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photoproduct mixtures from heterogeneous photocatalytic reaction on two bacteria species

were tested.
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Seznam pouzitych zkratek a symbolu

ESI + — pozitivni/negativni polarita ionizace (Electrospray ionization)

FDA — Utad pro kontrolu potravin a 16&iv USA (Food and drug administration)

FS MS/MS — hmotnostni spektrum ionti prekurzoru ziskané tandemovou hmotnostni
spektrometrii

HESI - vyhtivany elektrosprej (Heated Electrospray Ionization)

HPLC —vysokou¢inna kapalinova chromatografie (High Performance Liquid
Chromatography)

LC/MS — kapalinova chromatografie S hmotnostni detekci (Liquid
Chromatography/Mass Spectrometry)

LC-MS/MS - kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci

m/z — pomér hmotnosti a ndboje

MIC - minimalni inhibi¢ni koncentrace (Minimum Inhibitory Concentration)

TOC — celkovy organicky uhlik (Total Organic Carbon)



1 Uvod

Fluorchinolony patii do skupiny tzv. Sirokospektralnich antibiotik, ktera se hojné vyuzivaji
jak v humanni, tak ve veterinarni mediciné s celosvétovou spotiebou pres 100 000 tun rocné
(Danner et al., 2019). Fluorchinolonova antibiotika jsou ucinna proti gramnegativnim
i grampozitivnim bakteriim, mohou byt dulezita u infekci respiracnich (Cowling & Farrah,
2019) nebo mocovych cest (Daneman et al., 2020), vCetné zivot ohrozujicich infekci, kde

alternativni antibiotika neprokazala dostate¢nou ué¢innost (SUKL, 2018).

Historie vyvoje chinolonti vychazi z kyseliny nalidixové, systematickym nazvem 1-ethyl-7-
methyl-4-oxo-1,8-naftyridine-3-carboxylic acid (Domagala, 1994; Pubchem, 2021). Tato
latka byla vedlejSim produktem syntézy antimalarika chlorochinu, byla poprvé syntetizovana
vroce 1962 anasledné vroce 1967 ziskala licenci pro 1é¢bu mocovych infekei
(Emmerson & Jones, 2003), vétSinou zpisobenych gramnegativnimi bakteriemi, s vyjimkou
Pseudomonas aeruginosa (Barlow, 1963). Kvili nevyhodam kyseliny nalidixové, které
spocivaji v jeji nizké sérové koncentraci a vysoké minimalni inhibi¢ni koncentraci (MIC),
ktera ¢ini 700 mg/l (Bahry etal., 2012), a také skuteCnosti, ze se u fady organismt velmi rychle
vyvinula rezistence na tuto latku, byly vyvijeny dalsi derivaty. Bohuzel u nich bylo
pozorovano jen nepatrné zlepSeni v jejich vlastnostech oproti kyselin€é nalidixové. Az do
vyvoje flumechinu, prvniho monofluorchinolonu, v roce 1973 (Appelbaum & Hunter, 2000),
zadna z diivéjSich sloucenin nenabizela zadné vyznamné zlepSeni oproti kyseliné nalidixové.
Flumechin byl prvni slou€eninou, ktera pfinesla naznak, ze modifikace zakladni chemické

struktury muze zlepSit reakci proti grampozitivnim bakteriim (Appelbaum & Hunter, 2000).

V roce 1978 byl syntetizovan norfloxacin. Jedna se o fluorovany chinolon s piperazinylovym
postrannim fetézcem. V roce 1986 byl norfloxacin ve Spojenych statech americkych povolen

k pouziti u genito-urinarnich infekci (Emmerson & Jones, 2003).

V letech 1979 az 1982 byla vyvinuta a patentovana fada fluorchinolonti (Naber, 1996), véetné
ciprofloxacinu, ktery byl patentovan v roce 1983 némeckou spolecnosti Bayer A.G. a v roce
1987 byl schvalen americkym FDA (Ufad pro kontrolu potravin alé&iv) pro pouziti ve
Spojenych statech americkych (Sharma et al., 2010). Tyto slouceniny byly mnohem tu¢inné}si
nez drfivej§i derivaty proti mnoha gramnegativnim i grampozitivnim kmenim bakterii

(Emmerson & Jones, 2003).



Enrofloxacin je chemicky syntetizovany fluorchinolon tfeti generace (Attili et al., 2016). FDA
schvalil enrofloxacin v roce 1996 jako chinolonové antibiotikum pro hospodarska zvirata

(Pei et al., 2019).

Fluorchinolony se obvykle podavaji peroralné iintraven6zné (Oliphant & Green, 2002).
Nejvyznamnéjsi zastupci této skupiny 1€kt (ciprofloxacin, enrofloxacin, fleroxacin

a norfloxacin) jsou spolu s kyselinou nalidixovou a flumechinem zobrazeny na Obr. 1.

Mechanismus tG¢inku fluorchinolonti je zprostfedkovan inhibici dvou enzymu tcastnicich se
DNA syntézy a to DNA gyrazy a topoizomerazy IV (Blondeau, 2004). Oba tyto enzymy patii
do skupiny topoizomeraz, které se nevyskytuji v lidskych burikach, ale jsou esencialni pro
replikaci bakterialni DNA, coz umoziuje specificitu a baktericidni ucinky. DNA gyraza
zpusobuje negativni suprahelikalni stoCeni bakterialni DNA pied replikacni vidlickou, ¢imz
katalyzuje separaci dcefinych chromosomii. Tento krok je nezbytny pro iniciaci DNA
replikace, nebot umoziuje navazani iniciaCnich proteini (Wang & Lynch, 1993).
Topoizomeraza IV je zodpovédna za dekatenaci, tedy odstranéni vazeb mezi dcefinymi
chromozomy atim umozni oddé€leni dvou dcefinych bunék po replikaci (Zechiedrich &

Cozzarelli, 1995).
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Obr. 1: Strukturni vzorce kyseliny nalidixové, flumechinu, ciprofloxacinu, enrofloxacinu,

fleroxacinu a norfloxacinu (upraveno dle PubChem, 2021).




Existuji dikazy o tom, ze se fluorchinolony hromadi v zanétem napadenych bunkach, coz
prinasi jesté vétsi aktivitu v oblastech s vyznamnym bunéénym zanétem (Carlier et al., 1990).
Vzhledem ke skuteCnosti, Ze se vétSina fluorchinolont vylucuje moci v nezménéné forme,
jsou vhodnou volbou pro 1ébu urogenitalnich infekci. Bé€zné€ se pouzivaji jako empiricka
1écba prvni volby také u infekci hornich a dolnich cest dychacich nebo stievnich infekci. Jsou
zvlaste uzitené proti hlubokym infekcim, které jsou zpisobené gramnegativnimi bakteriemi,
vcetné bakterii rodu Pseudomonas, které jsou rezistentni vici jinym peroralné podavanym
antimikrobialnim 1éCivim (Greenfield, 1993). Je znamo, ze specificka chinolonova
antimikrobialni 1éCiva podavana domacim zvifatim a zviratim uréenym k produkci potravin

prenaseji zkfizenou rezistenci na ¢loveéka (Acar & Goldstein, 1997).

I ptes jejich ucinnost v 1€cbé infekcei FDA evidoval zavazné nezadouci ucinky, mezi které patii
poskozeni stén aorty, vyrazny pokles hladiny cukru v krvi (hypoglykémie), bolesti svali
a kloubt a psychické problémy. Tyto pfiznaky jsou nejCastéji pozorovany po peroralnim
podani a né€které, jako bolesti ¢i hypoglykémie, Casto samy vymizi po vysazeni lékia

(FDA, 2017).

Obr. 2 ukazuje, jak jednotlivé substituenty ovliviiyji nezadouci ucCinky fluorchinolont

(Domagala, 1994).
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Obr. 2: Souhrn struktur zptsobujici nezadouci ucinky fluorchinolonti (upraveno dle Domagala, 1994).



1.1 Charakteristika vybranych fluorchinolonu

1.1.1 Ciprofloxacin

Ciprofloxacin, jehoz sumarni vzorec je C17HisFN3Os a nazev dle IUPAC' 1-cyclopropyl-6-
fluoro-4-oxo-7-piperazin-1-ylquinoline-3-carboxylic acid (PubChem, 2021), je G€inny proti
Sirokému spektru bakterii. Nejcitlivéjsi jsou aerobni gramnegativni bakterie, zejména
enterobakterie a bakterie rodu Neisseria (Brunner et al., 2004). Ciprofloxacin je dostupny ve
vice peroralnich formach s ucinnou latkou 250 a 500 mg na tabletu v rozmezi 10-500 tablet
v jediném baleni (ZAM, 2020), genericky pod nekolika obchodnimi nazvy Cetraxal, Ciloxan,
Cipro nebo Proquin (Fraunfelder & Fraunfelder, 2020).

