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1 UVOD

Objev antibiotik pfedstavoval revolu¢ni zménu v 1é¢eni bakterialnich onemocnéni
a dodnes jsou v této oblasti nepiekonana. Z tohoto divodu antibiotika byla a stale jsou
predepisovana K 1é¢b¢ lidi a zvifat, pouzivaji se i preventivng, pii chirurgickych zakrocich
¢1 jako stimulatory rtstu chovnych zvirat. Toto nadmérné uzivani ma ale svlij negativni
dopad. Antibiotika se dostavaji do zivotniho prostfedi, kde mohou zplsobit rozvoj
rezistentnich bakterii. Stale vice se objevuji kmeny rezistentnich bakterii, na které pivodné

ucinné antibiotikum uz neucinkuje, coz zptisobuje vyssi nemocnost nebo dokonce umrtnost.

Antibiotika, ktera se dostanou do odpadnich vod, nejsou v ¢istickach odpadnich vod
nijak regulovana ani kontrolovana. Béhem procesu ¢isténi odpadnich vod se tyto latky
dostavaji do distirenského kalu, ktery se dale miize pouzivat v zemédélstvi jako forma
hnojiva. Takto se antibiotika dostavaji do potravniho fetézce a dale koluji v Zivotnim
prostiedi. Proto je dulezité, aby byly koncentrace téchto latek v ¢istirenskych kalech hlidany
a regulovany. Je tedy nutné najit metodu, kterou by se antibiotika v kalech dala spolehlivé

stanovit.

Prace si klade za cil nalézt metodu piipravy vzorku Cistirenského kalu s pfiznivymi
parametry pro stanoveni rezidui antibiotik. Nedilnou ¢asti je predstaveni si Cistirenského
kalu, jeho tvorby a zpracovani a samoziejmé riznych metod ptipravy vzorku Cistirenského
kalu. Experimentalni ¢ast byla zamétena na testovani riznych metod a jejich kombinaci za
ucelem nalezeni metody s dobrymi vysledky. Metody byly vyhodnocovany na zakladé
vysledkt vytéznosti a matricnich efekti pomoci realné matrice obohacené standardy
14 vybranych zastupci antibiotik. Nalezend metoda byla poté aplikovana na stanoveni

téchto antibiotik v realnych vzorcich Cistirenskych kala.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Antibiotika

Antibiotika jsou latky, které poskozuji a usmrcuji bakterie nebo inhibuji jejich rust.
Pivodné tato skupina zahrnovala pouze latky ptirodniho pivodu, produkované houbami,
plisnémi nebo bakteriemi, dnes je rozsifena i o latky syntetického ptivodu se stejnym
ucinkem. Je to velmi heterogenni skupina latek a déli se do mnoha skupin podle zpusobu

vzniku, rozsahu pusobeni, razance Géinku, chemické struktury atd. [1,2]

Prvnim pouzivanym antibiotikem byl penicilin objeveny Alexandrem Flemingem
a izolovany skupinou védcta roku 1940 z plisn¢ Penicillium notatum. Tento objev znamenal
ptevrat v lé€eni bakteridlnich onemocnéni, jelikoz Iéky do té doby pouzivané nebyly pfilis

ucinné nebo mély zaroven toxické uc¢inky na hostitelsky organismus. [1,2]

2.1.1 Puvod rezidui antibiotik v Zivotnim prostredi

Antibiotika se pouzivaji predevsim k 1é¢be bakteridlnich infekei v humanni
a veterinarni medicin€ diky jejich selektivit¢ ucinku, tzn. plisobi proti bakteriim, zatimco
lidské ¢i zvifeci buiky ziistdvaji nepoSkozeny. Diky této vlastnosti se pouzivaji i bez
jednozna¢ného uréeni nemoci, preventivné nebo pii chirurgickych zakrocich. V malych
davkach puasobi antibiotika jako stimuldtory ristu ve vykrmnach hospodaiskych zvirat,

i kdyZ v mnoha zemich uz je tato praxe zakazana. [1,2]

Do zivotniho prostiedi se antibiotika mohou dostavat pii jejich vyrobé, uzivani nebo
nespravné likvidaci. Pti uzivani se 1é¢ivo vylucuje z organismu v pieménéné nebo pivodni
formé a dostava se do odpadnich vod. V ptipadé chovnych zvitat se rezidua antibiotik mohou
dostavat do statkovych hnojiv. Pfi neodborné likvidaci se nespotiebovana 1é¢iva dostavaji

na skladky komunalniho odpadu nebo do kanalizace. [2]

Odpadni vody prochazeji &istickami odpadnich vod (COV), kde mize byt &ast
antibiotik odstranéna, téméf nikdy vsak nedojde k uplné eliminaci. Antibiotika jsou velmi
riznorodou skupinou latek s riznymi fyzikalné chemickymi vlastnostmi a efektivita jejich
odstranéni se tudiz li§i a zavisi také na pouzité technologii ¢isténi. [3] Statkova hnojiva
prochazeji procesem fermentace, pii némz se muize odbourat ¢ast pritomnych rezidui
antibiotik. Neodstranéna antibiotika ze statkovych hnojiv a kalii z COV se dostavaji dale

do zivotniho prostiedi aplikaci na zemédélskou pidu. [2]



2.1.2 Antibioticka rezistence
Antibiotickou rezistenci mtizeme rozd¢lit na ptfirozenou, dané antibiotikum na dany
bakterialni druh neptlisobi, a ziskanou, bakterie se adaptuje a stdva se rezistentni. V této

kapitole se budeme zabyvat ziskanou rezistenci. [2]

Bakterie se stava rezistentni, pokud si vyvine nebo ziska gen rezistence. Ten muize
bakterie ziskat vertikalnim pfenosem z matei'ské bunky délenim, ndhodnymi mutacemi nebo
horizontalnim ptenosem. Horizontalni pfenos se muze uskutecnit prenosem plazmidu
obsahujici gen rezistence konjugaci S rezistentni bakterii, prostfednictvim bakteriofagt
s ¢asti DNA rezistentni bakterie nebo pfimou absorpci exogenni DNA s rezistentnim genem
pfes bunéfnou membranu. Gen rezistence mize pisobit proti antibiotiku nékolika
mechanismy, deaktivaci pomoci enzymu, snizenim propustnosti buiiky pro antibiotikum,
aktivnim transportem antibiotika z buiiky, ochranou bunécéné struktury proti piisobeni

antibiotika a dalsi. [2,4]

Pii pusobeni antibiotika na bakterie dojde k poskozeni nebo usmrceni bakterii
citlivych na 1é¢ivo. Zbylé bakterie s néjakou formou rezistence mohou pieZzit a zatnou se
rychle mnozit, ¢imz dojde k vyselektovani rezistentnich bakterii. Antibiotikum mutze rovnéz
napadnout piiznivé bakterie pfirozené Zijici v organismu, coz mize zpusobit rozsifeni
ptitomnych rezistentnich patogennich bakterii, mnozeni rezistentnich pfiznivych bakterii,
které mohou pfenést geny rezistence na patogenni bakterie nebo které se samy stanou

problémem. [4]

K selektivnimu mnozZeni rezistentnich bakterii dochézi v jakémkoli prostiedi
s vyskytem antibiotik. Vzhledem k obrovskému uzivani antibiotik a jejich nedokonalému
odstranovani ze zivotniho prostiedi je antibioticka rezistence stale vzristajicim problémem
globalniho charakteru. Bakteridlni patogeny vykazuji ¢im dal vétsi odolnost viaci

antibiotické 1é¢bé, coz zplisobuje vEtsi morbiditu, tj. nemocnost, a mortalitu. [2,4]

2.2 Cistirensky kal

Cistirensky kal je vedlejsi produkt vznikajici pfi ¢isténi odpadnich vod. Jedna se
0 suspenzi koloidnich a zrnitych ¢astic ve vodé a obsahuje anorganické a organické latky
puvodem z odpadnich vod nebo vzniklych pii procesu ¢isténi odpadnich vod. Surovy

Cistirensky kal se sklada z primarniho kalu a sekundarniho (aktivovaného) kalu. Primarni kal
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vznika sedimentaci latek z odpadni vody a aktivovany kal vznika v biologickém stupni
Cisténi vody a je tvofen biomasou a inertnimi latkami. Oba druhy kalu se spojuji v tzv. surovy
Cistirensky kal, ktery obsahuje surovou odpadni vodou a v ni suspendované 2-3 hm.% tuhé

faze (susiny) [5]. [5,6]

2.2.1 Technologické postupy pro zpracovani kalu

Zahust’ovani slouzi k redukci obsahu vody a zvyseni podilu tuhé faze na 4-6 hm.%.

