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Annotation

In the theoretical part, the thesis is focused on the basic characteristics of sulfonamide and
diaminopyrimidine antibiotics, on HPLC analyses of two representatives of these drugs,
sulfamethoxazole and trimethoprim, on the occurrence of sulfonamide and
diaminopyrimidine antibiotics in the aquatic environment, and finally, on possibilities
of photochemical degradation of these two groups of drugs. In the experimental part, HPLC
methods for sulfamethoxazole and trimethoprim analyses were introduced and their
photochemical degradation under light conditions relevant to environmental conditions was
performed.
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Seznam zkratek

cov Cistirna odpadnich vod

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie
HPLC-MS vysokouc¢inna kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii
MF mobilni faze

MFA mobilni faze A

MFB mobilni faze B

SA sulfonamidy

SDZ sulfadiazin

SMT sulfamethazin

SMX sulfamethoxazol

TMP trimethoprim

uv ultrafialové zafeni



Cil prace
Cilem této prace bylo:

e prostudovat moznosti HPLC stanoveni antibiotik sulfamethoxazolu a trimethoprimu
a zavést metodu na jejich stanoveni,

e zmapovat koncentrace vybranych latek ze skupiny sulfonamidi (sulfamethoxazolu,
sulfadiazinu, sulfamethazinu) a ze skupiny diaminopyrimidini (trimethoprimu)
Vv ptirodnich vodach,

e prostudovat literaturu o moznostech fotochemické degradace téchto latek, a

e otestovat reaktivitu sulfamethoxazolu a trimethoprimu pii fotochemické reakci

ve vodném roztoku pfi pouziti zafeni relevantniho pro pfirodni podminky.
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Uvod
Sulfonamidy

Sulfonamidy (SA) jsou 1é¢iva pattici mezi Sirokospektralni antibiotika. Za objevem
prvnich syntetickych antibakterialnich latek, sulfonamidi, stal némecky védec Gerhard
Domagk, ktery ve 30. letech 20. stoleti zjistil, ze sulfonamidové barvivo prontosil
ma antibakterialni vlastnosti, v organismu se totiz metabolizuje na svoji aktivni formu
sulfanilamid (Yousef et al., 2018). Struktura sulfanilamidu se stala ptfedlohou pro dalsi
sulfonamidy, jako je napf. sulfamethoxazol (SMX), sulfamethazin (SMT) ¢i sulfadiazin

(SDZ), jejichz vzorce jsou uvedeny na Obr. 1.
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Obr. 1: Struktura nejpouzivanéjsich sulfonamida (KingDraw).

Sulfonamidy jsou strukturni analogy kyseliny p-aminobenzoové, ktera je nezbytnou
slozkou pfi bakterialni syntéze kyseliny listové (respektive kyseliny dihydrolistové). Zatimco
pro Clovéka je kyselina listova esencidlni latkou, vétSina bakterii ma schopnost vytvaret
kyselinu listovou (pfesnéji kyselinu dihydrolistovou) ve svém téle z prekurzori. Vznikla
kyselina dihydrolistova je vyuzita pii Syntéze tetrahydrolistové kyseliny nezbytné
pro syntézu purinovych a pyrimidinovych bazi (Lillmann etal., 2007). Syntéza
tetrahydrolistové kyseliny za¢ina reakci kyseliny p-aminobenzoové s pteridinem za vzniku
kyseliny dihydropteroové. Reakce je katalyzovana enzymem dihydropteroat syntaza.
Sulfonamidy se vazou na aktivni misto dihydropteroat syntazy, ¢imz zabranuji syntéze
kyseliny dihydropteroové, potiebné pro dalsi kroky v syntéze tetrahydrolistové kyseliny
a nasledné pii tvorbé DNA nezbytné pro rtist a déleni bunék bakterii (Taci¢ et al., 2017).
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Sulfonamidy jsou prvnimi antibakterialnimi medikamenty, které byly uspésné pouzity
k 1é¢be lidskych infekénich onemocnéni. Jedna se o latky, které jsou piedepisovany k 1é¢bé
infekci mocovych cest, ofnich a usnich infekci, zanétu priadusek ¢i k 16¢bé pneumonie
zpusobené Pneumocystis jirovecii (Garcia-Galan et al., 2008). Piesto, Ze sulfonamidy jsou
pouzivany Kk 1é€bé mnoha druhti infekci u lidi, v dne$ni dobé pievazuje jejich aplikace
ve veterinarni medicin€. Zde se pouzivaji nejen pro 1é¢bu infekénich onemocnéni, ale také
se piidavaji  do krmiv.  zatfelem  podpory  rastu  (Garcia-Galan et al., 2008;
Dmitrienko et al., 2014; Perisa et al., 2013). Sulfonamidy jsou jednémi z nejpouzivanéjSich
veterinarnich antibiotik v Evropské unii (Garcia-Galan et al., 2008). Ve veterinarni mediciné
pfevazuje pouziti sulfamethazinu ¢i sulfadiazinu, v huméanni mediciné se pouziva

sulfamethoxazol (Baran et al., 2011).

Sulfamethoxazol

Systematicky nézev sulfamethoxazolu dle nazvoslovi IUPAC! je 4-amino-N-(5-
methyl-1,2-0xazol-3-yl)benzensulfonamid. Jedna se o kratkodobé piisobici bakteriostatické?
antibiotikum (PubChem, 2023). Po peroralnim podani nastava rychlé a uplné vstiebani SMX
vV horni ¢asti trdvici soustavy, maximalni plazmatické koncentrace je dosazeno
po 2 az 4 hodinach. Pouze 15-20 % SMX je vylucovano vV nezménéné formé moci, zbytek
je v lidském téle, zejména v jatrech, metabolizovan (SUKL, 2023). Hlavnimi lidskymi
metabolity je N4-acetyl-sulfamethoxazol a sulfamethoxazol-N1-glukuronid (SUKL, 2023),
oba metabolity jsou vyloucené ztéla moci. Acetylované ani glukuronidové metabolity

nevykazuji antibakterialni u¢inky (PubChem, 2023).

Diaminopyrimidiny

Diaminopyrimidiny jsou Sirokospektralni antibiotika s bakteriostatickym ucinkem.
Americky 1ékai G.H. Hitchings na konci 40. let 20. stoleti zjistil, Ze 2,4-diaminopyrimidiny
vykazuji antibakterialni aktivitu (van Miert, 1994). Strukturné jsou antibiotika z této skupiny

latky, které obsahuji dvé aminové skupiny v pozici 2 a 4 na pyrimidinovém kruhu.

Diaminopyrimidiny maji podobny mechanismus piasobeni jako sulfonamidy,
téz zasahuji do drahy syntézy tetrahydrolistové kyseliny, ¢imz zabranuji syntéze purini
a nasledn¢ tvorbé DNA (Prescott, 2013). Diaminopyrimidiny inhibuji enzym dihydrofolat

reduktaza, ktery katalyzuje koneCnou konverzi kyseliny dihydrolistové na Kyselinu

LIUPAC = International Union of Pure and Applied Chemistry
2 Bakteriostatické antibiotikum = latky inhibujici riist a mnozeni bakterii
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tetrahydrolistovou. Timto tyto slouceniny ziskaly oznaceni antifolaty
(Swedberg & Sundstréom, 2010). Enzym dihydrofolat reduktaza se nachazi i u cloveka
(Lullmann et al., 2007), ale afinita antibakterialnich diaminopyrimidint K bakterialnimu

enzymu je az 100 000x vyssi nez afinita k sav¢imu enzymu (Tahan et al., 2015).