Ciprofloxacin se vyuziva jak v humanni, tak 1 veterinarni mediciné. Po peroralnim podani
ciprofloxacinu je dosazeno maximalni koncentrace po 1-4 hodinach. Ciprofloxacin se vaze
220-30% na bilkoviny (SUKL, 2021; Sima et al., 2021). Ciprofloxacin je v téle
metabolizovan z malé Casti na Ctyfi metabolity, které jsou také baktericidné aktivni, ato
desethyleneciprofloxacin, sulfo-ciprofloxacin, oxo-ciprofloxacin a N-acetylciprofloxacin (Al-
Omar, 2005). K vylu€ovani ciprofloxacinu a jeho metaboliti dochazi moci a stolici. Praimémy

eliminacni polocas ciprofloxacinu €ini pfiblizn€ 4-5 hodin.

1 IUPAC — International Uninion of Pure and Applied Chemistry.



1.1.2 Enrofloxacin

Enrofloxacin je 1€k tieti generace fluorchinolond (Paudel et al., 2019), jehoz sumarni vzorec
je CioH2FN303 anazev dle TUPAC 1-cyclopropyl-7-(4-ethylpiperazin-1-yl)-6-fluoro-4-
oxoquinoline-3-carboxylic acid (PubChem, 2021).

Enrofloxacin vykazuje antibakterialni aktivitu proti grampozitivnim 1 gramnegativnim
bakteriim a je G€inny i proti nékterym intracelularnim parazitim (Lopez-Cadenas et al., 2013).
Enrofloxacin je dostupny v peroralni formé s u€innou latkou v mnozstvi 22,7 mg, 68 mg
a 136 mg na tabletu v rozmezi 50-500 tablet v jediném baleni (Dechra, 2017) pod né¢kolika
obchodnimi nazvy napt. Baytril, Enroquin nebo Zobuxa (Mar Vista, 2021).

Enrofloxacin se pouziva ve veterinarni medicing, ato pro 1écbu infekci respiracnich
a mocovych cest, traviciho traktu, zanétu kloubd, pohlavnich organti, mlécnych zlaz a ktze,
prevazné u kocek, psu, ale i u hospodatskych zvitat (Trouchon & Lefebvre, 2016). Po podani
zustava enrofloxacin z 93 % nemetabolizovan (Cester & Toutain, 1997), jen mala cast
enrofloxacinu je u vétSiny druhti metabolizovana na ciprofloxacin (Tyczkowska et al., 1989).
Farmakokinetika enrofloxacinu je rizna u odliSnych zvirat, napt. u psu pii davce 10 mg/kg se
dosdhne maximalni koncentrace, ktera ¢ini 2,10 mg/l, v rozmezi téméf 3 hodin a polocas
eliminace Cini cca 5 hodin (Boothe et al., 2002). U brojlert pii stejné davce (10 mg/kg) je
dosazeno maximalni koncentrace (1,35 mg/l) po 4 hodinach a polocas €ini pfiblizné 24 hodin
(Bonassa et al., 2021). Lze proto predpokladat, ze jaterni clearance’ enrofloxacinu bude

zaviset pouze na jaterni enzymatické aktivité (Tyczkowska et al., 1989).

2 Jaterni clearance slouzi ke kvantifikaci jaterni eliminace, je definovéna jako soucin prutoku krve jatry a tzv.
extrakéniho poméru, coZ je vlastné relativni sniZzeni mnoZstvi léCiva v jatrech (pocitd se jako zlomek, kde
v Citateli vystupuje rozdil koncentrace pfislusného léciva v krvi do jater vstupujici a zjater vystupujici a ve
jmenovateli koncentrace léciva v krvi do jater vstupujici.



1.1.3 Norfloxacin

Norfloxacin ma sumarni vzorec Ci1sH1sFN3Os a nazev dle IUPAC 1-ethyl-6-fluoro-4-oxo-7-

piperazin-1-ylquinoline-3-carboxylic acid (PubChem, 2021).

Norfloxacin je jednim z novych 4-chinolonovych antibakterialnich piipravka, ktery je
podavan peroralné s ucinnou latkou 200, 400 a 800 mg na tabletu v balenich po 14, 30, 50,
100, 500 nebo 1000 tabletach (SUKL, 2012). Genericky je dostupny pod nékolika obchodnimi
nazvy jako napt. Alflox, Norflox, Noroxin, nebo Nolicin (MED, 2017).

U norfloxacinu se absorbuje asi jen 30—40 % peroralni davky (Nada et al., 2007). Vrcholové
plazmatické koncentrace, které predstavuji 1,35-1,58 mg/l, se objevuji ptiblizné 1-2 hodiny
po podani davky c¢inici 400 mg (Holmes et al., 1985). Norfloxacin se vaze na plazmatické
bilkoviny asi z 10-15 %, snadno pronikd do tkéni genito-urinarniho traktu a prochézi
placentou, jeho plazmaticky polocas je 3—4 hodiny (Nada et al., 2007). Norfloxacin je Castecné
metabolizovan jatry aledvinami (DrugBank, 2022), z cca 26-32 % (Cofsky et al., 1984),

vylucovan je moci.

Biologicka dostupnost je piiblizné 70 % a absorpce je pouze mirné zpozdéna, pokud je
norfloxacin podéavan sjidlem (Holmes et al., 1985). Pfiblizn€ 30 % peroralni davky se
vylucuje moci jako nezménény norfloxacin. V moci bylo nalezeno Sest metabolitd, u ¢tyfech
znich byla urena struktura (Parshikov et al., 2001). Eliminacni polo¢as norfloxacinu
u zdravych osob se pohybuje v rozmezi 3,5-6,5 hodin (Holmes et al., 1985). Snizen4 funkce
jater nema vyznamny vliv na farmakokinetiku norfloxacinu, ale pfi selhani ledvin se polocas
norfloxacinu v séru zvySuje s klesajici clearance kreatininu. U hemodialyzovanych pacientd

se poloc¢as pohybuje kolem 8 hodin (Holmes et al., 1985).



1.2 Fluorchinolony v prirodnich vodach

Protoze fluorchinolony nejsou v organismu zcela metabolizovany, dostavaji se formou moci
¢i stolice do odpadnich vod (Liu et al., 2014) podobné jako mnoho dal$ich 1éCivych piipravki.
Z dtvodu velkého mnozstvi a riznorodému charakteru téchto latek nejsou Cisticky odpadnich
vod schopné tyto latky zcela zachytit a ty se tak dostavaji do povrchovych vod, v nichz byly
detekovany v riznych zemich. Larsson et al. (2007) detekovali v Indii v Cisti¢ce odpadnich
vod PETL (Patancheru Enviro-Tech Limited) ciprofloxacin v koncentraci v rozmezi 28—
31 mg/l (Larsson et al., 2007). Rodriguez-Mozaz et al. (2015) ve své praci uvedli, ze
v nemocni¢nich odtocich u feky Ter ve Spanélsku, byl ciprofloxacin detekovan v koncentraci
13,78 pg/l (Rodriguez-Mozaz et al., 2015). V Africe v provincii Kwazulu-Natal v Jihoafrické
republice byl ciprofloxacin detekovan v pitné vodé v koncentraci 27,13 ug/l (Agunbiade &
Moodley, 2016) av Ghané¢ ve vesnici Kumasi byly odebrany vzorky zodpadnich
nemocnicnich vod a potoku, kde byl ciprofloxacin nameéten v koncentraci 1,17 pg/l (Azanu et
al., 2018). V fece Atibaia u mésta Campinas (Brazilie) byly naméfeny maximalni koncentrace
ciprofloxacinu v hodnotach 0,003 a 0,12 pg/l a norfloxacinu v hodnoté 0,05 pg/l (Locatelli et
al., 2011). V odpadnich vodach v Teheranu byl ciprofloxacin nalezen v rozmezi 0,03—
0,21 ng/l (Mirzaei et al., 2018). Studie Hanna et al. (2018) byla provedena ve 12 vesnicich
v provincii San-tung ve vychodni Cing, kde byl detekovan ciprofloxacin, enrofloxacin
a norfloxacin s koncentraci v jednotkach nanogramd na litr (Hanna et al., 2018). V Ceské
republice byl detekovan ciprofloxacin v koncentraci neptfesahujici hodnotu 0,32 pg/l

(Ministerstvo zemédélstvi, 2020), jiné fluorchinolony nebyly stanovovany.

Protoze odstranéni fluorchinolond a dalSich farmak biologickou tpravou v Cistickach neni
stoprocentné ucinng, studuji se dodatecné postupy k odstranéni téchto latek, napt. adsorpce
aktivnim uhlim (Katsigiannis et al., 2015), membranové filtrani procesy (Kim et al., 2007)
nebo oxidace na bazi ultrafialového zareni v kombinaci s peroxidem vodika ¢i ozonu (Kurt et

al., 2017, Rekhate & Srivastava, 2020). Siroce studovanymi postupy je vyuziti

tzv. heterogenni fotokatalyzy, pii niz se pouzivaji jako fotokatalyzatory polovodicové
materialy, nejCastéji TiO» (Arifin et al., 2022; Machin et al., 2022; Sharma et al., 2022)
ptipadné jeho modifikace jako jsou oxidy a sulfidy dalSich kova (Varma et al., 2020; Wang &

Zhuan, 2020).