Provadi se sedimentaci, centrifugaci nebo filtraci. [5,7]

Stabilizace kalu je nutna pro vyhovéni hygienickym a ekologickym pozadavkam,
které zavisi na planovaném vyuziti kalu. Nejcastéjsi zplsoby jsou anaerobni, aerobni
a chemicka stabilizace. Anaerobni stabilizace je nejcastéji provadéna vyhnivanim
(methanizaci), kdy mikroorganismy v bezkyslikatém prostiedi rozkladaji organické latky
za soucasné¢ho vzniku bioplynu (hlavné methan a oxid uhli¢ity). Po tomto anaerobnim
zpracovani se obsah kalu snizi az o 20 % oproti kalu surovému. [5] Aerobni stabilizace neni
tak Casta, ale jde rovnéZ 0 rozklad organické hmoty, tentokrat vSak za ptistupu kysliku. [6]
Chemicka stabilizace slouzi k usmrceni patogenii zvySenim pH na 12 a vice. Provadi se

ptidavkem oxidu nebo hydroxidu vapenatého. [7]

Odvodiiovanim odstranime dal$i vodu z kalu a zvySime obsah suSiny na 20-50 %
[7] podle toho, jakou techniku zvolime. Pfirozené odvodiovani na kalovych polich
a v kalovych lagunéach probiha vsakovanim vody do zemé a vyparem. Odvodnovat miiZzeme
také filtraci za soucasného ptidani flokulantt a koagulantl (Fe, Al, vapno, jemnozrnné uhli),

dekanta¢nimi odstfedivkami nebo kalolisy. [5,6]

SuSeni kalll se béZzn¢ neprovadi, jelikoZ je energeticky, a tudiz i finan¢né velmi
naro¢né. Na druhou stranu ma i vyhody, zajisti uplnou hygienizaci kalu a pti 90% suSiné
sniZi celkovou produkci Cistirenskych kalti aZz na Ctvrtinu, coz vyrazné snizi ndklady na

manipulaci a pfepravu. Provadi se jako piedstupen pii spalovani kalu. [8]

2.2.2 Slozeni kali

Samotné slozeni kalu zavisi na lokalnich geografickych, klimatickych
a demografickych podminkach a na zvolené technologii ¢isténi vod a stabilizace kalu.
Nasledujici charakteristika slozeni kali se tykd méstskych Cistiren odpadnich vod
a nezahrnuje primyslové odpadni vody, jejichz sloZeni je vyrazné ovlivnéno typem

prumyslu. [7]
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Pfed odvodnénim je kal tvofen zvice nez 90 % vodou. Pevna faze kalu je
suspendovana ve vod¢ a obsahuje zhruba 80 % ¢astic o velikosti nad 0,1 mm a 20 % castic
o0 velikosti pod 0,1 mm. Mnoho ¢astic ma charakter koloidni nebo blizky koloidnimu, tudiz
maji velkou povrchovou plochu, na kterou se mohou adsorbovat dalsi latky ptitomné

ve vode. [6]

Cistirenské kaly obsahuji 50-80 % ptivodniho znegisténi vod. Hlavni p¥ispévky
zneCisténi jsou patogenni organismy, toxické chemické latky (halogenované organické
slouceniny, polychlorované bifenyly aj.) a té¢zké kovy (Cu, Cr, Cd, Hg, Pb, Zn). Patogenni
mikroorganismy pochazi pfedevSim z exkrementl infikovanych lidi a zvifat. Jedna se

zejména o viry, bakterie, protozoa a parazitické ¢ervy. [6]

Kalova su$ina se sklada ze 60-70 % z organickych latek a ze 30-40 % z latek
anorganickych. [6] Velké zastoupeni organickych latek naznacuje, Ze kaly obsahuji velké
mnozstvi organické hmoty, zakladnich zivin a stopovych prvka vhodné k aplikaci
v zemédélstvi. Obsah organickych latek se pfiblizné stanovuje Zihanim suSiny pii 550 °C
a hmotnostni ubytek piedstavuje mimo latek organickych i nékteré anorganické (NH4",

HCOs apod.). [5,6]

Hodnoty pH C(istirenského kalu se pohybuji v neutralni az alkalické oblasti.
Anaerobné stabilizovany kal ma tmavé zbarveni, které je zptisobeno sulfidem zeleznatym
a dalSimi nerozpustnymi sulfidy téZkych kovil. Z pohledu elementarniho slozeni, mimo
uhlik, vodik a kyslik obsazeny v biomase z aktivovaného kalu, je v kalu pfitomen dusik (3-
5 %), fosfor (3-4 %), sira (az 1 %) a chlor (0,1 %). Koncentrace kovu (K, Na a tézké kovy)
zpravidla nepiekro¢i 100 ppm. [5]

2.2.3 Nakladani s kaly

Nakladani s kaly je fizeno pravnimi piedpisy, mezi néz patii zakon ¢. 185/2001 Sb.,
0 odpadech, zakon ¢. 156/1998 Sb., o hnojivech, pomocnych ptdnich latkach, pomocnych
rostlinnych pfipravcich a substratech a o agrochemickém zkouSeni zemé&délskych pid a dalsi
vyhlagky. V Ceské republice patii mezi hlavni zpisoby vyuziti kalti piiméa aplikace

a rekultivace, kompostovani, skladkovani a spalovani. [8]

Kompostovani slouzi k vyrobé organického hnojiva z biodegradabilnich odpadd.
Proces kompostovani zajist'uji mikroorganismy a probiha za pfistupu vzduchu. Aby byl kal
pouzit na kompostovani, musi mit vhodné fyzikalni, chemické a mikrobiologické vlastnosti.

Kompostovatelnd smés odpadii, ktera vétSinou obsahuje pouze 20 % Ccistirenského kalu,
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musi obsahovat nejméné 70 % organické slozky, 55 % vody a pH v rozmezi 5,5-8.
Pro spravny rast mikroorganismi musi byt pomér uhliku a dusiku 25-30:1. V prubéhu
kompostovani se teplota udrzuje nad 55 °C a dochazi k pfeméné organickych latek,

coz zajist'uje hygienizaci a stabilizaci kalu. [6]

Pro piimou aplikaci v zemédélstvi musi Stabilizovany kal spliiovat pozadavky
na maximalni koncentrace rizikovych latek, tézkych kovil, organickych mikropolutanti
a patogent. Dale musi mit vhodny obsah su$iny, organické slozky, nutrientti a vhodnou
hodnotu pH. Vyhodami vyuziti kalti v zeméd¢lstvi jsou ziviny obsazené v kalech (hlavné
dusik a fosfor) a organické latky zvySujici humusovy podil v pidé. Velkou nevyhodou je ale
pritomnost organickych mikropolutantd a patogenti, které mohou mit negativni vliv
na Zivotni prostfedi. Stabilizované kaly se diky svému obsahu Zivin pfidavaji
do rekultivaénich smési pouzivanych k navraceni poskozenych ¢i znicenych ¢asti krajiny

do ptivodniho stavu. [6]

Kal obsahuje spalitelné slozky a je mozné jej spalit. Energeticky vytézek spalovani
kalt vyrazné zavisi na obsahu kalu a dale pak na technologii spalovani. Kal musi byt dobte
vysusen a mél by obsahovat co nejvice organické hmoty, coz je hlavni tuha spalitelna slozka
Cistirenského kalu. Pti spalovani bohuzel nedochdzi ke zneskodnéni nékterych skodlivych
latek obsazenych v kalu jako napf. tézkych kovu. Ty se dostavaji do spalin nebo zlstavaji

Vv nespalitelné tuhé form¢ a musi se vycistit. [6]

Dalsi zptusob nakladani skaly je skladkovani. V soucasné dobé je snaha
0 maximalni recyklaci a minimalizaci ukladani odpadt na skladky. Vyhlaska ¢. 437/2016

Sb. [9] zptisnuje podminky skladovani a aplikace upravenych kalt. [8]

2.3 Priprava vzorkit

Kviali komplexnosti vzorkil Cistirenského kalu je potfeba vzorky pred finalni
analyzou upravit, coz zabira nejvice ¢asu. Mezi hlavni kroky patii extrakce a nasledna
purifikace a cilem je izolovat pozorovany analyt od zbytku matrice, ktera by mohla

zkreslovat vysledky analyzy. [10,11]

Analyt obsazeny Vv Cistirenském kalu se pomoci extrakénich metod snazime oddélit

od nerozpustné vysokomolekularni ¢asti kalu. Analyt se pfi tomto procesu piesune
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do rozpoustédla, ve kterém je rozpustny analyt a v idedlnim ptipad¢ nerozpustné ostatni

interferujici slozky. [10]

Existuje mnoho zpiisobu, jak extrahovat latky z pevné matrice do rozpoustédla. Mezi
nejstar$i zpasoby patii macerace a digesce neboli vyluhovani studenym ¢i horkym
efektivnéj$i. Na nasledujicich strankach je vybér nejpouzivanéjSich extrakcnich technik

od klasické Soxhletovy extrakce az po novéjsi techniky, jako je napt. QUEChERS.

Cistici metody jsou v piipravé vzorkll nezbytné, protoze vétsina extrakénich metod
neni dostate¢né selektivni. Cistirensky kal je komplexni matrice a obsahuje latky, které by
mohly interferovat pfi analyze. Extrakéni techniky jako napt. SPE nebo d-SPE mohou

slouzit k odstranéni téchto interferujicich latek. [10]

2.3.1 Soxhletova extrakce

Soxhletova extrakce je jedna z nejstarSich extrakénich technik ptipravy pevnych
vzorkd. Extrakce probihd v Soxhletové extraktoru, do kterého se vlozi pevny vzorek
uzavieny V patroné z propustného materidlu. Rozpoustédlo v destilacni baiice se zahtiva
k varu, jeho pary se kondenzuji v kondenzatoru a skapavaji na vzorek. Kdyz kapalina
v extraktoru dosahne dostate¢né vysky, aktivuje se sifon a kapalina s extrahovanymi latkami

ste¢e do destila¢ni banky. [12]

Vyhodami Soxhletovy extrakce jsou opakovany kontakt vzorku s Cistym
rozpoustédlem, vysoka teplota, za které extrakce probiha, nebo nepotiebnost nasledné
filtrace. Je to jednoducha technika, ktera nevyzaduje velké mnozstvi praxe a je schopna
extrahovat vét§i mnozstvi vzorku nez vétSina ostatnich extrakénich technik. Na druhou
stranu je velmi naro¢na na Cas a praci a vyzaduje velké mnozstvi vzorku a rozpoustédla,
coz je drahé a neekologické. Vysoka teplota, ktera mize zvysit vytézek extrakce, miize

naopak zpusobit rozklad tepelné labilnich analytt. [10,12,13]

Klasicka Soxhletova extrakce se vyvijela a existuje fada modifikaci, které se snazi
ptizplsobit sou¢asnému trendu ptipravy pevnych vzorkd, a to zkrdcenim casu extrakce

a automatizaci. [12] Za zminku stoji Soxtec, automatizovana Soxhletova extrakce, ktera je

vvvvvvvvvv
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2.3.2 Ultrazvukova extrakce