Diaminopyrimidiny, nejcastéji v kombinaci se sulfonamidy, se vyuzivaji k 1é¢bé
prostatickych infekci, infekci mocovych cest ¢i1 k1écbé zapalu plic zplsobenému
Pneumocystis jirovecii (Prescott, 2013). Mezi ¢asto pouzivané antibiotikum ze skupiny

diaminopyrimidint patti trimethoprim (TMP).

Trimethoprim

Systematicky nazev trimethoprimu podle nazvoslovi IUPAC je 5-[(3,4,5-
trimethoxyfenyl)methyl]pyrimidin-2,4-diamin (PubChem, 2023). Struktura TMP
je zobrazena na Obr. 2. TMP je prvni synteticky antibakterialni diaminopyrimidin, ktery byl
zaveden pro klinické pouziti jako Sirokospektralni bakteriostatické antibiotikum
(Prescott, 2013). V roce 1962 byl TMP poprvé pouzit, nasledné byl v roce 1968 registrovan

pro klinické pouziti v kombinaci se sulfonamidy (Eliopoulos & Huovinen, 2001).
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Obr. 2: Struktura trimethoprimu (KingDraw).

TMP se po peroralnim podani rychle vstiebava z gastrointestinalniho traktu, pfi¢emz
maximalni plazmatické koncentrace je dosazeno po 1 az 4 hodinach (Hruska & Frye, 2004).
Vétsina TMP je vyluCovana v nezménéné formé moci, pouze cca 10-20% TMP
je metabolizovano, zejména v jatrech, na neaktivni metabolity (PubChem, 2023).
TMP podléha zejména oxidativnimu metabolismu, pfeménuje se predevSim oxidacemi jako
je O-demethylace & N-oxidace (PubChem,2023; SUKL, 2023). TMP se &asto pouziva
v kombinaci s SMX. Na samotny TMP se muze rychle rozvinout rezistence, zatimco rozvoj

rezistence pro pouziti SMX-TMP v kombinaci neni tak rychly (PubChem, 2023).
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Moznosti HPLC stanoveni sulfamethoxazolu a trimethoprimu

Pro stanoveni SMX, resp. TMP, ve vzorcich se velice Casto pouziva vysokoucinna
kapalinova chromatografie (HPLC) sreverznimi fazemi, ktera je mnohdy vyuzivana
v kombinaci s UV detekci nebo hmotnostni spektrometrii (HPLC-MS). Bedor et al. (2008)
udava, ze metoda HPLC-MS pro stanoveni SMX a TMP je pfiblizné Sestkrat citlivejsi
nez detekce pomoci UV zéfeni. HPLC slouZzi ke stanoveni SMX a TMP ve farmaceutickych,
biologickych a veterinarnich vzorcich nebo napi. v odpadni vod¢ pochdzejici z hospodarstvi

a pramyslu (Sayar et al., 2010; Malintan & Mohd, 2006).

Pfi vybéru chromatografické metody je kladen diraz na vybér optimalni
chromatografické kolony neboli stacionarni faze, slozeni a pH mobilni faze, teplotu

kolonového prostoru a vinovou délku detekce (Asadi & Gharbani, 2013).

Na zaklad¢ publikaci jsou V ptipadé stanoveni SMX a TMP nejcastéji vyuzivany
chromatografické kolony se stacionarni fazi C18 nebo C8, kde nosi¢em staciondrni faze
je silikagel. Na silikagel jsou chemicky navazané alkylové zbytky, v piipadé stacionarni faze
C18 se jedna o osmnacti-uhlikaty alkylovy zbytek a u stacionarni faze C8 je to osmi-uhlikaty
uhlovodikovy zbytek (Novakova et al., 2021). Dle publikovanych studii se jako nejcastéji
pouzivané mobilni faze jevi fosfatovy pufr ¢i jiné vodné roztoky soli v kombinaci
s organickymi rozpoustédly, zejména methanolem nebo acetonitrilem. Pfi vybéru
chromatografické metody je potteba spravné zvolit pH mobilni faze, nebot’ kysela mobilni

faze ptispiva k retenci analytu na koloné¢.

Stanoveni SMX a TMP pomoci HPLC se vyskytuje vifadé studii.
Mezghich et al. (2017) provedli analyzu fotochemické degradace SMX pomoci sluneéniho
zateni za pouziti kolony Nucleodur C18 (150 x 4,6 mm). Pouzita mobilni faze obsahovala
vodu okyselenou kyselinou mraven¢i (0,1 obj. %) a acetonitril (60/40 obj. %). Prutok

mobilni faze ¢inil 1 ml/min a detekce byla provedena pfi vinové délce 250 nm a 280 nm.

Asadi & Gharbani (2013) navrhli metodu na ur¢eni SMX ve vzorcich lidské moci.
Jako stacionarni faze byla pouzita kolona Symmetry C18 (250 x 4,6 mm, 5 um) a mobilni
faze obsahujici 10 mM dihydrogenfosfore¢nan draselny (pH 6,0), methanol a acetonitril
v poméru (58/4/38 obj. %). Prutok C¢inil 0,9 ml/min. Detekce byla provedena pii vice

vlnovych délkach, a to pii vinové délce 235 nm, 250 nm, 260 nm a 270 nm.



Sun et al. (2012) se ve své praci zabyvali stanovenim SMX v mléce, pfi¢emz k této
analyze pouzili kolonu Amethyst C18 (250 x 4,6 mm, 5 pm). Mobilni faze byla slozena
z vody a methanolu v poméru (64/36 obj. %) pii prutoku 1 ml/min. VInova délka detekce
byla 270 nm.

Analyzu TMP v krevnim séru driibeze ve své praci piedstavili Kubasov et al. (2016).
Ve zvolené metodé¢ byla jako stacionarni faze pouzita kolona Kromasil 100-5 C18
(150 x 4,6 mm, 5 um), zatimco mobilni faze obsahovala 50 mM acetatovy pufr (pH 3,0)
a acetonitril v poméru (86/14 obj. %). Prutok MF ¢inil 1 ml/min a vinova délka detekce byla
278 nm.

Na kolon¢ Agilent TC-C18 (250 x 4,6 mm, 5 um) Wang et al. (2012) stanovovali
TMP ve farmaceutickém ptipravku. Jako mobilni fazi vyuzili 50 mM dihydrogenfosfore¢nan
draselny, ktery byl na pH 3,0 upraven pomoci Kkyseliny fosfore¢né, a acetonitril
(70/30 obj. %). Pouzity pritok mobilni faze ¢inil 1 ml/min, pfi¢emz zvolena vinova délka

detekce méla hodnotu 271 nm.

Stanoveni TMP ve vzorcich obohacené pramenité vody a naslednou analyzu TMP
v odpadnich vodach primyslového piivodu ve své praci zpracovali Asperger et al. (2009).
K tomuto Gcelu byla pouzita kolona Microsorb-MV 100 C18 (150 x 4,6 mm, 5 pm). Mobilni
faze A byla slozena z 0,5 0bj. % kyseliny mravenéi a 1 obj. % trifluoroctové kyseliny
v 0,05 M octanu amonném, mobilni f4ze B obsahovala methanol. Pomér mobilnich fazi byl

(70/30 obj. %). Pritok MF byl 1 ml/min a k detekci byla pouzita vinova délka 254 nm.