Biologickeé testy ukazuji, ze n€ktera antibiotika, nalezena v povrchovych vodach, ptisobi na
mikroby v koncentracich pod 10 pg/l (Halling-Serensen et al., 2000). Mezi nejsilnéjsi
antibiotika patii ta, jejichz koncentrace je v potocich aftekach prevladajici, jako je
ciprofloxacin (Campoli-Richards et al., 1988). Subletalni koncentrace nemusi prokaryota
zabit, ale pfispivaji ke zvySeni bakterialni rezistence a ke zméné ve slozeni jednobunécnych
komunit. To ma dusledky pro mikrobialni potravni fet€zec a ptipadné pro vétsi organismy

a zdravi ekosystému (Tamminen et al., 2012; Jackson et al., 2016).
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2 Material a metody

Ciprofloxacin (M =331,30 g/mol), enrofloxacin (M =359,39 g/mol) anorfloxacin
(M =319,33 g/mol) byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich, vSechny v Cistoté > 98 %.
Zasobni roztoky byly pfipraveny rozpusténim cca 2,50 mg (£ 0,1 mg) antibiotika ve 2 ml
0,1M HCI a ptidanim 48 ml deionizované vody. Pro upravu pH byl pouzit NaOH (hydroxid
sodny) o koncentraci 10 %, pficemz jednotlivé hodnoty pH reak¢nich smési pfed ozarenim

jsou uvedeny v Tab. L.

Tab. I: Hodnoty pH jednotlivych antibiotik po tpravé pH.

Antibiotikum | Neutralni pH | Zasadité pH

Ciprofloxacin 7,05 8,80
Enrofloxacin 6,90 8,30
Norfloxacin 7,00 8,90

Pro ozatovani pii reakci s TiO2 byla jako zdroj svétla pouzita lampa Philips TL-D 15W/08,
ktera emituje zareni o vlnovych délkach 350-400 nm, s maximem u 365 nm. Pro ozafovani
bylo pipetou odméfeno 5 ml roztoku fluorchinolonovych antibiotik do jednotlivych
krystalizacnich misek o priméru 4 cm. Dale bylo do misek vlozeno mikroskopické sklicko
o plose 4 cm? s imobilizovanou vrstvou TiO; (sklicka s imobilizovanym TiO, byla poskytnuta
z VSCHT) a malé magnetické michadlo. Krystalizadni misky byly umistény na pétimistnou
magnetickou michacku JK IKA, typ RO. Svételny vykon lampy na jednotlivych pozicich
michacky byl prométren pomoci luxmetru UVA Light meter, model UVA-365, jeho hodnota
Sinila 0,913 mW/cm? a 0,956 mW/cm? pro dvé krajni pozice
a 1,623 mW/cm?— 1,692 mW/cm? pro tii vnitini pozice. K ozafovani vzorkli byly tedy

pouzivany pouze tfi vnitfni pozice.

Reak¢ni smési antibiotik byly po ozafeni kvantitativné pievedeny do odmeérnych banék
o objemu 10 ml a doplnény Milli-Q® vodou na dany objem. Tento krok eliminoval riizné

odpafeni vzorku pfi riznych ozatfovacich Casech.
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Ozafovani pii reakci v homogenni smési bylo provadéno v reaktoru Rayonet RPR 100
osazeném 16 lampami RPR 3000A, které emituji zafeni v rozmezi 250-350 nm. Vzorky
o objemu 3 ml byly ozatovany ve sklenénych kyvetach s vickem, aby bylo odstranéno zateni

o vlnovych délkach kratsich nez 300 nm.

Ke sledovani kinetiky odbouravani ciprofloxacinu, enrofloxacinu a norfloxacinu byla pouzita
metoda HPLC na pfistroji Thermo Scientific Dionex Ultimate system (USA) s kolonou
Phenomenex Kinetex® 5 um EVO C18, 100A LC, 30 x 2,1 mm. Jako mobilni fize byla
pouzita smés 0,1 % HCOOH ve vodé a acetonitrilu (1:1 ve vod€) v poméru 92: 8
(ciprofloxacin a enrofloxacin), 94 : 6 (norfloxacin). Eluce byla provadéna isokraticky. Pratok
mobilni faze byl 1 ml/min, nastfikovany objem vzorku byl 20 ul. Pro detekci byl pouzit jednak
spektrofotometricky detektor s diodovym polem PDA 3000RS ajednak fluorescen¢ni FLD
3000RS. Hodnoty excita¢ni a emisni vinové délky byly 289 nm a 446 nm pro ciprofloxacin,
276 nm a443 nm pro enrofloxacin a 277 nm a 444 nm pro norfloxacin. VInova délka
spektrofotometrické detekce byla pro vSechna antibiotika shodna — 280 nm. Pro zpracovani

chromatografickych dat byl pouzit program Chromeleon 7.

Pro analyzu vzorki metodou LC/MS byla pouzita vysokoucinna kapalinova chromatografie
sionizaci vyhfivanym elektrosprejem a s tandemovou hmotnostni detekci (HPLC-HESI-
MS/MS), MS detekci byla prediazena UV detekce. Analyza ciprofloxacinu, enrofloxacinu,
norfloxacinu ajejich degradacnich produkti byla provadéna pomoci vysokoucinného
kapalinového chromatografu Thermo UltiMate 3000 s UV detektorem DAD-3000RS
a hmotnostnim detektorem Velos Pro s linearni iontovou pasti. Byla pouzita chromatograficka
kolona Phenomenex, Kinetex EVO C18 (150 x 3 mm, 5 um), kolonovy prostor byl vyhfivan
na 30 °C. Separace probihala pfi isokratické eluci. Jako mobilni faze byla pouzita smés 0,1 %
HCOOH ve vodé a 0,1 % HCOOH v acetonitrilu pro ciprofloxacin a enrofloxacin v poméru
(v/v) 92 : 8 av poméru 94 : 6 pro norfloxacin. Vzorky byly analyzovany jak pfi pozitivni
(ESI +) tak pfi negativni (ESI -) polarité ionizace. Hodnoty prutoku byly pro hlavni zmlZzovaci
plyn 60 arb, pro pomocny plyn 20 arb. Teplota zmlzovaciho plynu, transferové trubice a
kapilary byla pifi vSech analyzach 350 °C. Napéti na HESI kapilate bylo +3 kV. Kolizni
energie byla 35 V. Doba plnéni pasti pro full-scan MS byla 10 ms a pro full-scan MS/MS byla
50 ms. Hmotnostni spektra byla zpracovana pomoci programu Thermo Scientific Xcalibur
4.2.47. Pro vSechny vzorky byla nejprve provedena analyza vSech hmot. Nasledné byla
provedena FS MS/MS (hmotnostni spektrum iontd prekurzoru ziskané tandemovou

hmotnostni spektrometrii) pro vybrané prekurzorové hmoty.
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Specifickd hmotnost protonovanych a deprotonovanych molekul byla pro ciprofloxacin 332 a
330 m/z, enrofloxacin 360 a 358 m/z a norfloxacin 320 a 318 m/z. Vybér hmot (m/z) pro
cilenou analyzu byl proveden na zakladé vysledkl necilené analyzy. Byla vyuzita zobrazeni

iontovych map jednotlivych vysledkt analyz.

Pro analyzu roztoki se smési fotoprodukti pomoci LC-MS/MS, byly pro jednotliva
antibiotika zvoleny ozarovaci Casy tak, aby bylo v reakéni smési pfitomno co nejvice
vzniklych produkt, ale bylo stale pfitomno ptivodni antibiotikum. Pro reakci s pouzitim TiO»
jako fotokatalyzatoru byla uvSech tfi zkoumanych antibiotik zvolena doba ozafovani
30 minut. Pro reakci v homogenni fazi byly doby ozafovani pfevzaty z prace Poncarové

(2020), jejich hodnoty jsou uvedeny v Tab. II.

Tab. II: Casy ozafovani jednotlivych antibiotik v neutralnim nebo zasaditém pH.

Antibiotikum pH Cas [min]
. ) neutralni 3
Ciprofloxacin —
zasadité 2,5
neutralni 5
Enrofloxacin —
zasadité 3
neutralni 5
Norfloxacin —
zasadité 4,5

Celkovy organicky uhlik (TOC) byl stanoven pomoci piistroje Elementar Vario TOC cube
(Némecko) po odstranéni anorganického uhliku acidifikaci a probublanim inertnim plynem

spalenim organického uhliku pfi 850 °C s Pt katalyzatorem.