Pii extrakci ultrazvukem se vyuziva ultrazvukovych vin 0 frekvencich nad 20 kHz,
tudiz nad hranici slySitelnosti lidského ucha. Ultrazvukové viny zptisobi v extrakénim
rozpoustédle efekt akustické kavitace, ktery nejvice pfispiva k extrakci. Pfi akustické
kavitaci se v dasledku nahlych zmén tlaku v kapaliné vytvari, expanduji a nasledné
implozivné kolabuji kavity, dutinky. Kdyz kavity dosahnou nestabilni velikosti, prudce
imploduji a lokalné mohou vytvaret turbulence, vysokorychlostni srazky castic, teploty
az 5000 K a tlaky v tadu 50 MPa. [14] Akusticka kavitace ma za nasledek mechanickou
erozi pevnych latek, prasknuti ¢astic, naruSeni bunck a dalSi efekty, které napomahaji

extrakci analytu do rozpoustédla. [11,14]

Ultrazvukova extrakce je alternativou k Soxhletové extrakci. V porovnani s touto
metodou je ultrazvukova extrakce rychlejsi a spotfebovava méné rozpoustédla. Na druhou
stranu je méné reprodukovatelna a vyzaduje naslednou filtraci. [10,11,13] Provadi se

nejcastéji v ultrazvukové vané, protoze je to nejdostupnéjsi a nejlevnéjsi forma. [11]

2.3.3 Extrakce mikrovinnym zarenim

Extrakce mikrovinnym zafenim je metoda vyuzivajici mikrovinného zateni k zahrati
rozpoustédla, které je v kontaktu se vzorkem. Zvysena teplota podpofi vytézek extrakce.
Mikrovinné zateni zpusobi pohyb iontd a rotaci dipold. Pii pohybu iontd Vv poli
mikrovinného zéfeni dochazi k odporu okolni hmoty, ke tfeni a zahtivani roztoku. Zafeni
ma také za nasledek rotaci dip6la a tento vynuceny pohyb molekul se projevi teplem. Tato
metoda vyzaduje rozpoustédlo schopné absorbovat mikrovinné zatreni a pievést ho na teplo,
tedy rozpoustédlo s permanentnimi dipoly. Pouzit se mohou ale i smési rozpoustédel s a bez

permanentnich dip6lu. [11,15]

Mikrovinna extrakce umoziuje pouzivat malé mnozstvi vzorku a extrahovat mnoho
vzorkll zaroven. V porovnani s dfive zminénymi extrakénimi metodami je tato technika
rychlejsi a spotfebovava se pfi ni méné rozpoustédla. Mezi nevyhody patii omezeni vybéru

rozpoustédla, nutny nasledny filtraéni krok a vétsi finanéni naklady na vybaveni. [10,11,13]

2.3.4 Vysokotlaka extrakce rozpoustédlem (PLE)
Vysokotlaké extrakce rozpoustédlem nebo také PLE (pressurized liquid extraction)
pouziva a zvysenou teplotu a tlak k zahiati rozpoustédla nad jeho normalni teplotu varu.

Zvyseni teploty mize zvysit rozpustnost analytu a rychlost pfenosu hmoty. Vysoka teplota
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zaroven zpusobi snizeni viskozity a povrchového napéti rozpoustédla, coz umozni

rozpoustédlu 1épe proniknout do matrice vzorku a zlepsit u¢innost extrakce. [13]

Tato extrak¢éni technika vyuzivd malé objemy rozpoustédel, je rychla, shadno
automatizovatelnd a schopna zpracovavat vice vzorkll najednou. Ke zlepSeni extrakce
muzeme také pouzit vice extrak¢nich cyklt, ovSem na tkor vét§iho zfedéni analytu. PLE je
velmi efektivni a diky moznosti pouziti polarnich a nepolarnich rozpoustédel nebo jejich
smési je aplikovatelna na velkou $kalu analytd. Tato metoda neni bohuzel pfili$ selektivni
a spolu s analyty se Casto extrahuji i interferujici slozky matrice, tudiz je potieba po extrakci
zahrnout Cistici krok. [10,11,13]

2.3.5 Extrakce stla¢enou horkou vodou (PHWE)

Extrakce stlaCenou horkou vodou funguje na stejném principu jako PLE a jako
rozpoustédlo se vyuziva voda za zvysené teploty a tlaku. Voda je polarni rozpoustédlo, tudiz
by se dalo piedpokladat, ze bude extrahovat hlavné polarni analyty. Z nékterych studii ale
vyplyva, ze za urcité teploty a tlaku je polarita vody blizka polarité alkoholl, a mize tak
rozpoustét i sttedné nebo malo polarni analyty. [16] Dulezitym faktorem pii extrakci je
hodnota pH, kterd mlize napomahat extrakci analytli s acidobazickymi vlastnostmi. Jejim
spravnym nastavenim mizeme podpofit vyskyt nabité formy analytu, ktera je vice rozpustna

ve vodné fazi, a tak zvysit Gc¢innost extrakce. [13]

Nevyhodou PHWE je omezena pouzitelnost na nepolarni analyty a moZnost
degradace, hydrolyzy nebo oxidace za vysokych teplot. [13] Mezi vyhody této metody
extrakce patii snadna dostupnost vody, levnost, bezpec¢nost a obnova ¢i likvidace pouzité
vody bez vétsiho dopadu na zivotni prostfedi. Je to tedy technika Setrna k Zivotnimu

prostiedi, jelikoZ snizuje pouziti organickych rozpoustédel. [10]

2.3.6 Extrakce na pevné fazi dispergované s matrici (MSPDE)

MSPD extrakce je technika vhodna pro komplexni matrice, jako je pravé Cistirensky
kal, protoze zahrnuje souCasné extrakci i Cistici krok. [11] Vzorek se rozemele
a zhomogenizuje s pfidanym disperga¢nim cinidlem (abrazivni pevna latka), vlozi se
do patrony ¢i kolonky a stlaci se. Analyty se extrahuji vhodnym elu¢nim rozpoustédlem.
Rozemleti s abrazivni pevnou latkou zptisobi mechanické naruseni struktury matrice, a tudiz
lep$i extrakci analytt. [10,17] Jako dispergacni ¢inidlo se pouziva lipofilni sorbent,
nejcastéji oxid kiemicity Snavazanym oktadecylem nebo oktylem. Dale se pouzivaji

nederivatizovany oxid kiemicity, pisek, syntetické polymery, Florisil nebo grafitova vlakna.
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Tyto sorbenty maji i Cistici funkci a zabranuji extrakci nékterych interferujicich latek. Vybér
eluéniho rozpoustédla zavisi na povaze pevného materidlu, nejcastéji to jsou smési

organickych rozpoustédel, ale v n¢kterych ptipadech miZzeme pouzit i vodu. [17]

Tato extrakéni metoda je rychld, jednoduchda, levna, flexibilni, nendro¢na
na manualni praci a spotfebovavd malé mnozstvi rozpoustédel. Diky velkému vybéru
sorbentl a elu¢nich rozpoustédel je vhodna pro Sirokou $kalu analytd a matric. MSPDE
poskytuje dobré vysledky i1 pii pokojové teplot¢ a atmosférickém tlaku a Vv zavislosti

na povaze analytu a detek¢ni metod¢ mize a nemusi vyzadovat dalsi Cistici krok. [10]

2.3.7 QUEChERS extrakce

Metoda QUEChERS v sobé zahrnuje extrakéni i Cistici krok. Nazev metody je
akronym sloZeny z pocatenich pismen anglickych slov: rychly, jednoduchy, levny,
efektivni, robustni a bezpe¢ny. Metoda byla plivodné€ pouZita pro stanoveni rezidui pesticidi
V ovoci a zeleniné a byla vyvinuta za Gcelem snizeni spotfeby rozpoustédel, finan¢nich
nakladu, Casu a prace v laboratofi za souc¢asného zachovani kvalitnich vysledkti. Nasledujici

popis postupu QUEChERS extrakce je z této ptivodni publikace. [18]

K 10 g zhomogenizovaného vzorku ptidame 10 ml acetonitrilu, ktery se ze tii
studovanych rozpoustédel (acetonitril, aceton a ethylacetat) ukazal jako nejucinngjsi
extrakéni Cinidlo. Poté vzorek protfepeme 1 minutu na vortexu a piidame k nému 4 ¢
bezvodého siranu hotfecnatého a 1 g chloridu sodného. Bezprostiedné poté promichdme
1 minutu na vortexu, aby nedoslo ktvorbé MgSOs konglomerati. Nasledné vzorek
zcentrifugujeme 5 minut pii 5000 rpm. Odebereme 1 ml horni vrstvy acetonitrilu a ptidame
jej k25 mg PSA (primarni — sekundarni amin) a 150 mg MgSOs. 30 sekund protiepeme
a poté centrifugujeme 1 minutu pii 6000 rpm. Odebereme 0,5 ml extraktu k analyze GC/MS.
[18]

NaCl se pfidava K iniciaci rozdéleni organické a vodné faze a bezvody MgSO4 ma
schopnost vazat velké mnoZstvi vody. Obé€ soli zpiisobi tzv. vysolovaci efekt, nasyti vodnou
fazi a polarni slouceniny piejdou do organické faze acetonitrilu. Hydratace MgSQa je vysoce
exotermicky proces, vzorek se zahteje az na 40-45 °C, coz zvysi vytéznost extrakce zvlasté

nepolarnich slou¢enin. [18]

MgSOs se podruhé piidava pro vysusSeni zbylé vody, ktera by mohla ovlivnit separaci
na disperzni tuhé f4zi a v plynové chromatografii. Odstranénim vody se acetonitrilova faze
stane méné polarni, coZ mizZe zplsobit vysraZzeni n¢kterych polarnich koextrahovanych
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latek. PSA se ptidava jako sorbent pro extrakci na disperzni tuhé fazi. Funguje jako slaby
anex, tudiz vaze anionty, ale muze se vazat i vodikovymi mustky. Zachytava mastné

kyseliny, dalsi organické kyseliny, sacharidy a pigmenty. [18]

2.3.8 Extrakce tuhou fazi (SPE)

Extrakce tuhou fazi, dale jen SPE (z anglického solid phase extraction), je separa¢ni
technika, kterd se pouzivd pro piipravu vzorkli, konkrétné¢ pro izolaci, preciSténi