Rada studii ukazuje, ¢ SMX a TMP jsou nejéastdji stanovovany soucasné. Stanoveni
SMX a TMP v nemocni¢ni odpadni vodé¢ ve své praci provedli Brenner et al. (2011).
Pro separaci téchto dvou analytd vyuzili kolonu Eclipse XDB-C18 (150 x 4,6 mm, 5 pm).
Mobilni faze obsahovala 1 mM octan amonny, kyselinu octovou a methanol v poméru
(49,5/1/49,5 obj. %). Priatok ¢inil 600 pl/min. Detekce byla provedena pomoci tandemové

hmotnostni spektrometrie.

Sayar et al. (2010) publikovali studii, ve které soucasn¢ stanovovali SMX a TMP
v krevni plazmé po podani léku co-trimoxazolu, ktery obsahuje kombinaci SMX a TMP.
Stanoveni probéhlo na koloné C8 (250 x 4,6 mm, 5 um). Mobilni faze pouzita pfi analyze
obsahovala hydrogenfosforecnan draselny, acetonitril, methanol avodu s tpravou

pH na hodnotu 6,2 pomoci hydroxidu sodného. Prutok mobilni faze byl 1 ml/min.



Analyzu SMX a TMP v krevni plazmé provedli Bedor et al. (2008), ktefi ve své praci
k separaci vyuzili kolonu Purospher® star C18 (125 x 4,0 mm, 5 um). Mobilni faze
zahrnovala 20 mM hydrogenfosforeénan sodny, ktery byl na pH 3,0 upraven pomoci
kyseliny fosforecné, a acetonitril v poméru (89/11 obj. %). Pritok mobilni faze byl 2 ml/min

a UV detekce probihala pfi vinové délce 230 nm.

Akay & Ozkan (2002) uskute¢nili soucasné stanoveni SMX a TMP v komerénich
farmaceutickych  piipravcich. Ke stanoveni byla vyuzita kolona Bondapak
C18 (300 x 3,9 mm, 10 um) a mobilni faze obsahujici vodu upravenou Kkyselinou
fosforecnou na pH 3,0 a methanol v poméru (40/60 obj. %). Pritok mobilni faze byl

1,8 ml/min a nastavena vlnova délka detekce &inila 213 nm.

Faktory ovliviiyjici vybér HPLC metody
Pii vyvoji HPLC metody je potieba, aby pik ziskany pii separaci mél optimalni
retenéni faktor (K) a také dostate¢nou intenzitu signalu. Pravé zminovany retencni faktor

je dualezity pro vyhodnocovani retence latky na kolon¢ (Novakova et al., 2021).

Novakova et al. (2021) v publikaci Moderni HPLC separace v teorii a praxi I. uvadi

vztah pro vypocet reten¢niho faktoru dle rovnice 1

k= B2 @)

to
kde to je mrtvy retencni Cas inertni latky a tr je retencni Cas délené latky.
Pii chromatografickych separacich je bézn¢ doporucovano, aby retencni faktor ptesahoval
hodnotu 2, ¢imz bude zajisténo, ze délend latka byla dostateéné separovana od mrtvého
objemu. Zaroven by reten¢ni faktor nemél piekrocit hodnotu 10, nebot’ neni Zadouci,

aby délka realizované analyzy byla pfilis dlouha (Novakova et al., 2021).

Dalsim ddlezitym kritériem pii vybéru HPLC metody je faktor asymetrie (A)
popisujici symetrii detekovaného piku. Pfi separaci je podstatné, aby ziskané piky byly

symetrické a dobie oddélené. Faktor asymetrie 1ze definovat pomoci rovnice 2

A= )

L
f
kde t je 3itka sestupné Casti piku a f je $itka vzestupné Gasti piku. Sitka piku je nejéastéji
méiena v 5 nebo 10% vysky daného piku. Faktor asymetrie mé optimalni hodnotu v rozmezi

0,8-1,5, pfi¢emz by nemél nikdy piekrocit hodnotu 2,0 (Novakova et al., 2021).



Koncentrace sulfonamidi a diaminopyrimidini v pfirodnich vodach

Aplikace sulfonamidi a diaminopyrimidini v humanni a veterindrni mediciné vede
k Casté detekci téchto latek ve vodnim prostiedi. Tato antibiotika se dostavaji do vodnich
systétmii v disledku vylucovani c¢lovékem, nespravné likvidace nepouzitych antibiotik
¢i ve form¢ zeméde€lského odpadu po pouziti ve veterinarni mediciné (Ashton et al., 2004,
Gong & Chu, 2015). Jelikoz ¢isticky odpadnich vod maji omezenou schopnost odstrafiovat
1éciva (Jewell et al., 2016), jsou tato antibiotika ¢asto detekovana ve vodach, a to piedevs§im

ve vodach povrchovych, v koncentracich od ng/l az po pg/l (Wang & Wang, 2018).

Roberts & Thomas (2006) méiili koncentrace riznych 1é¢iv viece Tyne ve Velké
Britanii. Mezi zkoumanymi lé¢ivy byl také TMP, ktery byl detekovan v maximdlni

koncentraci 19 ng/l.

Mgéfenim koncentraci 1é¢ivych latek ve vodach delty Perlové feky v Ciné se ve své
studii zabyvali Yang et al. (2013). Maximalni naméfena koncentrace SMX v Perlové fece
(Zhujiang) Cinila 65 ng/l, pro TMP byla zjisténa maximalni koncentrace 18 ng/l. V pfitoku
Perlové feky, v fece Beijiang, byla maximalni koncentrace SMX 39 ng/l a TMP 12 ng/I.

Chen & Zhou (2014) ve své praci zkoumali koncentrace riznych antibiotik v fece
Huangpu v Sanghaji. Ze skupiny sulfonamidi byla zjisténa koncentrace 764,9 ng/l pro SMX,
112,5 ng/l pro SDZ a 389,4 ng/l pro SMT.

Koncentraci 18 antibiotik (véetné SMX a TMP) ve vzorkach odpadni a povrchové
vody v Némecku stanovili Hirsch etal. (1999). V odpadni vodé z COV byla naméfena
maximalni koncentrace SMX 2 ug/l a TMP 0,66 pg/l. V povrchové vodé byl SMX

detekovan v maximalni koncentraci 480 ng/l a maximalni koncentrace TMP ¢inila 200 ng/I.

Nejvyssi koncentrace SMX a TMP naméfili ve své studii Dinh etal. (2017),
ato konkrétné Vv odpadni vodé pochazejici znemocnice ve Francii (360 lazek).
V nemocni¢ni odpadni vod¢ byla naméfena koncentrace SMX 2,1 ug/l, pticemz TMP

se vyskytoval v koncentraci 0,94 ug/l.



MozZnosti fotochemické degradace sulfonamidii a diaminopyrimidint

SMX a TMP jsou persistentni latky, coz znamend, Ze maji nizkou biologickou
a chemickou rozlozitelnost v zivotnim prostiedi. Je proto potieba hledat efektivni zptisob,
jak tyto latky eliminovat, piipadn¢ zjistit, jakym degrada¢nim procesiim mohou Vv pfirodnim
prostiedi podléhat (Gong & Chu, 2015). Vzhledem ktomu, ze nékteré sulfonamidy
a diaminopyrimidiny mohou absorbovat UV ¢ast slune¢niho zafeni, a to zejména diky
struktufe s aromatickymi cykly a dal§imi chromoforovymi skupinami, tak jednim z moznych

pouzitelnych degrada¢nich procesi je fotodegradace (Perisa et al., 2013).