Pro test antibakterialni aktivity byly pouzity 2 bakteridlni kmeny: Escherichia coli Seattle
1946 (ATCC 25922) a Staphylococcus epidermidis RP62A (ATCC 35984). Bakterie
z glycerol stocku se nechaly nartst pfes noc do log faze v LB médiu pii 37 °C za stalého
michéani. Poté byly bakterie nafedény na 200 000 bunék/ml kultivaéniho média DMEM
s pridavkem 10 % fetalniho teleciho séra a vysety do 96 jamkové desticky. K bakteriim byly
pfidany vzorky antibiotik a vzorky smési fotoprodukti (v takovém objemu, aby koncentrace
zbytkového antibiotika byla stejna jako ve vzorku samotného antibiotika), pro kazdy vzorek
byl test proveden v koncentracich: nefedény vzorek, 10krat a 100krat fedény vzorek. VSechny
vzorky byly vedeny v biologickych triplikatech. Nasledovala kultivace, ktera byla provadéna
v pristroji SANYO CO3 inkubator, pii 5 % obsahu CO», pti 37 °C po dobu 6 a 9 hodin.
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Schéma testu antibakterialni aktivity antibiotik (v 96 jamkové desticce) a produktl jejich

fotochemické degradace je zndzornéno na Obr. 3. Metabolickd aktivita bakterii byla

identifikovana za pomoci fluorescenéniho barviva alamarBlue™ Cell Viability Reagent od

firmy ThermoFisher a byla zméfena spektrometrem BioTek Synergy H1 s pouzitim excitacni

vlnové délky 560 nm a emisni vinové délky 590 nm. Pro zpracovani ziskanych dat byl pouzit

program GraphPad Prism 9.2.0. Vyhodnoceni bylo provedeno pomoci dvoucestné ANOVY.

11
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Obr. 3: Schéma testu antibakterialni aktivity. Rady A+D —nefedéné vzorky a kontroly,

B+E - 10x zfedéné vzorky, C+F —100x ziedéné vzorky. Sloupce 1-3 —neozarené

kontroly v neutralnim prostfedi, 4-6—ozafené vzorky (smés fotoprodukta)

v neutralnim prostfedi, 7-9 —neozafené kontroly v zédsaditém prostredi, 10-

12 — ozatené vzorky (smés fotoproduktil) v zasaditém prostiedi. V fadé H ve sloupcich

1-3 je kontrola pouze s £. coli bez antibiotika, stejné tak ve sloupcich 10-12 je kontrola

pouze s S. epidermidis bez antibiotika.
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3 Vysledky

Fotochemicka degradace antibiotik ciprofloxacinu, enrofloxacinu a norfloxacinu s pouzitim
TiO; jako katalyzatoru byla provadéna pti dvou riznych pH — v neutralnim a mirn¢ zasaditém
prostiedi. Ubytky jednotlivych antibiotik stanovenych metodou HPLC v zavislosti na dob&

ozafovani jsou uvedeny v Obr. 4.

Rychlostni konstanty reakci jednotlivych zkoumanych fluorchinolonii v neutralnim
a zasaditém prostfedi jsou uvedeny v Tab.IIl. Pocatecni koncentrace ciprofloxacinu,

enrofloxacinu a norfloxacinu byly 52,2 mg/l, 50,4 mg/l a 52,4 mg/l v tomto potadi.

Tab. III. Hodnoty rychlostnich konstant odbouravani ciprofloxacinu, enrofloxacinu

a norfloxacinu na Ti0:.

Antibiotikum pH roztoku Rychlostni konstanta [min]
Ciprofloxacin ne?utra‘lnrl 0,041
zasadité 0,061
Enrofloxacin ne?utra'lnrl 0,035
zasadité 0,052
Norfloxacin ne?utra‘ln} 0,041
zasadité 0,052

Béhem experimentu byly méfeny hodnoty pH pred ozafovanim a po ném. Vysledky ukazaly,
ze hodnoty pH se snizily o nékolik desetin, s vyjimkou enrofloxacinu v zasaditém prostredi,
kde doslo ke snizeni o dvé jednotky pH. Vétsi snizeni hodnoty pH (o dvé az Ctyfi desetiny)

bylo pozorovano pii ozafovani v homogennim uspotadani.
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Obr. 4: Fotochemicka degradace ciprofloxacinu, enrofloxacinu a norfloxacinu v neutralnim a

v zasaditém prostiedi. A — ciprofloxacin, B — enrofloxacin, C — norfloxacin.

Z Obr. 4 je patrné, ze odbouravani na TiO; probihda o néco rychleji v zasaditém prostredi
ve srovnani s prostfedim neutralnim, nicméné rozdil reaktivit neni vyznamné odlisny, rozdily
v mnozstvi vychozich latek (jednotlivych antibiotik) po 30 minutach ozafeni na TiO; €ini mezi
neutralnim a zasaditym prostfedim 13 % u ciprofloxacinu, 14 % u enrofloxacinu a 8 %

u norfloxacinu.
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Chromatogramy reak¢nich smési v neutralnim a zasaditém prostiedi v jednotlivych

ozatovacich ¢asech 0 — 30 minut (na TiO») potizené fluorescencnim detektorem jsou uvedeny
pro ciprofloxacin na Obr. 5, pro enrofloxacin na Obr. 6 a pro norfloxacin na Obr. 7. ZvétSené

chromatogramy se zvyraznénymi retencnimi casy jsou v Ptilohach 1 — 6.
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Obr. 5: HPLC chromatogramy ciprofloxacinu v neutralnim a zasaditém prostfedi v ¢asovém

rozmezi ozafovani O — 30 minut: A — chromatogram pii pH = 7,05; B — chromatogram
pii pH = 8,80. 0 min — Cerna kfivka, 3 min — modra kiivka, 7 min — rdzova kiivka,

15 min — hnéda kiivka, 30 min — zelena kiivka. Sipka ozna&uje pik ciprofloxacinu.

Z Obr. 5 je vidét, ze pii fotochemické degradaci ciprofloxacinu v neutralnim 1 zasaditém

prostfedi vznikaji Ctyfi produkty s retencnimi Casy kratSimi nez je retencni €as ciprofloxacinu.
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HPLC chromatogramy enrofloxacinu v neutralnim a zasaditém prostfedi v casovém
rozmezi ozafovani O — 30 minut: A — chromatogram pii pH = 6,90; B — chromatogram
pii pH = 8,30. 0 min — Cerna kfivka, 3 min — modra kiivka, 7 min — rdzova kiivka,

15 min — hnéda kiivka, 30 min — zelena kiivka. Sipka oznaduje pik enrofloxacinu.

Z Obr. 6 je vidét, ze pii fotochemické degradaci enrofloxacinu v neutralnim i zasaditém

prostiedi vznikaji Ctyfi produkty s retennimi ¢asy krat§imi nez je retencni Cas enrofloxacinu.
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Obr. 7. HPLC chromatogramy norfloxacinu v neutralnim a zasaditém prostiedi v casovém
rozmezi ozafovani O — 30 minut: A — chromatogram pii pH = 7,00; B — chromatogram
pii pH = 8,90. 0 min — Cerna kfivka, 3 min — modra kiivka, 7 min — rdzova kiivka,

15 min — hn&da kiivka, 30 min — zelena kiivka. Sipka oznaduje pik norfloxacinu.

Z Obr. 7 je vidét, ze pii fotochemické degradaci norfloxacinu v neutralnim i zasaditém

prostredi vznika pét produktt s retenCnimi Casy kratSimi nez je retencni cas norfloxacinu.
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Analyza celkového organického uhliku (TOC) ukézala, ze nedochazi k ubytku organického

uhliku a tedy k mineralizaci u zadného ze studovanych vzorki.

Dalsi fazi experimentu bylo porovnani produktii vzniklych pfi ozafovani na TiO2 s produkty

vznikajicimi fotochemickou degradaci v homogenni fazi pomoci metody LC-MS/MS.

V Tab. IV jsou uvedeny pocty detekovanych fotoproduktd pii ozafovani na TiO; a
v homogenni fazi. Hodnoty retencnich ¢ast a hodnot m/z v ESI - a ESI + modu jednotlivych

produktt fotodegradace jsou zaznamenany v Priloze 8.

Tab. IV: Pocty fotoproduktii vzniklych po ozateni na TiO2 a v homogenni fazi (¢asy ozafovani
v homogenni fazi): ciprofloxacin — 3 minuty pii neutralnim a 2,5 minuty pfi
zasaditém pH, enrofloxacin — 5 minut pfi neutralnim a 3 minuty pfi zasaditém pH,

norfloxacin — 5 minut pii neutralnim a 4,5 minuty pfi zasaditém pH.

ESI + ESI -
Antibiotikum | pH TiO; ozafovani | homogenni | TiO;ozafovani | homogenni faze
30 minut faze ozarovani 30 minut ozarovani

Ciprofloxacin neutra.llm 6 14 7 18

zasadité 4 17 11 21

. neutralni 11 21 18 28

Enrofloxacin -

zasadité 6 22 12 29

Norfloxacin neutra.llm 6 24 23
zasadité 8 11

Z Tab. IV je vidét, Zze ve vétsiné pripada vznika pfi ozafovani v homogenni fazi vétsi mnozstvi
produktii detekovatelnych jak v ESI + tak EST - m6du, vyjimkou je reak¢ni smés norfloxacinu
v zasaditém prostiedi, kde v ESI - mddu byl pocet produkti detekovatelny ve smési ozareni

s TiO; jako katalyzatorem vyssi.
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U dvojic reakcnich smési TiO2 — homogenni smés byla provedena analyza, zda se v reak¢ni
smesi s TiOz a v reakEni smési ozafované v homogennim prostiedi vyskytuji shodné produkty,
pficemz za shodné byly povazovany takové produkty, které mély shodny retencni Cas,

shodnou hodnotu (m/z) a vykazovaly shodnou fragmentaci.