¢i zakoncentrovani analytu. [19]

SPE se provadi nejcastéji v SPE kolonkach, které jsou naplnény staciondrni fazi.
Pii pruchodu kapalného vzorku kolonkou jsou latky sorbovany na tuhé fazi. Latky, které
nevykazuji afinitu k dané tuhé fazi, projdou kolonkou nezachyceny a dojde tak k rozdéleni
vzorku. Latky zachycené ve stacionarni fazi se poté vymyji z kolonky eluénim

rozpoustédlem. [19]

Separace na nepolarni fazi jsou takové, kde je mobilni faze polarnéjsi nez stacionarni.
Nepolarni az stfedné polarni analyty se zachycuji na stacionarni fazi nepolérnimi
interakcemi, tj. van der Waalsovymi nebo disperznimi interakcemi. Jako sorbent se nejvice
pouziva modifikovany silikagel, ktery ma na sob& navazany nepolarni skupiny, nejéastéji

oktadecyl nebo oktyl. [19,20]

U separaci na normalni f4zi je stacionarni faze polarngj$i nez obracend. Polarni analyt
je ke stacionarni fazi zachycovan vodikovymi vazbami, nt-mt interakcemi nebo interakcemi
typu dip6l — dipol a dipol — indukovany dipol. Na silikagel jsou navazany polarni skupiny
jako kyanopropyl, aminopropyl a 3-(2,3-dihydroxypropoxy)propyl, tzv. diol. [19,20]

lontoveé vyménné faze se pouZzivaji pro separaci nabitych analytii a déli se na anexy
a katexy. Stacionarni faze anexi je kladné nabita a elektrostatickymi silami pfitahuje zaporné
nabité analyty. Jako sorbent se pouziva silikagel snavazanym aminopropylem nebo
trimethylamoniumpropylem. Katexy jsou zaporné€ nabité a zachycuji kladn€ nabité analyty.
Na silikagel jsou navazany benzensulfonova kyselina nebo karboxypropyl. U iontové
vyménné faze je dulezité nastavit pH tak, aby zaroven analyt | vazana skupina byly nabité.
[19,20]

SPE mtZeme provadét ttemi riznymi metodami. U selektivni extrakce je zachytavan
bud’ analyt nebo necistoty. Pokud je zachytavan analyt, po priichodu vzorku ho vyeluujeme

z kolonky. Pokud jsou zachytavany necistoty, sbirame prochazejici vzorek s analytem.
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U selektivniho vymyvani se na stacionarni fazi zachytavaji analyt i neCistoty. Necistoty poté
vymyjeme rozpoustédlem, které neni dost silné, aby vymylo analyt. U selektivni eluce se

zachyti rovné€Z analyt i neCistoty a poté se selektivné eluuje pouze analyt. [20]

SPE kolonku musime pted zacatkem extrakce kondicionovat. Kondicionaci
provadime pro optimalni adsorpci vzorku. Rozpoustédlo volime podle typu faze a pouziva
se objem kolonky. VVzorek aplikujeme bezprostiedné po kondicionaci, aby sorbent nevyschl.
Prichod vzorku pfes kolonku mtZzeme realizovat za normalniho nebo snizeného tlaku a je
nutné dbat na to, abychom neptekrocili kapacitu stacionarni faze. Pokud se na kolonce
zachytava analyt, kolonku po prichodu vzorku promyjeme pro odstranéni slabé vazanych
latek. Pouzivame rozpoustédlo, ve kterém byl rozpustén vzorek, anebo takové, které
nevymyje analyt. Zachyceny analyt eluujeme malym mnozstvim elu¢niho rozpoustédla,

¢imz vzorek zaroven zakoncentrujeme. [20]

2.3.9 Extrakce disperzni tuhou fazi (d-SPE)

Extrakce disperzni tuhou fazi je velmi jednoduchaé cistici technika, ktera vyuziva
ptidani adsorbentu k extraktu pro odstranéni interferujicich latek. K adsorbentu se piida
extrakt, smés se promicha a poté se oddéli centrifugaci ¢i filtraci. [18] Jako adsorbenty se
pouzivaji nejéastéji PSA (primarni sekundarni amin) K odstranéni polarnich kyselin
a pigmenti, cukri a mastnych kyselin, GCB (gravitované saze) K odstranéni steroll
a pigmentt), Florisil, oxid hlinity a silikagel pokryty C18 (oktadecyl) k odstranéni
nepolarnich sloucenin, napt. lipid. [21,22] K adsorbentu se ptidava také bezvody siran

hotec¢naty k odstranéni zbylé vody a pro lepsi vycisténi extraktu. [18,21]

V porovnani s SPE je tato metoda rychlejsi, jednodussi a spotfebovava se pii ni
mensi mnozstvi adsorbentu. Neni potfeba kondicionovani, sorbent nemuze vyschnout, ale
naopak interaguje rovnomérné s matrici a je dosahnuto vétsi kapacity na miligram sorbentu.

Tato metoda také umoziuje libovolné kombinovani sorbentl v jakémkoli mnozstvi. [18]

2.4 Stanoveni metodou HPLC/MS

Kapalinova chromatografie (LC) je separacni technika pouzivana k rozdéleni latek
smési na zaklade jejich odlisnych afinit ke staciondrni a mobilni fazi. Vzorek je nastfiknut

na kolonu, kde je unadSen kapalnou mobilni fazi. Latky, které jsou vice zadrZovany
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ve stacionarni fazi, budou mit delsi retencni Cas, z kolony se budou eluovat pozdéji, a tudiz

dojde k separaci. [23]

HPLC technika byla poprvé predstavena v roce 1970 jako vysokotlaka kapalinova
chromatografie. C. Horvath pouzil vysokotlaka Cerpadla a zesilené naplnové kolony
k vytvofeni vysokych tlaki. Dnes se u HPLC pouziva vylepSena instrumentace, vétsi tlaky
a mensi Castice stacionarni fadze vedouci k u¢innéjSim separacim, tudiz se metoda

pfejmenovala na vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii. [23]

Hmotnostni spektrometrie (MS) je technika kvalitativni i kvantitativni analyzy.
Latky rozdélené kapalinovou chromatografii jsou ve spektrometru zplynény a v ioniza¢nim
zdroji pfevedeny na ionty. V hmotnostnim analyzatoru jsou ionty rozdéleny podle poméru

jejich hmotnosti a naboje (m/z) a poté jsou zaznamenany v detektoru. [23]

HPLC/MS miiZe byt pouZita pro vétSinu organickych latek a umoziuje 1 analyzu
latek, které by bylo obtizné analyzovat pomoci plynové chromatografie s hmotnostni
spektrometrii (GC/MS). U kapalinové chromatografie neni potifeba dodat velké mnozstvi
tepla, aby se vzorek prevedl na plyn. To umoznuje analyzu velkych, polarnich, iontovych,

termalné nestabilnich i netékavych latek, které by se pomoci GC/MS analyzovat nedaly. [24]

Na spolehlivost analyzy HPLC/MS maji negativni vliv matri¢ni efekty. Matri¢ni
efekty zpusobuji latky pritomné v matrici vzorku, které koeluuji s analytem, a mohou

zpusobovat zvySeni ¢i sniZeni efektivity tvorby ionti analytu v elektrospreji. [25]
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Chemikalie a pristroje
Deionizovana voda, Direct-Q® Water Purification system, Millipore

Acetonitril, CHROMASOLV™, Gradient for HPLC, gradient grade, >= 99,9%,
Honeywell Riedel-de Hagn™

Kyselina mravenci, 85%, p.a., PENTA s.r.o.
Kyselina o-fosfore¢na, 85%, p.a., PENTA s.r.o.
Kyselina chlorovodikova, 37%, ACS Reagent, Honeywell Fluka™

Methanol, CHROMASOLV™ for HPLC, gradient grade, >= 99,9%, Honeywell
Riedel-de Haén™

Hydroxid sodny, pecky, p.a., PENTA s.r.o.

Amoniak vodny roztok 25-29%, p.a., PENTA s.r.0.

Chlorid sodny, p.a., Lachema Brno, Chemapol Praha

Siran hofe¢naty bezvody, Lachema Brno

Supelclean™ PSA SPE Bulk Packing, Supelco, Sigma-Aldrich

SPE kolona: Oasis HLB 6cc, 200 mg

SPE kolona: Oasis MAX 3cc, 60 mg

Ultrazvukova ¢isticka Elmasonic S40H

LC kolona: Kinetex ® 100 x 2,1 mm, 1,7 um XB-C18 100 A (Phenomenex)

Kapalinovy chromatograf: Waters Acquity UPLC I- Class spojeny s hmotnostnim
spektrometrem (Xevo TQ-S)

Standardy:

Ampicilin — ChemCruz™

Chloramfenikol — ChemCruz™

Klindamycin — Clindamycine hydrochloride monohydrate, ChemCruz™
Erythromycin — ChemCruz™

Linezolid — ChemCruz™

Nitrofurantoin — Toronto Research Chemicals

Ofloxacin — SIGMA-ALDRICH spol. s.r.o.

Penicilin G — Penicillin G potassium salt, Santa Cruz Biotechnology, Inc.

Penicilin V — Penicillin V potassium, ChemCruz™

21



Sulfamethoxazol — SIGMA-ALDRICH spol. s.r.o.

Teicoplanin — Teicoplanin A2 mixture of 2-1, 2-2, 2-3, 2-4, 2-5, Toronto Research
Chemicals

Tigecyklin — Toronto Research Chemicals
Tetracyklin — ChemCruz™

Vankomycin — Vancomycin hydrochloride, ChemCruz™

Znacené vnitini standardy:

Ampicillin-ds — Toronto Research Chemicals
Chloramphenicol-ds — Toronto Research Chemicals
Clindamycin-ds Hydrochloride — Toronto Research Chemicals
Erythromycin-13C3 — Toronto Research Chemicals
Linezolid-dz — Toronto Research Chemicals
Nitrofurantoin-*Cs — Toronto Research Chemicals
Ofloxacin-ds — SIGMA-ALDRICH spol. s.r.o.