Fotochemickou degradaci tfi zastupci ze skupiny sulfonamidii, konkrétné
sulfamethoxazolu, sulfadiazinu a sulfamethazinu, se ve své praci zabyvali
Perisa et al. (2013). Vodné roztoky SA (10 mg/l) umisténé v kiemennych kyvetach, byly
ozafovany V reaktoru s xenonovou vybojkou po dobu 24 hodin. Studie byla provedena
pii hodnotach pH vzorku 4 a 8. Hodnota pH rozhoduje o formach SA, které budou pfitomné
v roztoku. Zatimco pii kyselém pH jsou SA piitomné vroztoku v neutralni formé,
pti zésaditém pH pfevlada aniontova forma SA. Studie ukazala, Ze pfitomna forma SA
v roztoku ovliviiuje fotochemické chovani a reaktivitu sloucenin. Zatimco u SDZ a SMT
byla rychlejsi degradace v jejich aniontové formé (pH 8), u SMX bylo zjisténo,
ze reaktivngjsi je jeho neutralni forma (pH 4). Ziskané vysledky ukazovaly, Ze rychlost
odbouravani vSech SA lze popsat kinetikou prvniho fadu — pro SMX byly naméfeny
rychlostni konstanty 0,035 min? pro reaktivn&j§i neutralni formu a3,01x10° min?

pro aniontovou formu SMX.

Trovo et al. (2009) vystavili SMX (10 mg/l) zatfeni, které generovala xenonova
vybojka. Ozatovani probéhlo ve dvou vodnych roztocich. V roztoku destilované vody
(pH 4,8) byl zpocatku pozorovan rychly ubytek SMX, kdy za 45 minut ozafovani bylo
degradovano 40 % vychozi latky. Nasledné se vSak rychlost degradace zpomalila
a po 30hodinovém ozatovani doslo k eliminaci 98 % SMX. V moiské vodé (pH 8,1) byl
pozorovan pomalej$i pribéh odbouravani. Po 7 hodinach ozafovani ubylo 14 % SMX.
Autofi Vv praci studovali také vliv pfitomnosti dusi¢nanti v destilované vodé na rychlost
odbouravani SMX. Vysledky ale ukazuji, ze vyskyt dusi¢nanli v tomto prostiedi nemél

na rychlost degradace SMX zasadni vliv.

Zhou & Moore (1994) ozarovali vzorky SMX (25,33 mg/l) v roztocich o hodnotach
pH 3,4 a 7,4 stredotlakou rtutovou vybojkou po dobu 6 hodin. Pii pH 3,4 bylo po Sesti



hodinach odbourano cca 70 % SMX, zatimco pii pH 7,4 bylo za stejnou dobu eliminovano
pouze piiblizn¢ 10 % SMX. Nasledné bylo pomoci HPLC-MS detekovano nékolik
degradacnich produkti. VSechny vzniklé produkty mély retencni ¢as nizsi nez vychozi latka.
Hlavnim produktem byl 4-amino-N-(5-methyl-2-oxazolyl)benzensulfonamid. Dale byla

detekovana kyselina sulfanilova, anilin a 3-amino-5-methylisoxazol.

Degradaci vodného roztoku TMP (25mg/l) ve své praci studovali
Gonzalez et al. (2019). Odbouravani TMP provedli za riznych podminek. V piipadé, kdy
vystavili vzorek pouze UV zafeni (zdroj stfedotlaka rtutova vybojka) bez pritomnosti
jakéhokoliv katalyzatoru, tak za 4 hodiny ozafovani bylo odbourano 37 % TMP. Pii pouziti
heterogenni fotokatalytické degradace s pouzitim modifikovaného montmorillonitu® se jako
nejvhodné&jsi katalyzator projevil montmorillonit pokryty vrstvou TiO2 dopovany
chromitymi ionty. Za téchto podminek bylo za 3 hodiny ozafovani degradovano 76 % TMP.
Ozafovani probihalo 4 hodiny, ale v posledni hodin¢ uz dal§i odbourdvani nebylo
pozorovano. Tento katalyzitor byl vyzkouSen iV obménéné formé, kdy byl dopovany

Zelezitymi ionty a po 4 hodinach ozatovani bylo dosazeno 50% degradace TMP.

Wang et al. (2019) predstavili studii, ve které srovnavali u¢innost degradace vodného
roztoku TMP v koncentraci 20 mg/l za pouziti UV-A zafeni, UV+H,0,, UV+Fe?*,
Fentonova c¢inidla (H20.+Fe?*) a foto-Fentonovy reakce, kterd kombinuje UV zafeni
s Fentonovym ¢inidlem. Ve vSech ptipadech byly vzorky ozafovany po dobu 30 minut.
Pfi vystaveni roztoku UV-A zafeni a UV+Fe?" bylo degradovdno méné nez 10 % TMP.
Pii pouziti Fentonova ¢inidla dosahla degradace cca 70 % vychozi latky. K uplné degradaci
TMP po 30 minutach ozafovani doslo v pfitomnosti UV+H20. Jako nejucinngjsi byla
vyhodnocena foto-Fentonova reakce, kdy doslo k aplné eliminaci TMP jiz po 10 minutach

ozafovani pfi pouziti 2,0 mmol/l H.02a 0,04 mmol/l Fe?*,

Fotochemické odbouravani TMP v demineralizované a slané vodé popsali
ve své publikaci Sirtori et al. (2010). V ramci studie sledovali vliv zafeni poskytovaného
xenonovou vybojkou a vliv fotokatalyzy (TiO2-P25) pii ozafeni slunecnim svétlem
na degradaci TMP. Vysledky fotochemické degradace s pouzitim pouze xenonové lampy
ukazovaly, Ze vobou vodnich prostfedich dochdzelo kpomalé eliminaci.
V demineralizované vodé byl veskery TMP degradovan za cca 18,5 hodiny ozafovani,

zatimco Z moiské vody TMP vymizel po cca 23,5 hodinach ozafovani. Pti fotochemickém

3 Montmorillonit = mekka skupina fylosilikatovych mineralfy, které vznikaji vysraZenim z vodniho roztoku
v podob¢ mikroskopickych krystald, tzv. jila.



odbouravani v ptitomnosti TiO2-P25 jako katalyzatoru byl TMP zcela eliminovan v obou
prostfedich — Vv demineralizované vod¢ za 29 minut a ve slané vodé za 79 minut.
Rychlost odbouravani sledovala v obou piipadech Kinetiku 1. fadu s rychlostni konstantou
0,22 min? v demineralizované vodé a 0,081 min! veslané vodé. Dle autord byla
pravdépodobnym divodem pomalejsi degradace ve slané vodé pritomnost anorganickych
latek, které funguji jako lapace hydroxylovych radikali atim snizuji ucinnost

fotokatalytického procesu.