V Tab. V jsou uvedeny pocty shodnych fotoprodukta v neutralni a zasaditém prostiedi v ESI -
a ESI+ modu. Hodnoty retencnich Casti a hodnot m/z pro jednotlivé latky sumarizované

v Tab. V jsou uvedeny v Prtiloze 7.

Tab. V: Shodné fotoprodukty fotodegradace ciprofloxacinu, enrofloxacinu a norfloxacinu pfi
ozatovani jednak s Ti0O; jako fotokatalyzatorem a jednak v homogenni reak¢ni smési

bez katalyzatoru provadéné s reakéni smési v neutralnim a zasaditém prostiedi.

Antibiotikum pH ESI + ESI -
neutralni 5 4
Ciprofloxacin
zasadité 4 8
neutralni 4 7
Enrofloxacin
zasadité 5 10
neutralni 4 3
Norfloxacin
zasadité 5 2

Z Tab. V je vidét, ze pro ciprofloxacin bylo nalezeno pét shodnych fotoproduktd v ESI +
a ¢tyfi v ESI-v neutralni reakéni smési a Ctyfi a osm v zasadité. U enrofloxacinu byly
nalezeny Ctyfi shodné produkty v ESI + a sedm v ESI - v neutralni reak¢ni smeési a pét a deset
v zasadité. U norfloxacinu to byly ctyfi produkty v ESI + a tii v ESI - v neutralni reakcni smési

a pét a dva v zasadité.

Pro nasledné testy antibakterialni aktivity smési fotoproduktd ve srovnani s antibakterialni
aktivitou puvodniho antibiotika byla testovana stabilita jednotlivych reakénich smési. Za dva
dny nedoslo ke zméné vétsi nez 10 % (rozmezi 0—-10 %). Pro test antibakterialni aktivity byly
roztoky antibiotik ozafovany po dobu 30 minut na TiO,. Aby bylo dodrzeno shodné mnozstvi
antibiotika v ozafeném vzorku jako v referencnim neozatreném vzorku, bylo ozareného vzorku
pfidavano tolikrat vic (objemové), kolikrat méné v ném bylo zbytkového antibiotika. Nasobky
objemu pro ozafenou smes jednotlivych antibiotik pro testy antibakterialni aktivity ukazuje

Tab. VL
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Tab. VI: Nasobky objemu pro ozafenou smes jednotlivych antibiotik pro test antibakterialni

aktivity.
Antibiotikum pH Nasobky objemu
neutralni 3,5
Ciprofloxacin :
zasadité 6,3
neutralni 2,9
Enrofloxacin i
zasadité 48
neutralni 3,5
Norfloxacin :
zasadité 48

Vysledky testovani antibakterialni aktivity jsou uvedeny na Obr. 8.
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Obr. 8: Antibakterialni aktivita ozafenych roztokt fluorchinolonovych antibiotik v neutralnim
a zéasaditém prostiedi na FEscherichia coli a Staphylococcus epidermidis po 6
a 9 hodinach kultivace: CIP — ciprofloxacin, ENRO - enrofloxacin,
NOR - norfloxacin. Jedna hvézdicka pro p <0,05, dvé hvézdicky pro p <0,01, tfi
hvézdicky pro p < 0,001 a ¢tyfi hvézdicky p <0,0001.
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Pro ciprofloxacin pfi inkubaci s E. coli po dobu 6 a 9 hodin se ukazuje, ze reakéni smés
s fotoprodukty v neutralnim prostfedi vykazuje zdanlivé nizsi antibakterialni aktivitu (tedy
vysS§i prirastek bakterii) nez kontrola s ciprofloxacinem, ovSem statisticky nebyl rozdil
vyhodnocen jako vyznamny kvuli velkému rozptylu hodnot (hodnoty parametru p 0,402 pro
Sestihodinovou a 0,266 pro devitihodinovou inkubaci). Inkubace s fotoprodukty vzniklymi pfi
ozafovani v zasaditém prostfedi po Sesti hodinach nevykazuje rozdil oproti samotnému
ciprofloxacinu, ale pfi prodlouzené inkubaci je patrny statisticky vyznamny pokles poctu
bakterii (p <0,01). Inkubace s S. epidermidis ukazala po Sestihodinové inkubaci snizenou
antibakterialni aktivitu u smeési fotoproduktli vzniklych v neutralnim prostiedi (p <0,05),
trend se prohloubil pfi delsi inkubaci (p <0,01). Produkty fotochemické degradace
v neutralnim prostiedi byly pro S. epidermidis vyrazn€ méné toxické nez ciprofloxacin

(p £0,05) pfti Sestihodinové inkubaci a p <0,01 pfi devitihodinové inkubaci.

Pro enrofloxacin vyplyva z Obr. 8, ze fotoprodukty vzniklé v zasaditém prostredi jsou ve
vSech pfipadech vyznamné toxiCtejsi (vykazuji vyrazné vyssi antibakterialni aktivitu nez
samotné antibiotikum). ZvySena antibakterialni aktivita je pro ob€ pouzité bakterie patrna jiz
po 6 hodinach inkubace, UcCinek se prohlubuje pfi delsi inkubaci. Fotoprodukty vzniklé
v neutralnim prostiedi vykazuji naznak zvySené antibakterialni aktivity u Sestihodinové
inkubace s FE. coli, tento naznak je ale statisticky nevyznamny (p =0,057), nicméné& pfi
devitihodinové inkubaci je jiz zvySeni antibakterialni aktivity statisticky vyznamné (p < 0,01).
U S. epidermidis nema smés fotoprodukti vzniklych v neutralnim prostiedi vliv na

antibakterialni aktivitu.

U norfloxacinu je opé€t patrna zvySena antibakterialni aktivita pro E. coli u fotoprodukti
vzniklych v zésaditém prostfedi pii devitihodinové inkubaci (p <0,001) s ndznakem tohoto
trendu u Sestihodinové inkubace (p = 0,094). Produkty fotochemické degradace v neutralnim
prostfedi byly statisticky vyznamné méné toxické nez norfloxacin (p<0,001).
U S. epidermidis nebyl pii Sestthodinové kultivaci prokazan zadny efekt, devitihodinova
kultivace ukazala statisticky hrani¢ni snizeni toxicity produktd vzniklych jak v neutralnim tak

v zasaditém prostiedi (p <0,05).
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4 Diskuze

Rychlostni konstanty zkoumanych antibiotik ciprofloxacinu, enrofloxacinu a norfloxacinu pfi
fotochemické degradaci v piitomnosti TiO> jako fotokatalyzatoru byly ve vSech ptipadech
mirn€ vyS$si v zasaditém prostfedi nez v neutralnim, jednotlivé hodnoty se ale pfili§ nelisily —
pohybuji se od 0,035 do 0,061 min™! Tyto hodnoty jsou oviem fadové niz§i neZ hodnoty
v homogenni fotochemické reakci, kdy degradace probihala jen v pfitomnosti daného
antibiotika bez pfitomnosti pridaného katalyzatoru (Klementova et al., 2022) — jednotlivé

hodnoty se v tomto piipadé pohybovaly v rozmezi 0,254-0,763 min™.

Pozorovana skutecnost, Ze rychlost odbouravani na TiO2 je mirn€ vyssi v zasaditém prostiedi
nez v neutralnim (rozdil mezi hodnotami 7,05 a 8,80 Cinil u ciprofloxacinu 13 %) je ve shodé
s vysledky Usmana et al. (2021), kde vzrist odbouraného mnozstvi ciprofloxacinu s pouzitim

nanocastic TiO2 P25 Degussa mezi hodnotami pH 5,5 a 8 ¢inil 11,7 %.

Odbouréavani enrofloxacinu v pfitomnosti TiO2 studovali Nguyen et al. (2020). Pro roztok
enrofloxacinu o stejné pocatecni koncentraci, jaka byla pouzita v této praci (50 mg/l) byla
namefena degradace 51,4 % po 30 minutach ozatovani pii pH =6,53. V této praci Cinilo
mnozstvi odbouraného enrofloxacinu 65 % pii pH = 6,90. Vysledek je v dobré shodé s praci
autort Nguyena et al. (2020), kdyz vezmeme v tvahu, Ze vy$si pH ma za nasledek zvyseni
(byt’ mirné) rychlosti odbouravani. DalSim faktorem, ktery mohl byt zodpovédny za vétsi
rychlost odbouravani zji§t€énou v této praci, je skuteCnost, ze v této praci byl pouzit
imobilizovany TiO2, zatimco v praci Nguyena et al. (2020) to byla suspenze (0,5 g P25/1), coz
mohlo vést k rozptylu svétla v reakéni smési a tim sniZeni intenzity zafeni. Autofi neuvadéji
svételny vykon lampy, proto neni mozné provést porovnani, zda i ten mohl mit vliv na rychlost

reakce.

