mezi nejpouzivanéjsi a
zarovenn nejucinné€j§i patii MS detekce, ¢i MS-MS detekce. Dale se vyuZivaji
spektrometrické metody (detektory s diodovym polem), bohuzel tyto metody maji

pomérné nizkou citlivost a zaroven dochazi k fadé interferenci s latkami v matrici. Proto

52
se pred pouzitim téchto metod provadi vysoké zkoncentrovani analyzovaného vzorku .

Zakoncentrovani vzorku je provadéno nejcastéji SPE za pouziti naplni C18 nebo HLB.
Ziskané LOD se podle literatury 1isi az o n€kolik tadu, pti pouziti HPLC s UV detekci a
mobilni fazi methanol/voda bylo dosazeno LOD 5,6 — 78,1 ng/I’', p¥i pouziti HPLC
s MS-MS detekei a mobilni fazi acetonitril/voda bylo dosazeno LOD 0,4 — 2,0 ng/1>.
Pro analyzu anabolickych steroidii je také vyuzivana plynova chromatografie a to
prevazné s hmotnostni detekci. Nevyhodou této metody je, Ze vétSina anabolickych
steroidd musi byt derivatizovana riznymi Cinidly napiiklad N-methyl-N-terc-butyl-
dimethylsilyl-trifluoroacetamidem, aby se zvysila t&kavost a stabilita vzniklych ionti’*
55

U stanoveni anabolickych steroidii v biologickych vzorcich musi nejdfive dojit
k extrakci a nasledné k dekonjugaci (pouziti glukuronidasy nebo arylsulfatasy), poté

nasleduje SPE (C18, HLB). Nejpouzivanéjsi metody pro stanoveni anabolickych
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steroidl v riznych biologickych matricich jsou HPLC a GC s hmotnostni detekci. U
HPLC se dosahuje LOD 0,2 — 2,0 pg/kg a u GC 0,5 — 6,0 pg/kg®.

Pii analyze kortikosteroidl se pouzivaji stejné metody jako pfi analyze anabolickych
steroidd. Dfive se pro analyzu kortikosteroidii pouzivaly prevazné metody plynové
chromatografie. Vzhledem ke slozitému a zdlouhavému nakladani se vzorkem jsou tyto
metody nahrazovany kapalinovou chromatografii. Idedlni metoda pro monitorovani
kortikosteroidd v biologickych vzorcich se jevi HPLC-MS, kde se dosahuje LOD 0,3 —
12 pg/kg®.

Analyza thyreostatik z biologickych vzorki je stiZena jejich polaritou. Nejbézné€jSim
zpusobem izolace a piecisténi thyreostatik je pouziti iontové vyménné kolonys. Nékteré
publikace pouzivaji ke stanoveni thyreostatik TLC, nebo GC-MS®. Jako vhodna
metoda pro stanoveni thyreostatik se ukazala byt LC-ESI-MS. Nejdiive je vzorek
extrahovan methanolem, poté piec¢istén SPE-SiOH a nasledné derivatizovan 2-chloro-4-
nitrobenzo-2-furazanem. Tyto derivatizani produkty jsou separovany na stacionarni
tazi C18 s mobilni fazi methanol a 0,73% octova kyselina v gradientovém modu. Bylo

dosazeno LOD 20 pg/kg’’.

37



6. ZAVER

Piedkladana bakalaiskd prace zpracovava udaje ziskané z literatury tykajici se
veterindrnich 1é¢iv hojné se vyskytujicich v Zivotnim prostfedi (jejich struktura,
mechanismus u¢inku, metody stanoveni).

Veterinarni lé¢iva jsou hojné pouZivana, coZ ma kromé pozitivnich u¢inki
(prevence, 1é¢ba nemoci) i negativni disledky (rezistence bakterii, hormonalni zmény u
zivo€ichil). Nadmérnym pouzivanim veterinarnich 1é¢iv dochazi k jejich akumulaci
v riznych tkanich nebo k vylu€ovani z organismu. Z Zivo¢is§nych exkrementd se mohou
dostavat do povrchové vody.

Z hlediska provadénych analyz je vétsi vliv kladen na stanoveni veterinarnich 1é¢iv
v biologickych vzorcich, nebot’ ty mohou pfimo pusobit na ¢loveéka (konzumace masa,
pracnéjsi pfeduprava vzorku. U vodnych vzorki je nejbéZnéj$im postupem upravy SPE.
Nejpouzivanéj$i metodou pro vlastni stanoveni veterinarnich 1é¢iv je kapalinova
chromatografie s rdznymi druhy detekce. Néktera léCiva obsahuji ve své molekule
chromofor, proto se ke stanoveni hodi UV detektor, jiné vykazuji fluorescenci, proto se
pouziva fluorescen¢ni detektor. Nejcitlivéjsi a nejselektivnéjsi je hmotnostni detekce,
nevyhodou je v8ak vysoka potizovaci cena MS detektorti.

Se zlepSujici se instrumentaci se snizuji hodnoty limith detekce. DosaZeni nizkych
LOD je velmi dilezité pro ziskani pfesnych udaji o koncentracich 1é¢iv v Zivotnim
prostredi.

Na zékladé citlivych analyz lze sledovat procesy v ekosystému a nésledné pozitivné
ovliviiovat jeho kvalitu, tj. omezovat pouzivani urcitych l1é¢iv, zajiSt'ovat jejich u€in€;si

zachyt v Cistirnach odpadnich vod aj.
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