Abellan et al. (2009) ve své praci studovali fotochemickou degradaci SMX a TMP
za vyuziti xenonové vybojky. Odbouravani SMX méelo zpocatku rychly pribéh, ale nasledné
rychlost degradace klesala a po 6hodinovém o0zafovani bylo eliminovano pouze 38 % SMX.
Za pomalou rychlosti degradace podle autori pravdépodobné stila produkce absorbujicich
degradac¢nich oxidac¢nich produkti soutézicich s vychozi latkou o dostupné zareni a snizujici
tak rychlost eliminace. Po ptidavku katalyzatoru TiO2 v suspenzi se degradace SMX vyrazné
zlep$ila. Po 6 hodinach ozafovani bylo eliminovano 88 % vychozi latky ptfi koncentraci
TiO2 1,0 g/l. Odbourani TMP mélo rychlejsi pribéh a po 6hodinovém ozafovani doslo
k degradaci 99 % vychozi latky. Pro TMP autofi uvadéji, Zze fotodegradace s pouzitim

jen UV zafeni je stejné ucinna jako fotokatalyza.
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Materialy a metody

Sulfamethoxazol sodny a trimethoprim byly zakoupeny od firmy Selleckchem.
Zasobni roztok kazdé z latek, v koncentraci 50 mg/l, byl pfipraven rozpusténim Vv ultracisté
vodé Milli-Q®. Hodnoty pH piipravenych roztokdi byly 5,06 pro SMX a 7,80 pro TMP.
Jako zdroj zelezitych ionti byl pouzit roztok chloridu zelezitého (Penta) rozpusténého v HCI

o koncentraci 0,1 mol/I.

Pro HPLC analyzy SMX, resp. TMP, byl pouzit piistroj Thermo Scientific Dionex
UltiMate System 3000 (USA) s UV detektorem PDA 3000RS.

Pii vyvoji chromatografické metody bylo pouzito odmérné sklo tfidy A, analytické
vahy MS105DU (Mettler Toledo) a pH metr (Thermo Scientific). Mezi chemikélie pouZzité
pii vyvoji chromatografické metody patii kyselina mravenéi 98—100 % (Merck), acetonitril
pro HPLC (Penta), kyselina octova 100% (Merck), octan amonny pro HPLC
(Fluka Analytical), methanol pro HPLC (Merck), trifluoroctova kyselina pro LC-MS
(Sigma Aldrich) a deionizovana voda (Milli-Q® voda).

Pro stanoveni SMX byla pouzita kolona ARION C18 (150 x 3 mm, 5 um) od vyrobce
Chromservis. Mobilni faze A (MFA) obsahovala vodu okyselenou 0,1 obj. % kyseliny
mraven¢i (90 obj. %) a mobilni faze B (MFB) obsahovala acetonitril okyseleny 0,1 obj. %
kyseliny mravenéi (10 obj. %). Eluce probihala pii konstantnim sloZeni mobilni faze, tedy
pti pouziti izokratické eluce. Pritok MF ¢inil 1 ml/min a nastavena teplota kolonového
prostoru byla 35 °C. Analyza roztokl pii sledovani fotochemické degradace byla provedena

pfi vinové délce 197 nm.

Pro stanoveni TMP byla vyuzita kolona LUNA C18 (250 x 4,6 mm, 5 um) od vyrobce
Phenomenex. MFA byla slozena z vody okyselené 0,1 0bj. % kyseliny trifluoroctové
(82 obj. %) a MFB obsahovala acetonitril okyseleny 0,1 obj. % kyseliny trifluoroctové
(18 obj. %). Pti analyze byla pouzita izokraticka eluce. Nastaveny prutok MF byl 1,5 ml/min
a pouzita teplota kolonového prostoru byla 25 °C. Pro analyzu roztokl byla vybrana vinova
délka 205 nm. V obou pfipadech byla =ziskana data zpracovdna pomoci programu

Chromeleon.

Absorpéni spektra byla zméfena pomoci piistroje UV-1601 Shimadzu. Vysledky byly

vyhodnoceny pomoci softwaru UV-Probe.
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Pfi ozatovani vzorka byl jako zdroj svétla pouzit reaktor Rayonet RPR 100, ktery byl
osazen lampami RPR 3000 A emitujicimi zafeni o vlnové délce 250-350 nm. Zafeni
0 vinovych délkach kratSich nez 300 nm bylo odfiltrovano pouzitim optického skla,

tj. vSechny vzorky byly ozafovany ve sklenénych kyvetach opatienych vickem.

Ke sledovani fotoredukce zelezitych ionti bylo pouzito komplexac¢ni ¢inidlo
1,10-fenantrolin. Absorbance vzniklého komplexu byla méfena pomoci spektrofotometru

JEN-WAY 6300 pti vlnové délce 510 nm.
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Vysledky a diskuse

Vyvoj a optimalizace HPLC metody pro stanoveni sulfamethoxazolu (SMX)

V pribéhu zavedeni metody pro stanoveni SMX a jeho degrada¢nich produktti byla
dle publikace (Mezghich etal., 2017) pouzita chromatograficka kolona ARION C18

(150 x 3 mm, 5 um) od vyrobce Chromservis.

Podle informaci z publikaci (Mezghichetal., 2017; Brenneretal., 2011) byla
vyzkouSena tii ruzna slozeni mobilnich fazi. SloZeni pouzitych mobilnich fazi je shrnuto

v Tab. I.

Tab. I: Slozeni mobilnich fazi pouzitych pii vyvoji SMX HPLC metody.

MFA MFB

0,1 obj. % kyseliny . .
0,1 obj. % kyseliny
Mobilni faze 1 mravenci ve vodé

pH 2,8

mravendi v acetonitrilu

1,3 mM octan amonny,

1 obj. % kyseliny octové 1 obj. % kyseliny octové

Mobilni faze 2
ve vodé v methanolu
pH 3,0
1,3 mM octan amonny,
1 obj. % kyseliny octové 1 obj. % kyseliny octové
Mobilni faze 3 i Y b ] y
ve vodé v acetonitrilu
pH 3,0

Na zaklad¢ informaci z publikace (Mezghich et al., 2017) se mobilni fize 1 skladala
20,1 0bj. % vodného roztoku kyseliny mravenci (MFA) a acetonitrilu okyseleného
0,1 obj. % kyseliny mraven¢i (MFB). Separace byla provedena pii teplot¢ kolonového
prostoru 35 °C a pratok mobilni faze byl 1 ml/min. Pfivyvoji chromatografické metody
pro stanoveni SMX byl vyzkouSen riizny pomér mobilni faze MFA a MFB. Pfi sloZeni
mobilni faze (80/20 obj. %) byl detekovan pik, jehoz retencni cas byl 4,3 min. Mrtvy
retencéni ¢as byl 1,0 min a vypocteny retencni faktor 3,3. Pro degrada¢ni produkty SMX
Ize predpokladat, ze budou mit niz§i retencni ¢as nez vychozi latka. Dalsim krokem byla

tedy uprava chromatografickych podminek za ucelem zvyseni retencniho faktoru SMX.
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V systému s reverznimi fazemi, tzn., ze mobilni faze je polarngjsi nez charakter
staciondrni faze, dochazi k ristu retence latky s klesajici frakci organického rozpoustédla

v mobilni fazi (Novakova et al., 2021).