Odbourévani norfloxacinu pii pouziti UV/TiOz studovali Shankaraiah et al. (2016)
v neutralnim prostfedi. Nezabyvali se zavislosti na pH, ale zavislosti na davce TiOa. Jejich
pozorovani potvrdila veelku ocekavanou skutecnost, ze G€innost procesu se zvySovala se
zvySuyjici se davkou TiOz, pouze do urcité trovné a pii vyssich davkach se ucinnost snizovala
v disledku zhorSeného priuniku svétla do suspenze. Jako nejucinnéjsi byla stanovena davka
0,3 g na 150 mg/l norfloxacinu v destilované vodé€. Pfi optimalni davce dosahli 90 %

odbourani norfloxacinu po 180 minutovém ozatrovani.
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V praci Klementové et al. (2022) byly zkoumany produkty fotochemické degradace
ciprofloxacinu, enrofloxacinu a norfloxacinu pii ozafovani v homogenni fazi v reakEnich
smeésich pfi neutralnim a zasaditém prostfedi. U vSech studovanych latek byly reakéni cesty
vyznamné ovlivnény pH reakcniho systému, pii¢emz vice produktt vznikalo pfi zasaditém pH
nez pii neutralnim pH. Poméry produkti pifi neutralnim a zasaditém pH byly 16/26 pro
ciprofloxacin, 9/19 pro enrofloxacin a 15/23 pro norfloxacin. V této praci byla provedena
LC/MS/MS analyza produkti vzniklych pfi ozafovani na TiO, azopakovano ozafrovani
v homogenni fazi a analyza takto vzniklych produktti — ptivodni data pro praci Klementové et
al. (2022) naméfena také na katedie chemie PiF JU nemohla byt pouzita, nebot’ byla ztracena
pii napadeni pocitace u LC/MS pfistroje v roce 2020. Porovnani poctu produkti nalezenych
v jednotlivych reak¢nich smésich (Tab. IV) ukazuje, Ze pocty produktt v reak¢éni smési s TiO,
jsou ve vSech pripadech vyznamné nizsi nez poCty produktl v reakéni smési vzniklé pfi
ozafovani v homogenni fazi. V obou piipadech (heterogenni i homogenni fotodegradace)
dochazi ke snizovani pH. V praci Poncarové (2020) bylo prokazano pomoci metody iontové
chromatografie, Ze v reakéni smési se jako produkt objevuje kyselina mravenci a ta mtze byt
tedy zodpovédna za pokles pH. Pokles pH, pozorovany pfi pokusech fotodegradace na TiO»,

je pravdépodobné zpusoben stejnym zpusobem.

Dvojice reak¢nich smési ziskanych ozafovanim na TiO: a ozafovanim v homogenni fazi byly
podrobeny analyze za ucelem zjisténi, zda se v nich vyskytuji shodné produkty, pficemz za
shodné byly povazovany takové produkty, které mély shodny retencni ¢as, shodnou hodnotu
m/z a vykazovaly shodnou fragmentaci. Tato analyza ukazala, ze v kazdé reak¢éni smési lze
nalézt nékolik shodnych produktti — nejvice jich bylo nalezeno v enrofloxacinu ozafovaném
v zasaditém pH v analytickém MS modu ESI - (10 shodnych produktti), nejméné (dva) u

norfloxacinu ozafovaném v zasaditém prostfedi v analytickém MS médu ESI -,

Toxicita produkt degradace ciprofloxacinu nanocasticemi TiO; studovana v praci Usmana et
al. (2021) byla zalozena na vyhodnocovani inhibi¢nich zon rastu bakterie F. coli. Autofi
dospéli k nazoru, ze produkt degradace ciprofloxacinu s nanocasticemi TiO ma nizkou
toxicitu. Vysledky ziskané v této praci s £. coli u fotoproduktli vzniklych v pfitomnosti TiO>
v neutralnim prostfedi jsou ve shodé spraci Usmana et al. (2021), nebot ovlivnéni
antibakterialni aktivity se neukazalo jako statisticky vyznamné, tedy fotoprodukty vznikajici

fotochemickou degradaci v neutralnim prostfedi nevykazuji vici £. coli toxické ucinky.
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Inkubace s fotoprodukty ciprofloxacinu vzniklymi pii ozafovani v zasaditém prostiedi po Sesti
hodinach nevykazuje rozdil oproti samotnému ciprofloxacinu, ale pfi prodlouzené inkubaci je
patrny statisticky vyznamny pokles poctu bakterii (p <0,01). To potvrzuje, ze fotoprodukty
vzniklé fotochemickou degradaci ciprofloxacinu v zasaditém prostiedi vykazuji vaci E. coli

toxické ucinky, tedy vyssi antibakterialni aktivitu nez samotny ciprofloxacin.

Inkubace fotoprodukti ciprofloxacinu s S. epidermidis ukazala po Sestihodinové inkubaci
hrani¢né snizenou antibakterialni aktivitu usmési fotoprodukti vzniklych v neutralnim
prostfedi (p <0,05), trend se prohloubil pii delsi, devitihodinové, inkubaci, kdy hodnota
parametru p poklesla na hodnotu p <0,01, coz uz je statisticky vyznamny ukazatel. Smés
produktii fotochemické degradace ciprofloxacinu v neutralnim prostiedi je tedy pro
S. epidermidis vyrazné méné toxickd nez Cisty ciprofloxacin (p <0,05 pfi Sestihodinové
inkubaci a p <0,01 pii devitihodinové inkubaci), prestoze v reakéni smeési fotoprodukti je
ptitomen ciprofloxacin ve stejné koncentraci jako v kontrole s Cistym ciprofloxacinem. Je tedy
nutno v tomto pfipadé predpokladat, ze fotoprodukty néjakym mechanismem potlacyji

toxicitu ciprofloxacinu, nebot’ bakterie ve smési ciprofloxacin + fotoprodukty rostou 1épe.

Klementova et al. (2022) pozorovali u fotoprodukti ciprofloxacinu v testech s E. coli
a §. epidermidis  antibakterialni  aktivitu vyznamn€ zvySenou oproti samotnému
ciprofloxacinu: Pro £. coli m¢l parametr p hodnotu 0,0001 pro neutralni prostiedi a 0,01 pro
zasadité prostfedi v porovnani se samotnym ciprofloxacinem po Sestihodinové inkubaci, pro
S. epidermidis byly hodnoty parametru p = 0,05 pro neutralni prostiedi a 0,0001 pro zasadité

prostiedi.

Vzhledem k rozdilnosti produkti mezi ozafovanim s TiO; a ozafovanim v homogenni fazi
neni tento rozdil v toxicité produktt prekvapivy, nicméné velmi vyznamny je fakt, ze produkty

odbouravani mohou mit vétsi toxické ucinky nez samotna pavodni latka.

Nguyen et al. (2020) studovali toxicitu enrofloxacinu a produkti fotodegradace enrofloxacinu
s pouzitim TiO, jako fotokatalyzatoru na bakterii Bacillus subtilis. Pozorovali snizenou
antibakterialni aktivitu po 60 minutach ozafovani roztoku enrofloxacinu a uplné vymizeni po
90 minutach ozafovani, coz znaci, ze produkty ozafovani nevykazovaly zadnou biologickou

toxicitu vuéi této bakterii.

26



Z vysledka této prace (Obr.8) naopak plyne, ze fotoprodukty enrofloxacinu vzniklé
v zasaditém prostiedi jsou vyznamné toxiCtéjsi (vykazuji vyrazné vySsi antibakterialni
aktivitu) nez samotné antibiotikum jak u E. coli tak u S. epidermidis. ZvySena antibakterialni
aktivita je pro ob€ pouzité bakterie patrna jiz po 6 hodinach inkubace (p < 0,001 u obou typt
bakterii), uCinek se prohlubuje pii delsi inkubaci (p <0,0001 u obou typu bakterii). Tyto
hodnoty parametru p prokazuji vyznamné zvyseni antibakterialni aktivity atedy toxicity
fotoprodukti enrofloxacinu. Fotoprodukty vzniklé v neutralnim prostiedi vykazuji naznak
zvySené antibakterialni aktivity u Sestihodinové inkubace s E. coli, tento naznak je ale
statisticky nevyznamny (p = 0,067), nicméné pifi devitihodinové inkubaci je jiz zvySeni
antibakterialni aktivity statisticky vyznamné (p <0,01), takze i u fotoproduktti enrofloxacinu
vzniklych pfi ozafovani v neutralnim prostiedi 1ze konstatovat, ze pro E. coli vykazuji vyssi
toxicitu nez samotné antibiotikum enrofloxacin. U S. epidermidis nema smés fotoprodukta
vzniklych v neutralnim prostfedi vliv na antibakterialni aktivitu (zdanlivé snizeni
antibakterialni aktivity u Sestithodinové inkubace neni statisticky vyhodnoceno jako

vyznamné).

V praci Klementové et al. (2022) bylo prokazano, ze u fotoproduktti enrofloxacinu vzniklych
ozafovanim v homogenni fazi je narist antibakterialni aktivity jesté vyznamnéj$i nez
u fotoproduktu ciprofloxacinu. Hodnoty parametru p jsou 0,0001 pro oba typy bakterii a oba
typy reakcnich smési, ale z publikovanych dat vyplyva, ze zejména fotoprodukty vzniklé
v zasaditém prostiedi vedou k téméf uplné eliminaci populace . coli jiz po Sestihodinové

inkubaci a S. epidermidis po devitihodinové inkubaci.