Penicillin G-d7 Potassium Salt — Toronto Research Chemicals
Penicillin V-ds — Toronto Research Chemicals
Sulfamethoxazole-(phenyl-3Cg) — SIGMA-ALDRICH spol. s.r.0.
Tigecycline-dg — Toronto Research Chemicals

Tetracycline-ds (80%) — Toronto Research Chemicals

Vzorky kalti byly odebirany z COV Olomouc a zmrazeny pii teploté -80 °C.

3.2 Analyza HPLC/MS
K analyze vzorkl byl pouzit kapalinovy chromatograf Waters Acquity UPLC I-Class

spojeny s hmotnostnim spektrometrem (Xevo TQ-S) a ke zpracovani dat byl pouzit program
MassLynx 4.1. Separace na chromatografické kolon¢ probihala za laboratorni teploty, objem
nasttiku vzorku byl 25 pl a byla provedena gradientova eluce podle Tab. I. Jako mobilni
faze A (MF A) byla pouzita deionizovana voda s 0,5 % kyseliny mravenc¢i. Mobilni faze B
byl methanol s 0,5 % kyseliny mravenci. Rychlost pratoku byla 0,250 ml/min. NFR, CHL
a TCP byly analyzovany v negativnim modu ionizace, zbytek analyti v kladném modu

ionizace. Stanoveni bylo provedeno metodou vnitiniho standardu.
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Tabulka I: Slozeni mobilni faze v priubehu HPLC

Cas (min) | MF A (%) | MF B (%)
0 95 5
3,5 95 5
5 0 100
5,1 0 100
6,5 95 5

3.3 Pracovni postup

3.3.1 Zasobni roztoky standardi

Zasobni roztoky standardd CHL, CLD, ERT, LNZ, NFR, OFL, PNG, PNV, SFM,
TGC, TTC byly ptfipraveny rozpusténim 5 mg standardu v 5 ml methanolu. Zasobni roztoky
standardd AMP, TCP, VNC byly pfipraveny rozpusténim 5 mg standardu v 5 ml vody.
Vsechny zasobni roztoky byly pfipraveny o koncentraci 1 mg/ml a dale podle potieby

fedény.

3.3.2 UAE nasledovana SPE na HLB sorbentu
Bylo pfipraveno 500 ml dvou roztokd. Roztok A o hodnoté pH 2 byl pfipraven

smichanim 500 ml kyseliny fosfore¢né nafedéné na koncentraci 0,14 mol/l a5 ml 20% (w/w)
hydroxidu sodného. Roztok B o hodnoté¢ pH 10 byl ptipraven smichanim 500 ml vody

a 750 pl koncentrovaného amoniaku.

Spikovaci roztok 0 objemu 5 ml byl ptipraven fedénim zasobnich roztokid standardu
tak, aby standardy NFR, TCP, TGC byly v roztoku obsazeny v koncentraci 1000 ng/ml,
standardy AMP, CHL, PNG, PNV, VNC v koncentraci 500 ng/ml a standardy CLD, ERT,
LNZ a TTC v koncentraci 50 ng/ml. K fedéni byl pouzit methanol.

Do 18 centrifugacnich zkumavek bylo navazeno 500 mg kalu. K t€émto 18 vzorkiim
bylo pfidano 2,5 ml roztoku A (vzorky P1 az P9) nebo 2,5 ml roztoku B (vzorky N1 az N9).
Vzorky P1 az P9 byly upraveny 40 pul koncentrované kyseliny chlorovodikové na pH 2
avzorky N1 az N9 byly upraveny 100 ul amoniaku na pH 10. Ke vSem vzorkiim bylo
pfidano 3,3 ml acetonitrilu. Vzorky byly dany na 30 minut do ultrazvukové 14zné€ o teploté
30 °C a nasledné¢ na 5 minut do centrifugy na 14000 rpm. Po centrifugaci bylo odebrano
3,5 ml supernatantu do PP nadobek a vzorky P4, P5, P6, N4, N5, a N6 byly spikovany 50 pl
spikovaciho roztoku. Ke vzorkiim bylo pfidano 35 ml roztoku A (vzorky P1 az P9) nebo
35 ml roztoku B (vzorky N1 az N9).
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Pro SPE byly pouzity kolonky Oasis HLB 200 mg a byla realizovana za snizeného
tlaku. Ke kondicionaci kolonek bylo pouzito 5 ml methanolu. K ekvilibraci kolonek se
pouzilo 2 ml vody a 5 ml roztoku A (vzorky P1 az P9) nebo jen 5 ml vody (vzorky N1 az
N9). Nasledoval prichod vzorku a promyti kolonky bud’ vodou, nebo smési methanolu
ve vod¢ podle Tab. Il. Eluce byla provedena 2 ml methanolu. Ke vzorkim P7, P8, P9, N7,
N8 a N9 bylo piidano 50 ul spikovaciho roztoku a vSechny vzorky byly odpatfeny dosucha
pod proudem dusiku. Pted HPLC/MS byly vzorky rozpustény v 0,5 ml methanolu se

znacenymi standardy.

Tabulka Il: Promyvani vzorkii po SPE

Nazev P1,N1| P2,N2 | P3,N3 (P4,N4| P5,N5 | P6,N6 |P7,N7| P8, N8 P9, N9

vzorku

Promyti 15% 25% 15% 25% 15% 25%
voda voda voda

po SPE metanol | metanol metanol | metanol metanol | metanol

3.3.3 UAE nasledovana SPE na MAX a HLB sorbentech

Fosfatovy pufr o hodnoté pH 2 byl pfipraven smichdnim 500 ml kyseliny fosfore¢né

nafedéné na koncentraci 0,14 mol/l a 7,5 ml 20% (w/w) hydroxidu sodného.
Spikovaci roztok byl ptipraven stejnym zptisobem jako v piedchozi kapitole.

Do PP nadobky byly navazeny 4 g kalu. Ke kalu bylo ptidano 20 ml fosfatového
pufru (pH 2), 40 pl koncentrované kyseliny chlorovodikové na upravu pH na hodnotu 2
a 27 ml acetonitrilu. Kal byl dan na 30 minut do ultrazvukové lazn¢ o teploté 30 °C. Poté
byl extrakt rozdélen do centrifuga¢nich zkumavek, které se daly na 5 minut do centrifugy na
14000 rpm. Po centrifugaci bylo do 8 zkumavek odebrano 3,5 ml supernatantu a vzorky
BL7, MAXY7, HLB7 a AN7 byly upraveny roztokem hydroxidu sodného na pH o hodnoté 7.
Ke vzorkim MAX7 a MAX2 bylo ptidano 50 pl spikovaciho roztoku.

Pro prvni SPE byly pouzity kolonky Oasis MAX 60 mg a byla realizovana
za snizeného tlaku. Ke kondicionaci kolonek byl pouzit 1 ml acetonitrilu. K ekvilibraci bylo
pouzito 3 ml fosfatového pufru o pH 2 (vzorky BL2, MAX2, HLB2, AN2) nebo fosfatového
pufru upraveného na pH7 (vzorky BL7, MAX7, HLB7, AN7). Nasledoval pruchod
a zachyceni vzorkd. Vzorky byly zifedény vodou na 35 ml a vzorky BL2, MAX2, HLB2,
AN2 byly upraveny na pH o hodnoté 7. Ke vzorkim HLB7 a HLB2 bylo pfidano 50 ul

spikovaciho roztoku.
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Pro druhou SPE byly pouzity kolonky Oasis HLB 200 mg a byla realizovana
za snizeného tlaku. Ke kondicionaci kolonek bylo pouzito 5 ml methanolu a k ekvilibraci
5 ml vody. Nasledoval prichod vzorku a promyti kolonky 10 ml vody. Eluce byla provedena
2 ml methanolu. Ke vzorkim AN7 a AN2 bylo piidano 50 ul spikovaciho roztoku a v§echny
vzorky byly odpafeny dosucha pod proudem dusiku. Pifed HPLC/MS byly vzorky

rozpustény v 0,5 ml methanolu se zna¢enymi standardy.

3.3.4 Extrakce QUEChERS

Roztok A o hodnoté pH 2 byl pfipraven smichanim 100 ml kyseliny fosfore¢né
nafedéné na koncentraci 0,14 mol/l a 1 ml 20% (w/w) hydroxidu sodného. Roztok B

0 hodnoté pH 10 byl pfipraven smichanim 100 ml vody a 150 pl koncentrovaného amoniaku.

Spikovaci roztok o objemu 5 ml byl pfipraven fedénim zasobnich roztokl standardf
tak, aby standardy NFR, TCP, TGC byly v roztoku obsazeny v koncentraci 500 ng/ml,
standardy AMP, CHL, PNG, PNV, VNC v koncentraci 250 ng/ml a standardy CLD, ERT,
LNZ a TTC v koncentraci 25 ng/ml. K fedéni byl pouzit methanol.

Do 8 centrifugacnich zkumavek bylo navazeno 500 mg kalu. K témto 8 vzorkiim
bylo ptidano 2,5 ml roztoku A (vzorky QBLA, QOA, Q1A, Q2A) nebo 2,5 ml roztoku B
(vzorky QBLB, Q0B, Q1B, Q2B). Vzorky QBLA, QOA, Q1A, Q2A byly upraveny 40 nl
koncentrované Kyseliny chlorovodikové na pH 2 a vzorky QBLB, QOB, Q1B, Q2B byly
upraveny 100 pl amoniaku na pH 10. Ke v§em vzorkiim bylo pfidano 2,5 ml acetonitrilu.
Vzorky QOA a QOB byly spikovany 167 ul spikovaciho roztoku. Vzorky byly dany
na 30 minut do ultrazvukové 1azné o teploté¢ 30 °C a nasledné¢ Kk nim byl pfidan 1 g
bezvodého siranu hofecnatého a 0,25 g chloridu sodného. Po zamichani na vortexu se
zkumavky na 5 minut daly do centrifugy na 14000 rpm. Z horni acetonitrilové vrstvy bylo
odebrano 1,8 ml a vzorky Q1A a Q1B byly spikovany 120 pl spikovaciho roztoku.
Ke vzorkim bylo pfidano 50 mg PSA a 300 mg bezvodého, nasledoval vortex
a centrifugace. Do eppendorfek bylo odebrano 1,2 ml supernatantu, vzorky Q2A a Q2B byly
spikovany 80 ul spikovaciho roztoku a v§echny vzorky byly odpateny dosucha pod proudem
dusiku. Pfed HPLC/MS byly vzorky rozpustény v 0,5 ml methanolu se znafenymi
standardy.