Pii zmén¢ slozeni mobilni faze na pomér MFA/MFB (85/15 obj. %) byl analyt delsi
dobu zadrzovan na kolong, ¢imz se zvysil retenéni ¢as na 7,3 min. Vypocteny kapacitni
faktor byl 6,3. Pik analytu SMX byl symetricky, vysoky a tzky s faktorem asymetrie (A) 1,1.
Tato metoda je sice vhodna pro stanoveni SMX, ale jak se pozdéji ukazalo, neni optimalni
pro stanoveni degrada¢nich produktii SMX, nebot’ degradacni produkty vychéazeji v mrtvém

objemu.

Dalsi Gprava poméru mobilni faze MFA a MFB na (90/10 obj. %) vedla ke zvySeni
reten¢niho ¢asu analytu na 15,1 min. Nastfik byl upraven z ptivodni hodnoty 20 ul na 100 pl.
Pik analytu byl Gzky a symetricky s faktorem asymetrie 1,15. Zméfenim absorp¢niho spektra
bylo zjisténo, Ze SMX ma absorpéni maximum pii vlnové délce 197 nm a 270 nm.
Piivinové délce 197 nm byla nésledné provadéna analyza roztokii pii sledovani
fotochemické degradace. Tato metoda byla nakonec vybrana jako vyslednd metoda

pro stanoveni SMX a jeho degradac¢nich produkti.

Dle autort publikace Brenner et al. (2011) byla mobilni fize 2 slozena z 1,3 mM
octanu amonného a1 obj. % kyseliny octové ve vodé (MFA) a mobilni faze (MFB)
obsahovala 1 obj. % kyseliny octové v methanolu. Separace byla provedena pii teploté
kolonového prostoru 30 °C a pratok MF byl 0,75 ml/min. Pti hledani optimalni separace
byly vyzkouSeny rtzné poméry MFA a MFB, ale ani zménou slozeni mobilni faze

se nepodatilo dosahnout optimalnich podminek separace.

Mobilni faze 3 méla podobné slozeni jako mobilni fize 2, jen methanol byl nahrazen
acetonitrilem, nebot’ elu¢ni sila acetonitrilu je podstatné vyssi nez methanolu. Vyssi elu¢ni

sila acetonitrilu méla zajistit nizsi retenci analytu na koloné.

Teplota kolonového prostoru byla 30 °C a pratok mobilni faze cinil 1 ml/min.
Pomér mobilnich fazi MFA/MFB byl nastaven na (85/15 obj. %). Reten¢ni ¢as analytu
byl 7,6 min, reten¢ni faktor mé&l hodnotu 6,6. Pik analytu byl symetricky s faktorem
asymetrie 1,1. Ziskany signal byl dostatecn¢ intenzivni. Tuto metodu lze téz vyuzit

pro stanoveni SMX.
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Ze ziskanych dat chromatografické separace jak neozafenych, tak ozarenych vodnych

roztokit SMX byla vytvorfena findlni metoda, jejiz parametry jsou uvedeny v Tab. Il.

Tab. Il: Parametry finalni HPLC metody pro SMX.

Néazev parametru Parametr
Chromatograficka kolona ARION C18 (150 x 3 mm, 5 um), Chromservis
Teplota kolonového prostoru | 35 °C
MFA 0,1 obj. % kyseliny mravenci ve vodé
MFB 0,1 obj. % kyseliny mraven¢i v acetonitrilu
Pomér MFA/MFB Izokraticka eluce (90/10 obj. %)

Priatok mobilni faze 1 ml/min
Objem nastiiku 100 pl
Celkova délka analyzy 18 min
VInova délka detekce 197 nm

Vyvoj a optimalizace HPLC metody pro stanoveni trimethoprimu (TMP)

Pii zavedeni metody pro stanoveni TMP a jeho degrada¢nich produkti ve vodném
roztoku byly pouzity na zaklad¢ literarni reserSe (Mezghich et al., 2017; Wang et al., 2012)
dvé chromatografické kolony — kolona ARION C18 (150 x 3 mm, 5 um) a kolona LUNA
C18 (250 x 4,6 mm, 5 um).

Na kolon¢ ARION C18 byla dle publikace Brenner et al. (2011) pouzita mobilni faze
slozena z 1,3 mM octanu amonného a 1 obj. % kyseliny octové ve vodé¢ (MFA) a MFB
obsahovala 1 obj. % kyseliny octové v acetonitrilu. Separace probihala pfi teploté 30 °C
a prutok mobilni faze byl 1 ml/min. P#i analyze byl pouZzit pomér MFA/MFB (85/15 obj. %).
Analyt se vSak nakoloné¢ nezadrzoval. Mrtvy reten¢ni Cas ¢inil 1,0 min aretenc¢ni Cas
analytu mél hodnotu 1,2 min. Kapacitni pomér byl velice nizky (k =0,24), metoda tak

nebyla vhodna pro dalsi analyzy.

Pro optimalizaci metody bylo potieba zvysit retencni ¢as analytu, ¢ehoz bylo dosazeno
zménou poméru mobilni faze MFA/MFB na (95/5 obj. %). Touto zménou se podaftilo zvysit
retencni ¢as analytu na 5,9 min, coz by pro stanoveni TMP bylo idealni, nebot’ kapacitni

pomeér ¢inil 4,9. Pik analytu byl ale velice Siroky a nesymetricky s faktorem asymetrie 2,2.
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Na koloné ARION C18 se nepodafilo nalézt vhodné chromatografické podminky
pro stanoveni TMP. Z uvedeného divodu bylo potieba pfistoupit K pouziti delsi kolony,

aby se prodlouzila retence latky na koloné.

Na kolon¢ Luna C18 od vyrobce Phenomenex byly vyzkouSeny dvé mobilni faze
(Brenner et al., 2011; Asperger et al., 2009). Slozeni vyuzitych mobilnich fazi je shrnuto
v Tab. 111

Tab. I11: Slozeni mobilnich fazi pouzitych pii vyvoji TMP HPLC metody.

MFA MFB

1,3 mM octan amonny,

1 obj. % kyseliny octové 1 obj. % kyseliny octové
Mobilni faze 1 o
ve vodé v acetonitrilu
pH 3,0

0,1 obj. % trifluoroctové ) .
. 0,1 obj. % trifluoroctové
Mobilni faze 2 kyseliny ve vod¢

H19 kyseliny v acetonitrilu
pR 1,

Mobilni faze 1 obsahovala 1,3 mM roztok octanu amonného a 1 obj. % kyseliny octové
ve vodé (MFA), zatimco slozeni MFB bylo 1 obj. % kyseliny octové v acetonitrilu. Pomér
mobilni fize byl nastaven na (85/15 obj. %). Separace probihala pfi teploté kolonového
prostoru 30 °C a prutok mobilni faze ¢inil 1,5 ml/min. Mrtvy retenéni ¢as mél hodnotu
2,2 min areten¢ni ¢as analytu byl 4,2 min. Kapacitni pomér mél hodnotu 0,90. Pik analytu
mirn¢ chvostoval a nebyl symetricky, faktor asymetrie byl 2,5. Retence analytu navic nebyla
dostatecna vzhledem k piedpokladanym degrada¢nim produktim s niz§im retenénim ¢asem
nez samotny pik TMP. Z toho diivodu bylo potfeba zménit podminky tak, aby byl analyt
zadrzovan na kolon¢ delsi dobu. Konkrétné byla snizena teplota kolonového prostoru
na 25 °C. Touto zménou dosSlo k posunu piku. Reten¢ni ¢as se sice zvysil na hodnotu
4,4 min, ale ziskana elu¢ni zoéna neméla optimalni vlastnosti a faktor asymetrie mél
hodnotu 2,3.