U norfloxacinu bylo v této praci pozorovano statisticky vyznamné snizeni antibakterialni
aktivity pouze u E. coli po devitihodinové inkubaci v reak¢ni smési fotoproduktt vzniklych
v zasaditém prostredi (p < 0,001). V jinych ptipadech bud’ zmény nebyly statisticky vyznamné
nebo (u E. coli v neutradlnim prostfedi) doSlo k vyraznému snizeni antibakterialni aktivity
oproti samotnému norfloxacinu. Obdobné jako u ciprofloxacinu to znamena, ze fotoprodukty
snizuji toxicitu puavodniho antibiotika, nebot to je v inkubacnim roztoku s fotoprodukty
pfitomno ve stejné koncentraci jako v kontrolnim c¢istém norfloxacinu. O mechanismu

takového snizeni l1ze jen spekulovat, mize to byt napt. tvorba aduktd s antibiotikem.
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5 Zavér

Fluorchinolony ciprofloxacin, enrofloxacin anorfloxacin podléhaji degradaci pfi
fotochemickeé reakci s TiO2 jako fotokatalyzatorem. Reakeni rychlosti zaviseji na pH reakéni
smesi, v niz k fotodegradaci doslo, rychlost degradace je vétsi v mirné zasadité reakcni smési

ve srovnani s neutralni reak¢éni smési.

Fotoprodukty degradace s TiO, jako fotokatalyzatorem jsou ve vSech piipadech vyznamné
meéné pocetné nez fotoprodukty vznikajici pfi ozafovani samotného antibiotika v homogenni
fazi. Pouze mala Cast fotoprodukti byla na zakladé reten¢niho Casu, m/z poméru a zpusobu
fragmentace identifikovana jako shodna proreakéni smési s TiO, asmési vzniklé pii

ozafovani v homogenni reakéni smési samotnych antibiotik.

Fotoprodukty degradace s TiO2» vykazuji za urcitych reakénich podminek vyssi toxicitu
k bakteriim F. coli a S. epidermidis ve srovnani s pavodnim antibiotikem. Statisticky
vyznamné vys§i toxicita byla nalezena pro E. coli u ciprofloxacinu v zasaditém prostiedi,
u enrofloxacinu v neutralnim 1 zasaditém prostiedi, a u norfloxacinu v zasaditém prostiedi.
Pro §. epidermidis zvySenou toxicitu vykazovaly fotoprodukty ciprofloxacinu a enrofloxacinu
v zasaditém prostfedi. Snizeni toxicity pfitomného antibiotika v pfitomnosti smési
fotoprodukti bylo pozorovano u E. coli unorfloxacinu v neutralnim prostiedi, pro
S. epidermidis  u ciprofloxacinu v neutralnim prostfedi a norfloxacinu v neutralnim

1 zasaditém prostiedi.
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7 Prilohy

Priloha 1: HLPC chromatogram reakéni smési ciprofloxacinu (oznacen Sipkou) ozarené na TiO; pti pH = 7,05 (fluorescencni detektor). Casové
rozmezi ozafovani 0 — 30 minut: 0 min — ¢erna kiivka, 3 min — modra kiivka, 7 min — razova kfivka, 15 min — hnéda kiivka, 30 min —

zelena kiivka.
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Priloha 2: HLPC chromatogram reakéni smési ciprofloxacinu (oznacen Sipkou) ozaiené na TiO: pii pH = 8,80 (fluorescenc¢ni detektor). Casové
rozmezi ozafovani 0 — 30 minut: 0 min — ¢erna kfivka, 3 min — modra kiivka, 7 min — rizova kfivka, 15 min — hnéda kiivka, 30 min —

zelena kiivka.
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Priloha 3: HLPC chromatogram reakéni smési enrofloxacinu (oznaéen Sipkou) ozafené na TiO, pii pH = 6,90 (fluorescenéni detektor). Casové
rozmezi ozafovani 0 — 30 minut: 0 min — ¢erna kfivka, 3 min — modra kiivka, 7 min — rizova kfivka, 15 min — hnéda kiivka, 30 min —

zelena kiivka.
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Piiloha 4: HLPC chromatogram reakéni smési enrofloxacinu (oznaCen Sipkou) ozafené na TiOa pfi pH = 8,30 (fluorescencni detektor). Casové
rozmezi ozafovani 0 — 30 minut: 0 min — ¢erna kiivka, 3 min — modra kfivka, 7 min — rizova kfivka, 15 min — hnéda kiivka, 30 min —

zelena kiivka.
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Piiloha 5: HLPC chromatogram reak¢ni smési norfloxacinu (oznacen Sipkou) ozafené na TiOa pii pH = 7,00 (fluorescencni detektor). Casové

1,8e7

rozmezi ozafovani 0 — 30 minut: 0 min — ¢erna kiivka, 3 min — modra kfivka, 7 min — rizova kfivka, 15 min — hnéda kiivka, 30 min —

zelena kiivka.
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P¥iloha 6: HLPC chromatogram reakéni smési norfloxacinu (oznacen Sipkou) ozatené na TiO; pii pH = 8,90 (fluorescenéni detektor). Casové

1,87
1,7e7
1,6e7
1,5e7

1,4e7
1,3e7
1,27
1,1e7 |
1,0e7
9,0e6
8,0e6
7,0e6
6,0e6
5,0e6
4,0e6

3,0e6 |
2,0e6
1,0e6
0,0e0 }
-1 ,Oeﬁi
-2.0e6j

00 05 10

rozmezi ozafovani 0 — 30 minut: O min — ¢erna kiivka, 3 min — modra kiivka, 7 min — rizova kiivka, 15 min — hnéda kiivka, 30 min —

zelena kiivka.

counts

min

15 20 25 30 35 40 45

75 80 85 90 95 10,0

43

50 55 60 65 7.0



Priloha 7: Prehled fotoprodukt nalezenych pii ozafovani ciprofloxacinu, enrofloxacinu a

norfloxacinu jak v homogennich reakénich smésich tak pfi ozafovani na TiO;.

Ciprofloxacin:

Ciprofloxacin — neutralni ESI +

Ciprofloxacin — zasadité ESI +

TiO:2 ozarovani

Homogenni faze

TiO2 ozarovani

Homogenni faze

30 min ozarovani 3 min 30 min ozarovani 2,5 min
1,9/312 2,0/312 1,9/312 1,9/312
2.,0/300 2.0/300 2.2/330 2.2/330
2,2/330 2.,2/330 2,5/288 2,5/288
2.5/288 2.,4/288 3,6/346 3,6/346
3,6/346 3,5/346

Ciprofloxacin — neutralni ESI -

Ciprofloxacin — zasadité ESI -

TiO:2 ozarovani

Homogenni faze

TiO2 ozarovani

Homogenni faze

30 min ozarovani 3 min 30 min ozarovani 2,5 min
1,8/360 1,7/360 1,8/360 1,7/360
1,9/328 1,9-2,5/328 1,9/328 1,9-2,5/328
1,9/374 2.,0/374 1,9/374 2,0/374
2,5/286 2,5/286 2,5/286 2,5/286
2,5/322 2,5/322
3,2/304 3,1/304
3,6/300 3,5/300
3,6/344 3,5/344
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Enrofloxacin:

Enrofloxacin — neutralni ESI +

Enrofloxacin — zasadité ESI +

TiO:2 ozarovani

Homogenni faze

TiO2 ozarovani

Homogenni faze

30 min ozarovani S min 30 min ozarovani 3 min
3,2/314 3.2/314 3,2/358 3,2/358
3,2/358 3,2/358 4,2/334 4,1/334
3,2/360 3,2/360 4,7/332 4.,7/332
3,3/316 3.2/316 52/374 5,1-5,6/374
6,6/376 6,5/376
Enrofloxacin — neutralni ESI - Enrofloxacin — zasadité ESI -
TiO2 ozarovani Homogenni faze TiO2 ozarovani Homogenni faze
30 min ozarovani S min 30 min ozarovani 3 min
2,8/356 2,7/356 2,1/370 2,1/370
3.,2/356 3,1/356 2.,7/356 2.,7/356
3,2/392 3,2/392 3,2/270 3,2/270
3,3/314 3.3/314 3,2/356 3,1/356
3,3/350 3,3/350 3,3/314 3,2/314
3,7/318 3,7/318 3.3/360 3,2/360
6,5/374 6,5/374 3,7/318 3,7/318
4,1/378 4,1/378
4,8/374 4,8/374
6,5/374 6,5/374
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Norfloxacin:

Norfloxacin — neutralni ESI +

Norfloxacin — zasadité ESI +

TiO:2 ozarovani

Homogenni faze

TiO2 ozarovani

Homogenni faze

30 min ozarovani S min 30 min ozarovani 4,5 min
2,8/300 2,7/300 2,6/288 2,6/288
3,0/274 3,0/274 2,7/300 2,7/300
3,0/318 2,9-3,1/318 3,0/274 3,0/274
5,3/334 5,1-5,7/334 3,0/318 3,0/318
3,4/276 3,4/276
Norfloxacin — neutralni ESI - Norfloxacin — zasadité ESI -

TiO2 ozarovani Homogenni faze TiO2 ozarovani Homogenni faze
30 min ozarovani S min 30 min ozarovani 4,5 min
2,7/362 2.,7/362 2,6/348 2,4/348
3,0/316 3,0/316 3,0/316 3,0/316
3,4/274 3.4/274
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Priloha 8: Hodnoty retenénich ¢asd a hodnot m/z pro fotoprodukty detekované v reakénich

smésich jednotlivych antibiotik v neutralnim a zasaditém pH vzniklych pfi

ozafovani na TiO, (30 minut) a pfi ozafovani v homogenni fazi.