3.3.5 SPE na MAX sorbentu nasledovana QuEChERS
Fosfatovy pufr o hodnoté pH 2 byl ptipraven podle stejného postupu jako roztok A

Vv ptedchozi kapitole.
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Spikovaci roztok o objemu 5 ml byl pfipraven fedénim zasobnich roztokt standardi
tak, aby standardy NFR, TCP, TGC byly v roztoku obsazeny Vv koncentraci 500 ng/ml,
standardy AMP, CHL, PNG, PNV, VNC, SFM, OFL v koncentraci 250 ng/ml a standardy
CLD, ERT, LNZ a TTC v koncentraci 25 ng/ml. K fedéni byl pouzit methanol.

Do PP nadobky bylo navazeno 5 g kalu. Ke kalu bylo ptidano 25 ml fosfatového
pufru, 100 pl koncentrované kyseliny chlorovodikové na tpravu pH na hodnotu 2 a 33 ml
acetonitrilu. Kal byl dan na 30 minut do ultrazvukové lazn¢ o teploté 30 °C. Poté byl extrakt
rozde¢len do centrifugacnich zkumavek, které se daly na 5 minut do centrifugy na 14000 rpm.
Po centrifugaci bylo do 10 zkumavek odebrano 4,4 ml supernatantu a vzorky BLC7, MTC7,
MXC7, QRC7 a PUC7 byly upraveny roztokem hydroxidu sodné¢ho na pH o hodnoté 7.
Ke vzorkiim MTC7 a MTC2 bylo piidano 208 pl spikovaciho roztoku.

Pro SPE byly pouZity kolonky Oasis MAX 60 mg a byla realizovana za snizeného
tlaku. Ke kondicionaci kolonek byl pouzit 1 ml acetonitrilu. K ekvilibraci bylo pouZito 3 ml
fostatového pufru o pH 2 (vzorky BLC2, MTC2, MXC2, QRC2 a PUC2) nebo fosfatového
pufru upravené¢ho na pH 7 (vzorky BLC7, MTC7, MXC7, QRC7 a PUCY7). Nasledoval
prichod a zachyceni vzorki. Ke vzorkim MXC7 a MXC2 bylo pfidano 208 pl spikovaciho

roztoku.

Poté byl do zkumavek ptidan 1 g bezvodého siranu hofe¢natého a 0,25 g chloridu
sodného. Po zamichani na vortexu se zkumavky na 5 minut daly do centrifugy na 14000 rpm.
Z horni acetonitrilové vrstvy bylo odebrano 1,8 ml a vzorky QRC7 a QRC2 byly spikovéany
150 ul spikovaciho roztoku. Ke vzorkiim bylo ptidano 50 mg PSA a 300 mg bezvodého
siranu hotfe¢natého, nasledoval vortex a centrifugace. Do eppendorfek bylo odebrano 1,2 ml
supernatantu, vzorky PUC7 a PUC2 byly spikovany 100 ul spikovaciho roztoku a vSechny
vzorky byly odpafeny dosucha pod proudem dusiku. Pfed HPLC/MS byly vzorky

rozpu$tény v 0,5 ml methanolu se zna¢enymi standardy.

3.3.6 SPE na HLB sorbentu nasledovana QuEChERS
Fosfatovy pufr o hodnoté pH 2 byl pfipraven podle postupu pro roztok A v kapitole
3.3.4.

Spikovaci roztok byl ptipraven podle postupu v kapitole 3.3.5.

Do PP nadobky bylo navdzeno 5 g kalu. Ke kalu bylo pfidano 25 ml fosfatového

pufru, 40 pl koncentrované kyseliny chlorovodikové na upravu pH na hodnotu 2 a 33 ml
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acetonitrilu. Kal byl dan na 30 minut do ultrazvukové 1azn¢ o teplote 30 °C. Poté byl extrakt
rozdélen do centrifugacnich zkumavek, které se daly na 5 minut do centrifugy na 14000 rpm.
Po centrifugaci bylo do 10 PP nadobek odebrano 4,4 ml supernatantu a ziedéno vodou
na35ml. Vzorky HQBN, HQON, HQIN, HQ2N a HQ3N byly upraveny roztokem
hydroxidu sodného na pH o hodnoté 7 a vzorky HQBA, HQOA, HQ1A, HQ2A a HQ3A byly
upraveny kyselinou chlorovodikovou na pH o hodnoté 2. Ke vzorkiim HQON a HQOA bylo
pridano 208 pl spikovaciho roztoku.

Pro SPE byly pouzity kolonky Oasis HLB 200 mg a byla realizovédna za snizeného
tlaku. Ke kondicionaci kolonek byl pouzit 5 ml methanolu. K ekvilibraci bylo pouzito 5 ml
vody upravené na pH 2 (vzorky HQBA, HQOA, HQ1A, HQ2A a HQ3A) nebo 5 ml vody
(vzorky HQBN, HQON, HQIN, HQ2N a HQ3N). Nasledoval prichod vzorkli a promyti
kolonek vodou o hodnoté pH 2 nebo 7. K eluci bylo pouzito 2,5 ml acetonitrilu. Ke vzorkim
HQIN a HQ1A bylo ptidano 208 pl spikovaciho roztoku.

Poté bylo do zkumavek piidano 2,5 ml vody, 1 g bezvodého siranu hofe¢natého
a 0,25 g chloridu sodného. Po zamichani na vortexu se zkumavky na 5 minut daly
do centrifugy na 14000 rpm. Z horni acetonitrilové vrstvy bylo odebrano 1,5 ml a vzorky
HQ2N a HQZ2A byly spikovany 125 pl spikovaciho roztoku. Ke vzorklim bylo ptidano
50 mg PSA a 300 mg bezvodého siranu hofecnatého, nasledoval vortex a centrifugace.
Do eppendorfek bylo odebrano 0,7 ml supernatantu, vzorky HQ3N a HQ3A byly spikovany
58,3 ul spikovaciho roztoku a vSechny vzorky byly odpafeny dosucha pod proudem dusiku.
Pted HPLC/MS byly vzorky rozpustény v 0,5 ml methanolu se zna¢enymi standardy.

3.3.7 Stanoveni analytii v realnych vzorcich kali

Fosfatovy pufr o hodnoté pH 2 byl ptipraven podle postupu pro roztok A v kapitole
3.3.4.

Roztok se znacenymi vnitinimi standardy o objemu 10 ml byl pfipraven fedénim
znacenych vnitinich standardd acetonitrilem na pfislusnou koncentraci standardu. NFR —
500 ng/ml, TGC a CHL — 100 ng/ml, PNV a AMP — 50 ng/ml, PNG — 25 ng/ml, LNZ a ERT
—7,5ng/ml, TTC — 2,5 ng/ml, CLD — 0,5 ng/ml.

Do 22 centrifugaénich zkumavek bylo navazeno 100 mg realnych vzorka kalu.
Ke vzorkim bylo pfidano 2,5 ml fosfatového pufru, 3,2 ml acetonitrilu a 100 pl roztoku

zna¢enych vnitinich standardd. Vzorky byly dany na 30 minut do ultrazvukové lazné
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0 teploté 30 °C a poté se daly na 5 minut do centrifugy na 14000 rpm. Po centrifugaci bylo

odebrano 4,4 ml supernatantu.

Dale byla provadéna SPE na MAX sorbentech a QUEChERS extrakce podle postupu
pro pH 2 popsaného v kapitole 3.3.5. Standardy ani znacené standardy uz piidavany nebyly.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE
4.1 UAE nasledovana SPE na HLB sorbentu

V tomto experimentu byla na vzorky aplikovana extrakce ultrazvukem a SPE.
Vzorky byly extrahovany bud’ v kyselém, nebo zasaditém prostiedi smési vodného roztoku
a acetonitrilu. Pifi SPE byly kolonky promyvany bud vodou, 15%, nebo 25% smési
methanolu ve vodé (v/v). Matri¢ni efekty (M.E.) byly stanoveny jako podil ploch pikt
znacenych vnitinich standardl ve vzorcich spikovanych pied analyzou HPLC/MS a ploch
pikd znacenych vnitinich standardd v QC vzorcich (neobsahuji matrici). Z ploch pika
analytl ve vzorcich spikovanych pted a po SPE se spocitala vytéznost SPE pro dany analyt

podle vzorce ¢. 1.

Aa(P4) Au(P1)
_ As(P4) Ajrs(P1)
RSPE - AA(P7)_AA(P1) (l)
As(P7) Apg(P1)

Rsepe...vytéznost SPE, konkrétné pro pH 2 a promyvani vodou
Aa...plocha piku analytu

Aus...plocha piku znaceného standardu pfislusného analytu

174 194
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. I A ull. o Tl
NFR  CHL TCP PNG LNZ AMP PNV CLD TTC TGC VNC ERT
Analyty
H pH 10, voda m pH 10, 15% methanol ® pH 10, 25% methanol
pH 2, voda M pH 2, 15% methanol ™ pH 2, 25% methanol

Obrazek 1: Vyteznost SPE
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Obrdazek 2: Matricni efekty

U NFR a AMP byly v zasaditém prostiedi uspokojivé matricové efekty, ale nizka
vytéznost SPE, v kyselém prostiedi to bylo naopak. U CHL a LNZ byly dobré vytéznosti
i v kyselém i v zasaditém prostiedi, M.E. byly niz§i v prostiedi zasaditém. U PNG byly
Vv kyselém prostiedi dobra vytéznost a uspokojivy M.E. U CLD a TTC byly v kyselém
prostiedi dobra vytéznost a uspokojivy M.E. U TGC byla $patna vytéznost u obou hodnot
pH, vysledky matri¢nich efekti nebyly spolehlivé. U ERT byly dobra vytéznost, ale silné
M.E. v obou prostiedich. PNV mél vysoké M.E., v kyselin¢ se ziejmé rozlozil a ani
Vv zésaditém prostiedi viibec neslo vidét jeho signal. TCP mél lepsi vytéznosti v zasaditém
prostiedi, VNC zase v kyselém. Matri¢ni efekty u téchto dvou latek nebylo mozné stanovit,

protoze pro n¢ nebyly znacené standardy.