Pouzitim delsi kolony, zménou slozeni mobilni faze a snizenim teploty kolonového
prostoru doslo k mirnému zlepSeni podminek, pfesto se vSak stale nejednalo o optimalni

metodu pro stanoveni TMP. Pro zajisténi vyssiho retencniho ¢asu analytu bylo snizeno pH
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mobilni faze. Na zakladé informaci z publikace AsSperger et al. (2009) bylo snizeni pH

dosazeno pouzitim Silné kyseliny trifluoroctové.

Mobilni fize 2 se skladala z vodného roztoku, ktery byl okyselen 0,1 obj. % kyseliny
trifluoroctové (MFA) a MFB obsahovala 0,1 obj. % trifluoroctové kyseliny v acetonitrilu.
Separace probihala pii teploté kolonového prostoru 25 °C a prutok MF byl 1,5 ml/min.
Byl vyzkouSen rizny pomér MFA a MFB. P#i poméru mobilnich fazi (85/15 obj. %) byl
analyt na kolon¢ zadrZzovan velice dlouho, retenéni ¢as byl 11 min. Pik analytu byl mirné
asymetricky, tzv. chvostoval. Na rozdil od pfedchozich analyz, pfi téchto podminkach byla
délka analyzy piili§ dlouha, a proto bylo potfeba upravit podminky tak, aby se analyza
zkratila. Z toho duvodu byl zvysen podil organické faze. Tato zména méla vést K niz§imu

retenénimu Casu analytu a soucasné ke zuzeni piku, piipadné i ke zlepSeni symetrie.

Pomér mobilnich fazi MFA a MFB byl zménén na (75/25 obj. %). Touto zménou
doslo k vyrazné zméné retencniho ¢asu. Analyt byl velice rychle vymyt z kolony a reten¢ni
¢as piku byl 3,4 min. Ziskany pik analytu byl symetricky, vysoky a uzky s faktorem
asymetrie 1,8. Kapacitni pomér byl vSak za téchto podminek velice nizky (k=0,75)
asohledem na to, zejsou piedpokladané degradacni produkty, tak metoda nebyla

vyuzitelna.

Vzhledem k tomu, Ze bylo potieba zadrzet analyt na koloné delsi dobu, byl sniZen
podil organické slozky. Ztohoto divodu byl zvolen pomér mobilni faze MFA/MFB
(82/18 obj. %). Touto zménou se podafilo idealné posunout retencéni ¢as analytu, jehoZ
hodnota ¢inila 6,9 min. Kapacitni pomér mél hodnotu 2,1. Ziskany pik byl symetricky,
faktor asymetrie mél hodnotu 1,5. Pik analytu byl vysoky, pomérné tzky a signal intenzivni.
Zmeé&fenim absorp¢niho spektra byla ziskana absorpéni maxima pro TMP 205 nm a 273 nm.
Piivlnové délce 205nm byla nasledné provadéna analyza roztokdi pii sledovani
fotochemické degradace. Tato metoda byla vybrana jako findlni metoda pro stanoveni TMP

a jeho degradac¢nich produktu, jeji parametry jsou uvedeny v Tab. V.
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Tab. IV: Parametry finalni HPLC metody pro TMP.

Nazev parametru Parametr
Chromatograficka kolona LUNA C18 (250 x 4,6 mm, 5 um), Phenomenex
Teplota kolonového prostoru | 25 °C
MFA 0,1 obj. % trifluoroctové kyseliny ve vodé
MFB 0,1 obj. % trifluoroctové kyseliny v acetonitrilu
Pomér MFA/MFB Izokraticka eluce (82/18 obj. %)
Pratok mobilni faze 1,5 ml/min
Objem nastiiku 20 pl
Celkovéa délka analyzy 8 min
Vlnova délka detekce 205 nm
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Fotochemické odbouravani sulfamethoxazolu (SMX) a trimethoprimu (TMP)

Absorpcni spektra samotnych roztokit SMX a TMP a roztoku s piidavkem Zzelezitych

iontl jsou zaznamenany na Obr. 3.
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Obr. 3: Absorp¢ni spektrum roztoki SMX (50 mg/l) a TMP (50 mg/l) bez ptidavku

a s pridavkem zelezitych iontd (5 mg/l).

Jak je vidét z Obr. 3, samotny SMX vyznamné absorbuje v UV oblasti, konkrétné
Vv oblasti vlnovych délek cca 240-300 nm s maximem pii vinové délce 260 nm. V oblasti
vinovych délek nad 300 nm je vSak absorpce zanedbatelna. Pridavek zelezitych ionth

zvysuje absorpci SMX v oblasti nad 300 nm pouze nevyznamné.
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TMP ma absorpéni maximum pii vinové délce 280 nm, zatimco Vv oblasti nad 300 nm

absorbuje minimaln¢. Ptidavek Zelezitych iontd absorpci u 300 Nm nezméni.

Absorpce voblasti nad 300 nm je pro moznost fotochemického odbouravani
v pfirodnim prostiedi dulezitd, protoze na zemsky povrch se za normalnich okolnosti

nedostane slune¢ni zafeni kratSich vinovych délek (Fondriest, 2014).

Zelezo je  nejhojngji  se  vyskytujicim  kovem Vv pfirodnich  vodach,
a to az v koncentracich jednotek mg/l (Dojlido & Best, 1993). S organickymi substraty mutize
pak tvofit komplexy, které maji vyznamné vys$si absorpci v oblasti nad 300 nm, jako napf.
v ptipadé roztoku jednoho =z antilipidemik ze skupiny statini, atorvastatinu
(Petranova, 2020). V ptipadé SMX a TMP to vsak nebyl tento ptipad.

Pribéh fotochemické degradace SMX je zobrazen na Obr. 4. PfestoZze absorpce
roztoku je zanedbatelnd, bylo pozorovano rychlé odbouravani SMX — z Obr. 4 je patrné,
ze za 20 minut byl veskery SMX odbouran. Rychlost odbouravani lze popsat rovnici
kinetiky 1. ¥adu, kdy rychlostni konstanta ma hodnotu 0,215 min™,

08 1

c/c,

04 1

02 + e

Doba ozafovani [min]

Obr. 4: Prabéh fotochemického odbouravani SMX.

Rychlé odbouravani SMX je ponc¢kud piekvapivé ve srovndni S udaji udavanymi
v literatute, kde se objevuje velka zavislost na pH — Vv kyselém prostiedi je pozorovana
vyznamné vysSi reaktivita (PeriSa etal., 2013; Trovo et al., 2009; Zhou & Moore, 1994).
Nicméné ani ve vyrazné kyselejSim prostiedi nebyla pozorovana takto rychld reakce.

Periga et al. (2013) uvadi hodnotu rychlostni konstanty pii pH 4,0 rovnou 0,035 min, coz
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je hodnota téméf fadové mensi nez zde naméfena hodnota 0,215 min? pfi pH 5,06.
Duvodem nizké hodnoty rychlostni konstanty V praci autorti PeriSa et al. (2013) muze byt
pouziti zdroje emitujiciho zafeni v Sirokém rozmezi vinovych délek (300-800 nm),
kdy vétsina uvadéného vykonu zdroje (500 W/m?) byla pravdépodobné v oblasti neudinnych

dlouhych vinovych délek.