Ciprofloxacin — ESI + :

Ciprofloxacin — neutralni ESI + Ciprofloxacin — zasadité ESI +
TiO2 ozarovani Homogenni faze TiO2 ozarovani Homogenni faze
30 minut ozarovani 3 min 30 minut ozarovani 2,5 min

1,9/312 1,7/316 1,9/312 1,7/255
2,0/300 1,9/268 2,2/330 1,7/316
2,2/330 1,9/352 2,5/288 1,9/268
2,5/288 2,0/290 3,6/346 1,9/300
3,2/306 2,0/300 1,9/312
3,6/346 2,0/312 1,9/330
2,0/330 2,0/290

2,2/286 2,0/352

2,2/330 2,2/286

2,4/271 2,2/330

2,4/288 2,2/352

2,5/310 2,4/310

3,5/328 2,5/225

3,5/346 2,5/288

3,6/328

3,6/346

3,6/368
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Ciprofloxacin ESI - :

Ciprofloxacin — neutralni ESI - Ciprofloxacin — zasadité ESI -
TiO2 ozarovani Homogenni faze TiO2 ozarovani Homogenni faze
30 minut ozarovani 3 min 30 minut ozarovani 2,5 min

1,8/360 1,7/360 1,8/360 1,7/315

1,9/328 1,9/364 1,9/374 1,8/350

1,9/374 1,9-2,5/328 2,0/328 1,8/360

2,2/328 2,0/298 2,2/284 1,9/366
2,5/286 2,0/374 2,2/328 1,9-2,6/328

3,2/259 2,2/284 2,5/286 2,0/374

3,2/304 2,2/320 2,5/289 2,2/283

2,2/364 2,5/322 2,2/320

2,2/391 3,2/304 2,2/364

2,4/322 3,6/300 2,2/391

2,5/242 3,6/344 2,4/349

2,5/286 2,5/242

2,5/290 2,5/286

2,5/332 2,5/290

2,8/285 2,5/322

3,0/292 2,5/324

3,5/300 3,1/292

3,5/344 3,1/304

3,5/300

3,5/344

3,6/380




Enrofloxacin — ESI + :

Enrofloxacin — neutralni ESI +

Enrofloxacin — zasadité ESI +

TiO2 ozarovani

Homogenni faze

TiO:2 ozarovani

Homogenni faze

30 minut ozarovani 5 min 30 minut ozarovani 3 min
2,9/328 1,7/356 3,2/358 2,1/372
3,2/314 1,8/372 4,2/334 2,2/330
3,2/358 1,8/388 4,7/332 2,2/344
3,2/360 2,1/372 4,8/358 2,3/282
3,3/316 2,2/330 5,2/374 2,3/326
4,1/334 2,2/344 6,6/376 2,4/356
4,7/332 2,3/282 2,7/296

4,7-6,7/316 2,3/326 2,7/340
4,8/358 2,7/296 2,7/358
4,8/376 2,7/340 2,8/318
6,5/376 2,7/358 3,0/328

2,8/356 3,2/314
2,9/318 3,2/316
3,2/314 3,2/358
3,2/316 3,4/328
3,2/358 3,6/346
3,2/360 4,1/334
3,6/346 4,7/332

5,0/334 5,1-5,6/374
5,1/356 5,2/356
5,1-6,4/374 6,4/328
6,5/376
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Enrofloxacin — ESI - :

Enrofloxacin — neutralni ESI -

Enrofloxacin — zasadité ESI -

TiO2 ozarovani

Homogenni faze

TiO2 ozarovani

Homogenni faze

30 minut ozarovani 5 min 30 minut ozarovani 3 min
1,8/250 1,8/326 2,1/370 2,1/370
1,8/294 1,8/341 2,7/356 2,2/328
1,8/360 1,8/370 3,2/270 2,2/342
1,9/332 1,8/386 3,2/304 2,2/364
1,9/338 1,9/292 3,2/356 2,2/378
2,1/370 2,1/370 3,3/314 2,2/388
2,8/356 2,2/328 3,3/360 2,4/322
3,1/304 2,2/342 3,7/318 2,5/286
3,2/356 2,2/388 4,1/368 2,7/356
3,2/381 2,3/356 4,1/378 2,7/392
3,2/392 2,4/372 4,8/374 3,0/292
3,3/314 2,7/356 6,5/374 3,0/332
3,3/350 2,8/392 3,1/314
3,7/318 3,0/291 3,1/356
4,1/368 3,1/292 3,1/392
4,1/378 3,1/356 3,2/270
4,8/374 3,2/377 3,2/314
6,5/374 3,2/392 3,2/350

3,3/312 3,2/360
3,3/314 3,4/326
3,3/350 3,6/344
3,3/360 3,7/318
3,6/344 4,1/378
3,7/318 4,2/356
5,1/328 4,8/374
5,1/372 5,1/372
5,7/314 5,2/328
6,5/374 6,3/326

6,5/374
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Norfloxacin — ESI +:

Norfloxacin — neutralni ESI +

Norfloxacin — zasadité ESI +

TiO2 ozarovani

Homogenni faze

TiO:2 ozarovani

Homogenni faze

30 minut ozarovani S min 30 minut ozarovani 4,5 min
2,8/300 1,2/316 2,6/288 2,1/354
3,0/274 1,9/317 2,7/300 2,4/304
3,0/318 2,0/354 3,0/274 2,6/288
3,4/276 2,4/304 3,0/318 2,7/300
4,6/294 2,6/287 3,4/276 3,0/274
5,3/334 2,7/256 4,0-5,7/332 3,0/319, 318

2,7/289 4,5/294 3,0/340
2,7/300 5,3/332 3,3/288
2,7/318 3,4/276
2,9/277 5,2/316
2,9/288 5,2/334
3,0/121
3,0/134
3,0/138
3,0/171
3,0/230
3,0/274
3,0/287
3,0/318
3,0/339
3,3/276
3,3/287
5,1-5,7/334
5,3/315
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Norfloxacin — ESI - :

Norfloxacin — neutralni ESI -

Norfloxacin — zasadité ESI -

TiO2 ozarovani
30 minut

Homogenni faze
ozarovani S min

TiO:2 ozarovani Homogenni faze

30 minut ozarovani 4,5 min

2,7/348

1,9/362

2,6/348 2,4/348

2,7/362

2,1/338

2,7/316 3,0/161

2,8/317

2,4/302

2,7/362 3,0/316

3,0/316

2,4/348

3,0/316 3,4/274

3,0/352

2,7/316

3,0/352 5,2/158

3,4/274

2,7/362

3,4/275 5,2/332

3,4/320

2,8/350

3,4/320

4,6/292

3,0/243

4,5/292

3,0/271

3,0/316

3,0/351

3,0/362

3,0/379

3,3/286

3,4/230

3,4/274

3,4/310

3.4/316

3,4/320

3,4/337

4,0/377

5.2/368

5,3/288
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Pfiloha 9: Antibakterialni aktivita fotoproduktli ciprofloxacinu proti E. coli a S. epidermidis po 6 a 9 hodinach inkubace. Hodnoty pH:
ciprofloxacin neutralni = 7,05; ciprofloxacin zasadity = 8,80. Poget hvézdic¢ek odrazi p-hodnotu: * p <0,5; ** p <0,01; *** p <0,001;

*k%k b < 0,0001.

3 kontrola bez fotoproduktu
== fotoprodukty v neutralnim pH

mm fotoprodukty v zasaditém pH

Rast bakterii (%)

6 h 9h 6 h 9h
E. coli S. epidermidis
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Priloha 10: Antibakterialni aktivita fotoproduktu enrofloxacinu proti E. coli a S. epidermidis po 6 a 9 hodinach inkubace. Hodnoty pH:
enrofloxacin neutralni = 6,90; enrofloxacin zasadity = 8,30. Pocet hvézdicek odrazi p-hodnotu: * p <0,5; ** p <0,01; *** p <0,001;
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E. coli S. epidermidis
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Priloha 11: Antibakterialni aktivita fotoprodukti norfloxacinu proti £. coli a S. epidermidis po 6 a 9 hodinach inkubace. Hodnoty pH: norfloxacin
neutralni = 7,00; norfloxacin zasadity =8,90. Pocet hvézdiCek odrazi p-hodnotu: * p<0,5; **p<0,01; ***p<0,00I;
*kkx 5 <0 0001
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