Vytéznosti byly vesmés lepsi v kyselém prostiedi S vyjimkou TCP. Promyvani
kolonek smési methanolu s vodou nebylo celkové pfinosné, nepomohlo to zlepsit M.E.,
u nékterych latek to zvysilo vytéznost, u jinych naopak snizilo. Bylo potieba snizit mnozstvi
interferujicich slozek matrice ve vzorcich, proto bylo pfikroceno ke zkouSeni dalSich

zpusobl extrakce.

4.2 UAE nasledovana SPE na MAX a HLB sorbentech

V tomto experimentu byly na vzorky aplikovany extrakce ultrazvukem a dvé

extrakce tuhou fazi bud’ v kyselém, nebo v neutralnim prostiedi. Extrakce probihala ve smési
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fosfatového pufru a acetonitrilu. Vytéznost obou SPE byla stanovena stejnym zptisobem

jako v predchozim experimentu. Matri¢ni efekty byly stanoveny podle vzorce €. 2.

Ay(AN) Ay (BL)
A15@AN)_415@L)

M.E. = —cal@h) )

Ax(Q0O)
Ars(QC)
c4(Q0)

Aa...plocha piku analytu

Aus...plocha piku znaceného standardu piislusného analytu
ca...koncentrace analytu

AN...vzorek spikovany na konci

BL...blank

QC...QC vzorek
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140
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Vytéznost [%]
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o
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0
NFR CHL TCP PNG LNZ AMP PNV CLD TTC TGC VNC ERT
Analyty
EpH2 EpH7

Obrazek 3: Vyteznost SPE na MAX sorbentu
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Obrazek 4: Vytéznost SPE na HLB sorbentu
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Obrazek 5: Matricni efekty

Analyty CHL, LNZ, CLD a ERT mély dobré vytéznosti, ale siln¢j$i matri¢ni efekty
pfi obou hodnotach pH. NFR a AMP mély siln€jsi M.E., u SPE HLB nizké vytéznosti
a u SPE MAX mély vyrazné vyssi vytéznosti v kyselém prostiedi. TGC a VNC mély lepsi
vytéznosti I M.E. v neutralnim prosttedi. TCP mé&l dobré vytéznosti v kyselém prostiedi, ale
silné¢ MLE. TTC mél silngjsi M.E., u SPE MAX vyssi vytéznost v kyselém prosttedi, zato
v SPE HLB vV neutralnim prostiedi. U PNG byly uspokojivé M.E., vytéznost byla dobra
u SPE HLB, ale $patna u SPE MAX. PNV mél $patnou vytéznost i matri¢ni efekt v obou
prostiedich, vysledky vytéznosti u SPE HLB nebyly spolehlivé.
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Co se tyc€e porovnani vytéznosti extrakei a matri¢nich efektt pti hodnotachpH?2 a 7,
nelze fict, které prostfedi je pro celou skupinu vyhodnéjsi. Matri¢ni efekty byly u vétSiny
analytt stale pomérn¢ silné a pti porovnani obou pH se téméf viibec nelisily. Stale bylo nutné
snizit mnozstvi interferujicich latek matrice ve vzorcich, proto byly vyzkouSeny dalsi

extrak¢éni metody.

4.3 Extrakce QUEChERS

V tomto experimentu byla provedena extrakce ultrazvukem a QUEChERS extrakce
V kyselém a bazickém prostiedi (pH 2 a 10). Vytéznost byla stanovena pro spojeni
ultrazvukové extrakce s vysolovanim do acetonitrilové faze a pro d-SPE na PSA sorbentu

a siranu hofe¢natém. Matri¢ni efekty byly stanoveny podle vzorce 2.

CHL

TCP PNG LNZ AMP PNV CLD TTC TGC VNC ERT

140

Vytéznost [%]
= =
N S [e)] (0] o N
o o o o o o

o

Analyty

EpH2 mpHI10

Obrazek 6. Vytéznost extrakce ultrazvukem s vysolovanim
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Obrazek 8: Matricni efekty

Analyty NFR, CHL a LNZ m¢ly dobré vytéznosti a celkem uspokojivé matri¢ni
efekty pfi obou hodnotach pH. Vytéznosti obou extrakénich metod u TCP, PNV, TTC, TGC
a VNC byly v obou prostiedich blizici se nebo rovné nule. Jejich matri¢ni efekty byly silné,
TTC mél uspokojivy M.E. PNG, CLD a ERT vykazovaly vyssi vytéznosti v kyselém
prostiedi. Matri¢ni efekty u CLD a ERT byly v kyselém prostiedi niZsi, ale stale pomérné
silné. U PNG nebyly vysledky matri¢nich efekta spolehlivé. Vytéznosti extrakci u AMP byly
leps$i v zasaditém prostiedi, ale M.E. byly velmi silné pti obou hodnotach pH.
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Z vytéznosti by se dalo usoudit, ze extrakce v kyselém prostiedi byla celkové vice
vyhovujici. Matri¢ni efekty byly stale pomérné silné, proto bylo ptikroc¢eno ke spojeni SPE
a QUEChERS extrakce.

4.4 SPE na MAX sorbentu nasledovana QuEChERS
V tomto experimentu byla provedena SPE na MAX sorbentu a QUEChERS extrakce

pii pH 2 nebo 7. Vytéznost byla stanovena pro SPE, vysolovani do acetonitrilové faze a pro

d-SPE. Matri¢ni efekty byly stanoveny podle vzorce ¢. 3.

A/ (PUC) Ay(BLO)
__ Ajg(PUC) Apg(BLC)
M.E.= A4 (REF) (3)
Ars(REF)

Aa...plocha piku analytu

Aus...plocha piku znaceného standardu pfislusného analytu
PUC...vzorek spikovany na konci

BLC...blank

REF...referentni vzorek bez matrice pfipraveny ze spikovaciho roztoku
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2
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0
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Obrdzek 9: Vyteznost SPE na MAX sorbentu
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Obrazek 10: Vytéznost QUEChERS — vysolovani
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Obrazek 11: Vytéznost d-SPE
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NFR, CHL, PNG, LNZ, CLD a ERT m¢ly dobré vytéznosti u vSech extrakénich
metod a uspokojivy M.E. pfi obou hodnotach pH. Piky analyti TTC, TGC a VNC nebyly
kvantifikovatelné v zadnych vzorcich mimo téch spikovanych na konci. TTC a TGC mély
nizké matri¢ni efekty, VNC nemél spolehlivé hodnoty matri¢nich efekti. U TCP byl
uspokojivy M.E., vytéznost byla stanovitelna pouze u SPE MAX pfti pH 7, ale plochy pika
byly velmi nizké. AMP a OFL mély u SPE MAX dobrou vytéznost, u d-SPE niZsi vytéZznost
a U vysolovani nemély spolehlivé vysledky. PNV a SFM m¢ly dobré vytéznosti kromé
vysolovani, kde byla vytéznost vyssi. Matri¢ni efekty u AMP, OFL, PNV a SFM byly

uspokojive.

Vsechny analyty mély v porovnani s pifedchozim experimentem mnohem nizsi
matri¢ni efekty. Rozdily mezi extrakei pti pH 2 nebo 7 nebyly u vytéznosti ani matri¢nich
efekti vyrazné. Metoda QUEChERS ziejmé neni vhodna pro analyty TCP, TTC, TGC

a VNC, jelikoz v tomto i v pfedchozim experimentu mély malé nebo az nekvantifikovatelné

piky.

4.5 SPE na HLB sorbentu nasledovana QuEChERS

V tomto experimentu byly na vzorky aplikovany SPE na HLB sorbentu
a QUEChERS extrakce pfi pH 2 nebo 7. Vytéznost i matri¢ni efekty byly stanoveny stejnym

zpusobem jako v predchozim experimentu.
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Obrazek 13: Vytéznost SPE na HLB sorbentu

NFR CHL TCP PNG LNZ AMP PNV CLD TTC TGC VNC ERT SFM
Analyty

180
160
14

Vytéznost [%]

=R

N ey (o)) 0] o N
o O O O o o o

o

mpH2 mpH7

Obrazek 14: Vyteznost QuEChERS — vysolovani
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Obrazek 16: Matricni efekty

CHL, LNZ a ERT mély dobré vytéznosti u SPE HLB a d-SPE pii obou hodnotach
pH, u vysolovani mély vytéznosti vysoké. PNV, CLD a SFM mély u vSech extrakci celkem
dobré vytéznosti. NFR a PNG mély dobré vytéznosti u SPE HLB a d-SPE pfi obou
hodnotach pH, u vysolovani mély vytéznosti dobré v kyselém prostiedi, zato v neutralnim
vysoké. AMP m¢l nizké vytéznosti u vSech tii extrakci. OFL mél u SPE HLB nizkou
vytéznost, u vysolovani a d-SPE mél ziejmé kvili interferencim nespolehlivé vysledky. U
analytd TCP, TTC, TGC a VNC mg¢ly n¢které vzorky velmi malé az nekvantifikovatelné
plochy pikd.
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Potvrdilo se, ze pro TCP, TTC, TGC a VNC metoda QuEChERS vhodna neni. U d-
SPE byly téméf u vSech analytl vyssi vytéznosti V neutralnim prostiedi. Metoda vysolovani
davala n¢kterym analytim velkou pozitivni chybu. Matri¢ni efekty byly u vSech analyti
uspokojivé a vyrazné se neliSily mezi obéma hodnotami pH. VNC opét neposkytoval

spolehlivé vysledky matri¢nich efektil, ztejmé kvili silnym interferencim.