Pii fotochemické degradaci SMX bylo za danych analytickych podminek
na chromatogramu detekovano pét degrada¢nich produkti. Dva produkty lze povazovat
za vyhodnotitelné, zatimco zbylé tii produkty detekované na chromatogramu jsou minoritni
a nebyly vyhodnocovany. Obr. 5 zobrazuje, Zze vSechny vzniklé produkty degradace mély

niz8i retenéni ¢as nez vychozi latka.
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Obr. 5: Chromatogramy SMX a degradacnich produktti v jednotlivych ozatovacich casech:
¢erna — SMX neozafeny, modra — ozafeni 1 min, rizova — 3 min, hnéda — 5 min,
zelena — 7 min, tyrkysova — 10 min, Seda — 20 min, A — zvyraznéna vychozi latka,

B — zvyraznéné produkty degradace.
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Za vyhodnotitelny 1ze povazovat degradacni produkt S retencnim ¢asem 1,7 min, ktery
je oznacen jako produkt 1, a degradacni produkt s retenénim ¢asem 3,0 min oznaceny jako

produkt 5. Vyhodnoceni priabéhu téchto dvou produktti degradace je zobrazeno na Obr. 6.

60 T
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50 4 O Oprodukt 5
O
'S 40 T O
£
X
Z
£ 30 1
. .
o 20 O X
10 + X
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0 5 10 15 20 25
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Obr. 6: Prubéh mnozstvi produktti 1 (tr = 1,7 min) a 5 (tr = 3,0 min) v zavislosti na délce

ozarovani.

Podil produktu 1, jehoZz reten¢ni ¢as je 1,7 min, v prub&éhu ozafovani postupné roste,
zatimco U degrada¢niho produktu 5 dochézi v prvnich sedmi minutach k narustu a piti del§im
ozafovani jeho intenzita klesa. Tento produkt lze oznacit za meziprodukt, nebot’ z pribéhu
je pravdépodobné, ze delsim ozafovanim nebo naslednou temnou (tedy nefotochemickou)

fazi se rozpada na jinou latku.

U samotného TMP doslo pfi ozafeni po dobu 60 minut k odbourani cca 30 % TMP.
Po ptidavku Zelezitych iontl se podil odbouraného TMP zvysil. Pribéh odbouradvani

znazoriuje Obr. 7.
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Obr. 7: Prubéh fotochemického odbouravani TMP (50 mg/l) s ptidavkem Zelezitych iontt
(5 mg/).

Jak je vidét z grafu na Obr. 7, v prvnich cca 30 minutach nedoslo prakticky k zadné
reakci. V dalsi fazi bylo pozorovano postupné se zrychlujici odbouravani (do 50. minuty),
mezi 50. a 60. minutou se degradace zpomalila a po 60 minutach jiz delSim ozafovanim
degradace nepokracovala. Celkem bylo odbourano cca 55 % pivodniho mnozstvi TMP.
Lagova fdze na zacatku reakce by se dala vysvétlit pomalou fotoredukei piidaného
katalyzatoru, tj. Zzelezitych iontl, nebot Kkatalyticky aktivni je redukovana forma
(Klementova, 2018). Nicméné¢ méfeni rychlosti fotoredukce zelezitych iontd ukazalo,
Ze po jedné minuté ozafovani jsou v reakéni smési piritomny 4 % zelezitych ionth
v redukované formé a toto mnoZstvi se nezméni ani po 40 minutach ozafovani.
Pomala fotoredukce tedy nemuze byt pficinou lagové faze. Jinym vysvétlenim lagové faze
muze byt autokatalyza ¢i autosenzitizace, tedy tvorba a postupné nahromadéni produktu,
ktery pak wurychli reakci (Klementovaetal., 2017). Nejasné ovSem zistava, proc¢
se fotodegradace zastavi na cca 45 % ptivodniho mnozstvi substratu — je mozné, Ze néktery

z produktii plisobi jako inhibitor napf. tim, ze tvoii adukt s TMP.
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Béhem fotochemické degradace TMP vV pfitomnosti zelezitych iontii byl detekovan

jeden vyhodnotitelny degrada¢ni produkt, jak ukazuje Obr. 8.
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Obr. 8: Chromatogramy reakéni smési TMP + Fe®* a degradagniho produktu v jednotlivych
ozafovacich Casech: ¢erna — ozéfeni 30 min, modra — 40 min, rGzova — 50 min,

hnéda — 60 min.

Produkt s reten¢nim ¢asem 4,3 min se objevuje az pii del§im ozafovani, pik je patrny
po 40 minutach ozatovani a do 50. minuty pik nartstd. S del$im ozafovanim se jiz jeho

intenzita nezvysuje.

Gonzalez et al. (2019) uvadéji, Ze pii ozafeni stfedotlakou Hg vybojkou doslo
za 4 hodiny Kk odbourani 37 % TMP. Prvnich 90 minut odbouravani v jejich publikaci
ma prakticky stejny prubéh jako v predkladané praci (Obr.7) — prvnich 30 minut
byl pozorovan pozvolny nastup reakce, pak do cca 60. minuty byla sledovana rychlejsi
eliminace, poté se odbouravani zastavilo az do cca 150. minuty a ve zbyvajicim case byl
pozorovan dal$i mirny ubytek. Celkovy niz§i ubytek TMP oproti zde predkladanym
vysledkim je pravdépodobné zptsobeny tim, ze Gonzalez et al. (2019) pouzivali zdroj
zateni o delSich vlnovych délkach (313 nm a 366 nm). Wangetal. (2019) pozorovali
pti ozafeni vodného roztoku TMP za dobu 30 minut degradaci méné nez 10 % TMP, stejné
tak pti ptridavku zeleznatych iontl. Z pribéhu reakce je vidét, ze v jejich piipadé reakce
probihala prakticky jen prvnich 10 minut, poté uz kdegradaci za téchto podminek
nedochazelo. Sirtori et al. (2010) nepozorovali prakticky zadnou reakci po dobu prvnich Sesti
hodin v pfipadé ozafovani TMP v destilované vod¢ za pouziti xenonové vybojky jako zdroje
zateni. Reakce zacala probihat az pfi delSim ozafovani, po cca 18 hodindch byl TMP

Z roztoku eliminovan.
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Zavér
Zavérem lze shrnout, Ze pro oba studované substraty, SMX a TMP, byla zavedena

HPLC metoda, kterd umoznila studovat nejen ubytek samotného substratu ale i produkty

S niz$im reten¢nim ¢asem.

Ozatovani s pouzitim vlinovych délek odpovidajicich nejvyssim energiim slunecniho
zateni, které dopada na zemsky povrch, vede u obou substrati k odbouravani. Prub¢h
odbourdvani SMX Ize modelovat kinetikou 1.tadu, stanovena rychlostni konstanta
mé hodnotu 0,215 min. U TMP se v odbouravani vyskytuje lagovd faze na zacatku
ozafovani a ozafovani nevede k uplné eliminaci TMP, nybrz ubytek se prakticky zastavi

na cca 45 % zbytkového TMP.

Pti ozafovani SMX bylo pozorovano velké mnozstvi vznikajicich produktd, z nichz
dva se zdaji byt z hlediska intenzity signalu produkty majoritnimi. Pfi ozafovani TMP byl

detekovan pouze jeden vznikajici produkt.
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