4.6 Stanoveni analytii v realnych vzorcich kala
Metoda aplikujici SPE na MAX sorbentu s QuEChERS extrakci méla

z vyzkousenych metod nejlepsi vysledky vytéznosti a matri¢nich efektd vzhledem k celé
studované skuping, proto byla vybrana ke stanoveni analytl v redlnych vzorcich kald.
Extrakce byly provadény pii pH 2, protoze v kyselém prostifedi se pro vétSinu analytl

dosahovalo lepsich vysledkii nez v neutralnim prosttedi, ackoli rozdily nebyly velké.

Analyzovano bylo 22 vzorkl &istirenskych kali, odebiranych z COV Olomouc
Vv riznych mésicich rokt 2018, 2019 a 2020.

Tabulka Il1: Namérené koncentrace analytii v redlnych vzorcich kalii (ng/gQ)

Mes'ckc;?jbra”' INZ | cD | TTC | VNC | ERT | SFM | OFL
cerven 2018 - 0,54 - 1,1 -1 0,012 4.4
zari 2018 - 1,0 - - -1 0,073 7,7
fijen 2018 - 1,6 17 2,2 -1 0,043 19
listopad 2018 - 0,94 9,7 2,4 -| 0,091 24
prosinec 2018 - 0,77 - - -1 0,0045 7,6
leden 2019 - 0,67 - - -1 0,033 2,6
unor 2019 0,62 1,6 P 1,5 0,54| 0,086 12
brezen 2019 - 1,3 - - -1 0,013 1,1
duben 2019 - 0,14 - - -| 0,010 0,1
kvéten 2019 - 3,1 11 1,2 -1 0,037 34
cerven 2019 - 0,96 - 2,0 -1 0,032 1,5
¢ervenec 2019 - 1,1 - 1,6 - - 2,0
srpen 2019 0,49 1,1 P - 0,43| 0,047 11
zari 2019 - 0,64 - - -1 0,013 2,4
fijen 2019 - 0,37 - - - - 0,4
listopad 2019 0,44 0,93 9,1 8,8 0,49| 0,084 20
leden 2020 - 0,66 7,9 2,5 - 0,10 14
unor 2020 - 1,1 9,0 5,0 -1 0,091 25
cerven 2020 - 0,42 5,8 - -| 0,089 5,8
¢ervenec 2020 - 0,96 7,4 7,3 -| 0,021 7,3
srpen 2020 - 0,30 - - -| 0,015 1,1
zari 2020 - 0,88 - - -1 0,030 1,0

P...analyt je pfitomen, ale je pod mezi kvantifikace
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Linezolid a erythromycin byly v koncentraci kolem 0,5 ng/g pfitomny ve 3 vzorcich.
Klindamycin byl pfitomen ve vSech vzorcich v koncentracich od 0,14 ng/g po 3,10 ng/g,
vankomycin se nachazel v 11 vzorcich Vv koncentracich od 1,06 ng/g az po 8,22 ng/g.
Tetracyklin byl zaznamenan v 10 vzorcich, ale plochy pikti zna¢eného standardu byly velmi
nizké, a proto mohly byt koncentrace zkreslené. Malé piky tetracyklinu byly pfitomny téméf
ve vsech vzorcich, ale nebylo mozné spocitat jeho koncentraci, jelikoz u né¢kterych vzorki
nebyl signal zna¢eného standardu vidét viibec. Sulfamethoxazol byl ptitomen témér ve vSech
vzorcich. Jeho koncentrace byly o tad niz$i neZz koncentrace ostatnich stanovenych
antibiotik, signal mohl byt potlacen vlivem interferenci. Ofloxacin byl nalezen ve vSech
vzorcich a u nékterych z nich mél velmi vysokou odezvu. Ostatni analyty nebyly nalezeny
v zadném vzorku. Pro vankomycin a teicoplanin nebyly k dispozici izotopicky znacené
standardy, ale byly vztahovany na standard jiného analytu s podobnym retenénim ¢asem.
Pro SFM a OFL nebyly pouzity znac¢ené standardy, proto byla jejich koncentrace spocitana
linearni regresi z odezev kalibra¢nich vzorki, které¢ bohuzel nezohlediuji matri¢ni efekt ani
vytéznost.

4.7 Porovnani vysledki zvolené metody

Tabulka IV: Vyteznosti a matricni efekty metody SPE na MAX sorbentu nasledované
QuEChERS extrakci

Analyty | Vytéznost (%) ME
NFR 85 1,04
CHL 65 0,64
TCP - 0,62
PNG 57 0,68
LNZ 105 0,99

AMP 43 0,59
PNV 68 0,82
CLD 91 1,19
TTC - 0,88
TGC - 0,87
VNC - 4,68
ERT 99 0,85
SFM 84 0,84
OFL 63 1,01

Mnoho ¢lanki [26-30] stanovujicich antibiotika v kalech, realizovalo SPE na HLB
sorbentu. [10] V kombinaci s QUEChERS extrakci ale podle provedenych experimentd
dosahla lepsich vysledki SPE provadéna na MAX sorbentu.
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Pfi porovnani finalni metody s metodami vyuzivajicimi SPE [27,28] bylo pro n¢které
analyty dosazeno lep$ich vytéznosti (SFM, ERT) a pro nékteré horsich (TTC, OFL). SFM
mél celkovou vytéznost 84 %, zatimco v publikacich jen 43 % [27] a 63-75 % [28].
Na druhou stranu TTC, ktery v tomto experimentu v nékterych vzorcich nebyl detekovan,
mél v publikacich vytéznosti 104 % [27] a 67-73 % [28].

Pii porovnani S metodami vyuzivajicimi QUEChERS extrakci bylo pro SFM
dosazeno finalni metodou lepsi vytéznosti [31-33] a pro ERT také lepsi [32,34]. TTC, ktery
mél tak nizkou vytéznost, ze nebyl v nékterych vzorcich detekovan, mél v publikaci [34]

také nizkou vytéznost, ale v publikaci [32] vytéznost 70-249 %.

Autofi publikace [32] stanovovali LNZ, TTC, SFM a OFL v kalech ze tti COV
v Nigérii z roku 2017. Linezolid byl nalezen v koncentraci 26,3 ng/g, sulfamethoxazol
v koncentraci 47 ng/g, ofloxacin v koncentraci 557 ng/g a tetracyklin v koncentraci az
1172 ng/g. Tyto koncentrace jsou minimalné¢ o tad vy$$i v porovnani S nalezenymi

koncentracemi t&chto antibiotik v ¢istirenském kalu z Olomouce.
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5 ZAVER

Cistirensky kal je velmi komplexni matrice obsahujici mnoho latek, které mohou
interferovat pii stanoveni obsazenych analyti metodou kapalinové chromatografie spojené
s hmotnostni spektrometrii. Najit vhodnou metodu pro stanoveni antibiotik v Cistirenském
kalu neni snadné, protoze musi byt dostatecné selektivni, aby odstranila interferujici latky,

a ptitom si zachovala dobrou vytéznost.

Sérii experimentl byly zkoumany tfi extrakéni techniky a jejich kombinace
pfi riznych hodnotach pH. Otestovaly se ultrazvukova extrakce, QUEChERS extrakce a SPE
na dvou riznych sorbentech. Tyto techniky byly zvoleny, protoZe jsou jednoduché, relativné
levné a Setrné k zivotnimu prostfedi svou malou spotiebou rozpoustédel. Ze vsech
provedenych metod se jako nejvhodnéjsi z hlediska vytéznosti a matri¢nich efektti ukazala
kombinace ultrazvukové extrakce, SPE na MAX sorbentu a QuEChERS extrakce
pii hodnoté pH 2. Touto metodou byla poté stanovena antibiotika v realnych vzorcich kalt
z COV Olomouc. Ze &trnacti analyzovanych antibiotik bylo ve vzorcich kal p¥itomno

sedm, z ¢ehoz koncentrace ofloxacinu, pfitomného ve vSech vzorcich, byly nejvétsi.

Nalezena metoda méla dobré nebo uspokojivé matri¢ni efekty pro v§echna zkoumana
antibiotika. Z hlediska vytéznosti je metoda nevhodna pro teicoplanin, tigecyklin,
tetracyklin a vankomycin. Tetracyklin a vankomycin byly piesto v fad¢ vzorka detekovany.
V ptipadé tetracyklinu koriguje nizkou vytéZnost izotopicky znaceny standard, lze tedy
predpokladat, Ze presnost metody je uspokojivda a nedostatecnd vytéZnost ovliviiovala
pfedevSim limit stanovitelnosti a preciznost. Pro vankomycin nebyl izotopicky znaceny
standard k dispozici (vankomycin byl vztahovan na standard jiného analytu s podobnym
retennim ¢asem) a je tedy pravdépodobné, Ze vysledné obsahy v realnych vzorcich jsou

podhodnocené oproti skute¢nému stavu.

Pro celou skupinu antibiotik nalezena metoda neni vhodna, divodem je velka
heterogenita antibiotik z hlediska chemické struktury. Pro néktera ze zkoumanych antibiotik
je vsak tato metoda pouzitelna a dalsim krokem by melo byt ureni valida¢nich parametra.
Pro ostatni antibiotika je potfeba najit jinou, vhodnéj$i metodu ptipravy vzorki €istirenského

kalu.
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6 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ampicilin

oktadecyl

chloramfenikol

klindamycin
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extrakce disperzni tuhou fazi

erythromycin

plynova chromatografie ve spojeni s hmotnostnim

spektrometrem
gravitované saze
hydrofilni-lipofilni rovnovéha

vysokoucinna kapalinova chromatografie

vysokoucinna kapalinovéa chromatografie ve spojeni
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kapalinova chromatografie

linezolid

matricni efekty

smiSeny ménic aniontl

mobilni faze

hmotnostni spektrometrie

extrakce na pevné fazi dispergované s matrici
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ofloxacin
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